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Система контроля качества белков (СКК) играет ведущую роль в поддержании сохранности клеточ-
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ВВЕДЕНИЕ
Поддержание гомеостаза клеточных белков

имеет первостепенное значение для роста и вы-
живания клеток. Существование внутриклеточ-
ных белков в нативном состоянии – необходимое
условие для выполнения клеткой самых разнооб-
разных функций. Однако вследствие возможных
ошибок в транскрипции и трансляции, мутаций
генома и различных стрессовых воздействий в
клетках накапливаются поврежденные и мутант-
ные белки, а также белки с нарушенной структу-
рой, которые не только утрачивают функции,
свойственные нативным белкам, но и могут фор-
мировать токсичные для клетки неупорядочен-
ные агрегаты. Известно также, что до 30% вновь
синтезированных белков никогда не достигают
нативного состояния, что создает серьезную
угрозу функционированию и жизнеспособности
клеток. Кроме того, нарушение сворачивания
(фолдинга) клеточных белков и их агрегация –
основные причины развития как возрастных де-
генеративных заболеваний, так и различных дру-
гих патологий.

Сокращения: СКК – система контроля качества; крио-
ЭМ – криоэлектронная микроскопия; ATP-γ-S – адено-
зин-5'-[γ-тио]трифосфат; CC – конформация coiled-coil.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 335-42-22; эл. почта:
tatyana.rotanova@ibch.ru).

УДК 577.151.3;577.152.34
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Для преодоления нарушений протеостаза в
клетках сформировались мощные сети системы
контроля качества (СКК) белков, которая играет
ведущую роль в поддержании сохранности кле-
точного протеома во всех природных царствах.
Семейство АТР-зависимых Lon-протеаз – один
из ключевых участников СКК.

СИСТЕМА КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА БЕЛКОВ 
В КЛЕТКАХ БАКТЕРИЙ И ЭУКАРИОТ

Система контроля качества внутриклеточных
белков состоит из молекулярных шаперонов и
энергозависимых протеаз (рис. 1) [1–3]. Компо-
ненты СКК контролируют сворачивание вновь
синтезированных полипептидов и их сборку в
функциональные комплексы, обеспечивают рас-
познавание и высокоэффективное связывание

белков с нарушенной структурой и их последую-
щий рефолдинг, а также осуществляют выбороч-
ное удаление из клетки избыточных и поврежден-
ных белков путем их деградации энергозависи-
мыми протеазами (в бактериях, а также в
митохондриях и хлоропластах эукариот) или
мультикомпонентной убиквитин-протеасомной
системой (в цитозоле эукариот) [4–7].

Молекулярные шапероны системы 
контроля качества белков

Сообщество молекулярных шаперонов СКК
[2, 8, 9] наряду с триггер-фактором (TF, 48 кДа),
связанным с рибосомой и участвующим в ко-
трансляционном сворачивании новосинтезиро-
ванных белков [10], включает целый ряд семейств
белков теплового шока (Heat shock proteins, Hsps),
различающихся молекулярными массами (от 12–

Рис. 1. Компоненты системы контроля качества клеточных белков.
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43 кДа у sHsps (small Hsps, малые белки теплового
шока) до 100 кДа у белков семейства Hsp100) (рис. 1)
[2, 9, 11–15]. При этом белки Hsp60, Hsp70, Hsp90
и Hsp100 (табл. 1) обладают АТРазной активно-
стью, что определяет динамический характер их
существования и обеспечивает высокую конфор-
мационную гибкость. Условно молекулярные
шапероны разделяются на группы фолдеров, хол-
деров и анфолдеров [16]. Фолдеры (семейства
Hsp60, Hsp70 и Hsp90) участвуют в сворачивании
белковых мишеней, предотвращая нежелатель-
ные взаимодействия между белками, еще не до-
стигшими нативного состояния; холдеры (sHsps)
удерживают частично фолдированные мишени, не
влияя на их конформацию; анфолдеры (Hsp100),
обладающие транслоказной активностью, развора-
чивают белковые субстраты [9, 16]. Для большин-
ства семейств шаперонов получены данные рент-
геноструктурного анализа их представителей [17].

Высококонсервативное семейство шаперонов
Hsp70, участвующее в большом количестве раз-
нообразных биологических процессов, сформи-
ровано, главным образом, каноническими белка-
ми DnaK у бактерий и подобными им белками
Hsp70 у эукариот [12, 18]. Сверх того, эукариоты
содержат также ряд неканонических шаперонов
Hsp70, таких как белки Grp78, Grp170 и Hsp110
[19]. Представители семейства локализованы как
в цитозоле, так и в различных органеллах (мито-

хондрии, эндоплазматический ретикулум, хлоро-
пласты) [12, 18].

В физиологических условиях шапероны Hsp70
способствуют фолдингу белковых мишеней, а
при стрессе они предотвращают агрегацию раз-
вернутых белков и, кроме того, совместно с шапе-
ронами семейства Hsp100 проводят солюбилиза-
цию и рефолдинг агрегированных белков [20]. В
структуре Hsp70 различают три домена: N-конце-
вой АТРазный, центральный субстрат-связываю-
щий и вариабельный С-концевой, который участ-
вует как в связывании мишеней, так и во взаимо-
действии с различными партнерскими белками и
модулировании шапероновой функции [9, 18].

Функционирование Hsp70 основано на изме-
нении сродства шаперона к белковым мишеням в
зависимости от природы связанного нуклеотида –
АТР-форма Hsp70 проявляет пониженную по срав-
нению с ADP-формой аффинность к белкам. Регу-
ляторами АТРазной и шапероновой активностей
Hsp70 служат кошапероны группы Hsp40/J-домен-
содержащих белков и факторы нуклеотидного об-
мена (NEF) (табл. 1) [9, 21]. Связывание белков-ми-
шеней с шапероном опосредуется предваритель-
ным образованием комплексов субстрат–кошапе-
рон с участием С-концевого домена Hsp40, после
чего комплекс доставляется к Hsp70. Взаимодей-
ствие АТРазного домена шаперона с N-концевым
J-доменом Hsp40 стимулирует гидролиз связанного

Таблица 1. Системы АТР-зависимых шаперонов СКК (по данным работы Saibil [13])

Шапероны Кофакторы Основные функции

Система Hsp60 (шаперонины)
GroEL (Escherichia coli), 
HSP60/CPN60, CCT 
(млекопитающие),
thermosome (археи)

GroES, HSP10/CPN10, prefoldin Фолдинг и предотвращение агрега-
ции белков

Система Hsp70
DnaK (E. coli),
HSP70, Ssa, Ssb 
(Saccharomyces cerevisiae), 
BiP/GRP78 (млекопитающие, 
растения)

DnaJ, GrpE, NEF, HSP40, Sis1, Hdj1, 
Hsp110, Grp170, Sil1

Разворачивание, дезагрегация и 
фолдинг белков, стабилизация 
полипептидов, регуляция ответа на 
тепловой шок, отбор субстратов для 
деградации

Система Hsp90
HptG (E. coli),
GRP94, TRAP1 (эукариоты), 
Hsc82, Hsp82 (дрожжи)

HOP, p50, AHA1, AIP, FKPB52, p23, 
UNC45

Связывание, стабилизация и созре-
вание стероидных рецепторов и 
протеинкиназ, регуляция отбора и 
превращений субстратов, сборка 
миозина

Система Hsp100 (ААА+-белки)
ClpA, ClpB, ClpC, ClpE, ClpX, HslU 
(бактерии, эукариоты), PAN (археи), 
p97, Hsp104, Hsp101, Hsp78, RPT1–
RPT6 (эукариоты)

DnaK/HSP70, ClpS Разворачивание и ремоделирова-
ние белков, термотолерантность, 
солюбилизация белковых агрегатов
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АТР, а действие фактора NEF ускоряет последую-
щие стадии высвобождения нуклеотида (в ADP-
форме) и связывания новой молекулы АТР, со-
провождающиеся диссоциацией белкового суб-
страта.

В недавних исследованиях установлено, что и
эукариотические шапероны Hsp70, и бактериаль-
ные DnaK существуют не только в мономерной
форме, но и как димеры, тримеры и более высо-
кие олигомеры. На равновесие в таких смесях
влияет присутствие нуклеотида и его природа
(ATP или ADP) [22].

Шапероны Hsp60 или шаперонины оказались
первым идентифицированным семейством ша-
перонов, для которого была выявлена важная
роль в биогенезе клеточных белков и которое ши-
роко распространено в бактериях и в митохон-
дриях, пластидах и цитоплазме эукариот (табл. 1)
[12, 18]. Функциональными структурами шаперо-
нинов служат тетрадекамеры, образованные дву-
мя гептамерными кольцами, в каждом из которых
сформирована центральная полость. Эти струк-
туры способны в своих противоположных поло-
стях попеременно связывать и инкапсулировать
белки, подлежащие рефолдингу [9].

Наиболее изученный представитель семейства
Hsp60 – шаперонин GroEL из Escherichia coli,
функционирующий в комплексе с кошаперони-
ном GroES – белком теплового шока семейства
Hsp10 (табл. 1) [9, 12, 18, 23, 24]. Мономеры GroEL
построены из трех доменов: апикального (Ap),
шарнирного промежуточного (Hinge) и С-конце-
вого экваториального (Eq), несущего АТРазный
центр [23–25]. Кольцевые гептамеры GroEL, со-
стыкованные своими Eq-доменами, образуют
зеркально симметричные тороиды с двумя изоли-
рованными гидрофобными полостями, способ-
ными в АТР-связанном состоянии размещать
развернутые полипептиды размером до 60 кДа [9,
12]. Кошаперонины GroES, которые также обра-
зуют циклические куполообразные гептамеры,
поочередно прикрывают торцы тороида GroEL,
взаимодействуя с его входными отверстиями,
сформированными Ар-доменами. Эти превраще-
ния в сопряжении с гидролизом АТР вызывают
значительные конформационные изменения ша-
перонина, которые приводят к увеличению раз-
меров и гидрофилизации полости, содержащей
инкапсулированный субстрат, а это способствует
фолдингу мишени, последующему ее высвобож-
дению вместе с ADP и кошаперонином из ком-
плекса с GroEL и началу нового цикла рефолдин-
га белкового субстрата [9, 12].

Следует отметить, что при фолдинге крупных
субстратов, в том числе мультидоменных белков-
мишеней, инкапсулирование которых в полость
комплекса GroEL/GroES невозможно, реализу-
ется альтернативный механизм, согласно которо-

му связывание определенного фрагмента белка-
мишени и кошаперонина GroES происходит на
противоположных кольцах тетрадекамера GroEL
[9, 26].

Шапероны Hsp90 присутствуют в высоких
концентрациях в бактериях и эукариотах и не об-
наруживаются в археях. У бактерий обычно выяв-
ляется единственный Hsp90-шаперон, в то время
как эукариоты содержат по два шаперона в цито-
золе, и, кроме того, белки Hsp90 локализованы в
митохондриях, эндоплазматическом ретикулуме
и в хлоропластах [27–29]. Эукариотические ша-
пероны Hsp90 функционируют в составе ком-
плексных систем, включающих как другие шаперо-
ны (в частности, Hsp70), так и сеть разнообразных
кошаперонов (табл. 1) [9, 12, 27–30]. Семейство
Hsp90 вовлечено в процессы созревания ключевых
сигнальных белков, а также участвует в сборке и
разборке различных белковых комплексов. Бел-
ками-клиентами для Hsp90 служат различные
протеинкиназы, факторы транскрипции, рецеп-
торы стероидных гормонов и др. Интересно, что
бактериальные шапероны Hsp90 не имеют соб-
ственных кошаперонов, и их ремоделирующая
функция обеспечивается исключительно путем
взаимодействия с системой шаперона Hsp70 [31].

По структурной организации Hsp90 – это го-
модимеры, протомеры которых включают N-кон-
цевой нуклеотид-связывающий (N) и централь-
ный (М) домены, формирующие АТРазный мо-
дуль, а также С-концевой домен, ответственный
за димеризацию шаперона [28, 29]. Частично раз-
вернутые клиентские белки зачастую доставля-
ются к Hsp90 посредством системы шаперона
Hsp70 и связываются с М- и С-доменами Hsp90.
Регуляция функциональной активности Hsp90-
белков эукариот осуществляется с помощью на-
бора кошаперонов, которые в определенном по-
рядке связываются с разными доменами шаперо-
на, включая специфический С-концевой мотив
MEEVD, отсутствующий у бактериальных Hsp90.
Апо-форма Hsp90, представляющая собой “рас-
крытый” V-образный димер, образует сложный
комплекс с белком-клиентом и необходимыми
кошаперонами. Взаимодействие этого комплекса
с АТР приводит к возникновению контактов
между N-доменами с образованием “закрытой”
формы шаперона и к ремоделированию связан-
ной на его поверхности белковой мишени. В ре-
зультате гидролиза АТР происходит диссоциация
N-доменов с образованием ADP-связанного “по-
лураскрытого” V-димера, из которого высвобож-
даются белок-клиент, ADP и неорганический
фосфат, а Hsp90 вновь принимает открытую кон-
формацию [28, 29]. Следует отметить, что для до-
стижения нативного состояния освобожденный
субстрат обычно нуждается в дополнительных
стадиях рефолдинга [12, 28].
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В то время как рассмотренные выше семейства
Hsp60, Hsp70 и Hsp90 составляют группу шаперо-
нов-фолдеров, малые белки теплового шока
(sHsps) выполняют роль холдеров в системе кон-
троля качества клеточных белков. Шапероны
sHsps образуют прочные долгоживущие комплек-
сы с широким набором клеточных белков в их не-
нативных конформациях и тем самым предотвра-
щают агрегацию субстратов [32–35]. Белки sHsps
представляют собой наиболее распространенное,
но низкоконсервативное семейство шаперонов.
Их общим отличительным признаком служит на-
личие в центральной части последовательности
домена размером ~100 а.о. со структурой α-кри-
сталлина хрусталика глаза млекопитающих, ко-
торый фланкирован неструктурированными N- и
С-концевыми фрагментами протяженностью 24–
247 а.о. и <20 а.о. соответственно [9, 12, 32–36].

Характерная особенность sHsp-шаперонов –
полидисперсность их четвертичных структур, что
отражается в формировании ансамблей из круп-
ных олигомеров с изменяющимся числом субъ-
единиц. В частности, в клетках человека олигоме-
ры могут включать 12–32 субъединицы sHsp-ша-
перона [36], а в клетках растений – до 40 [37].
Такие олигомеры часто имеют консервативную
структурную организацию в виде сферического
или дискообразного комплекса с пронизываю-
щим его центральным каналом [33–36].

В противоположность другим семействам ша-
перонов, каждый олигомер sHsp способен удер-
живать по несколько молекул белковых мише-
ней, высвобождение которых из комплексов с
sHsps происходит в кооперации с АТР-зависимы-
ми шаперонами. На этом основании sHsp-белки
рассматриваются в качестве “резервуаров” нена-
тивных белков, сохраняющих их для последую-
щего рефолдинга с помощью других семейств ша-
перонов, в частности системы шаперона Hsp70
[9, 12, 33–35].

В то же время следует заметить, что несмотря
на значительный прогресс в понимании механиз-
мов функционирования sHsp-шаперонов, до-
стигнутый за последнее время, вопросы их специ-
фичности, связанные с разнообразием последо-
вательностей и структур шаперонов, остаются
малоизученными и требуют дальнейшего иссле-
дования.

Семейство Hsp100/Clp, вовлеченное во мно-
жество важнейших клеточных процессов (в том
числе в мембранный транспорт, регуляцию ци-
тоскелета, биогенез органелл, инициацию репли-
кации ДНК и активацию транскрипции), зани-
мает особое место в системе контроля качества
клеточных белков. Шапероны Hsp100 представ-
ляют группу “анфолдеров”, которые, с одной сто-
роны, осуществляют разворачивание белковых
мишеней перед последующими стадиями фол-

динга, а с другой – служат АТРазными компонен-
тами всех протеаз и мультисубъединичных ком-
плексов СКК, деградирующих белки-субстраты.
Эти шапероны принадлежат к широко распростра-
ненному суперсемейству AAA+-белков (АТРаз, ас-
социированных с различными клеточными актив-
ностями) (рис. 1), которые функционируют как
кольцевые гексамерные структуры, использующие
энергию гидролиза АТР для ремоделирования
своих белковых мишеней [38–41]. Hsp100-семей-
ство в бактериях представлено белками ClpA,
ClpB, ClpC, ClpE, ClpX, ClpY (HslU) и некоторы-
ми другими (в частности, АТРазными составляю-
щими Lon- и FtsH-протеаз) (табл. 1) [2, 9, 12, 41].
У эукариот подобные белки, относящиеся к се-
мействам Hsp104, Hsp101 и Hsp78, встречаются в
митохондриях клеток млекопитающих, а также в
растениях и дрожжах [12, 42, 43].

По количеству АТРазных составляющих пред-
ставители семейства Hsp100 делятся на два клас-
са: к классу I относятся белки, включающие два
так называемых ААА+-модуля (D1 и D2, рис. 2), а
к классу II – белки, содержащие только один та-
кой модуль D (рис. 2) [9, 41]. Кроме АТРазных
модулей ААА+-белки содержат также структурно
независимые вспомогательные домены (экстра-
домены), которые либо расположены перед
ААА+-модулями (N-концевые (N) и Zn-связыва-
ющие (ZBD) домены), либо локализованы внут-
ри ААА+-модулей (инсерционные (I) домены)
(рис. 2) [9, 41]. Представленные на рис. 2 белки
Hsp104, ClpB и Hsp78 функционируют исключи-
тельно как шапероны, в то время как белки ClpA,
ClpC, ClpE, ClpX и HslU в комплексах с протео-
литическими составляющими (белками ClpP или
HslV, см. ниже) осуществляют селективную де-
градацию внутриклеточных белков. Шапероны
Hsp104 отличаются от других представителей се-
мейства наличием небольшого С-концевого доме-
на (рис. 2), участвующего в формировании функци-
онально активной структуры шаперона и во взаи-
модействии с белками-субстратами [44, 45].

Ремоделирование белков-мишеней шаперо-
нами Hsp100/Clp включает ряд последовательных
стадий. Отбор субстратов происходит путем взаи-
модействия шаперонов с неструктурированными
участками мишеней, содержащими специфиче-
ские мотивы узнавания (дегроны), причем в не-
которых случаях связывание субстратов опосре-
дуется участием дополнительных адаптерных
белков [41]. Связывание нуклеотидов способ-
ствует стабилизации бочкообразной гексамерной
структуры шаперона, а разворачивание мишеней
осуществляется путем их “принудительного” пе-
ремещения (транслокационная активность ша-
перона) через центральный канал гексамера
Hsp100/Clp за счет энергии гидролиза АТР. На
следующей стадии развернутые белки высвобож-
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даются из комплексов с шаперонами благодаря
конформационным изменениям последних, обу-
словленным преобразованием АТР в ADP, и под-
вергаются рефолдингу – либо спонтанному, либо
с участием молекулярных шаперонов других се-
мейств, что определяется специфичностью суб-
страта [44–47].

Наиболее изученные представители семейства
Hsp100 – бактериальные шапероны ClpB и белок
Hsp104 из дрожжей, которые вместе с менее ис-
следованным шапероном Hsp78 отличаются от

шаперонов других семейств СКК проявлением
дезагрегационной функции наряду с транслока-
ционной и анфолдазной [48]. Это свойство шапе-
ронов ClpB/Hsp104, относящихся к ААА+-белкам
класса I, обусловлено наличием в их первом
ААА+-модуле (D1) вставочного пропеллерооб-
разного домена (“серединный” или middle (M)
domain) с конформацией coiled-coil (СС) (рис. 2)
[49]. Следует отметить, что шапероны-дезагрега-
зы семейства Hsp100 обнаруживаются в бактери-

Рис. 2. Доменная организация молекулярных шаперонов семейства Hsp100 и АТР-зависимых протеаз системы кон-
троля качества белков. N – N-концевые домены; ZBD – цинк-связывающие домены; NB, NB1 и NB2 – нуклеотид-
связывающие домены; М, M' и M'' – вставочные (middle) домены; I – инсерционные домены; Н, Н1 и Н2 – α-спира-
лизованные домены; С – С-концевой домен; Р – протеазные субъединицы/домены; CC – coiled-coil-область; ТМ –
трансмембранные фрагменты.
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ях, дрожжах и растениях и не встречаются в клет-
ках теплокровных животных [50, 51].

Дезагрегирующая функция ClpB и Hsp104 реа-
лизуется совместно с белками системы шаперона
Hsp70/DnaK (табл. 1) [52], роль которых заключа-
ется в изменении физических свойств белковых
агрегатов, что приводит к высвобождению от-
дельных полипептидов из агрегированных суб-
стратов и перемещению их к ААА+-шаперону.
Подвижный М-домен, локализующийся на
внешней стороне гексамерного кольца ClpB, ре-
гулирует как АТРазную активность самого шапе-
рона, так и DnaK-зависимое связывание мишени
с аксиальным каналом ClpB [53]. Далее происхо-
дят транслокация и разворачивание полипептида
с последующим высвобождением его в среду для
рефолдинга [47].

Внутриклеточные АТР-зависимые протеазы
и мультисубъединичные протеолитические 

комплексы

Все АТР-зависимые протеазы и протеолитиче-
ские комплексы СКК относятся к суперсемей-
ству ААА+-белков (рис. 1 и 2) и выступают крити-
ческими регуляторами состава клеточного про-
теома [2, 54–59]. Показано, что энергозависимый
протеолиз отвечает за деградацию более чем 90%
белков внутри клетки [55]. Этот процесс исклю-
чительно важен для устранения дефектных, не-
правильно свернутых или агрегированных бел-
ков, накопленных в результате стрессовых ситуа-
ций, а также для регуляции внутриклеточного
протеолиза при обычных условиях путем контро-
ля концентрации большинства короткоживущих
регуляторных белков [54–56, 59].

В клетках прокариот и в органеллах эукариот
бифункциональные энергозависимые протеазы
представлены пятью семействами гетероолиго-
мерных ферментов (ClpAP, ClpСP, ClpEP, ClpXP,
HslUV (ClpYQ)) и двумя семействами гомоолиго-
мерных ферментов (FtsH и Lon – подсемейства
LonA и LonC) [56, 57] (рис. 2). В археях аналогич-
ные функции выполняются Lon-протеазами
(подсемейство LonВ) и мультисубъединичной ар-
хейной протеасомой (PAN/20S), которая пред-
ставляет собой комплекс протеасомоактивирую-
щей нуклеотидазы (proteasome-activating nucleoti-
dase, PAN) с протеолитическим компонентом –
20S-протеасомой [58]. В цитоплазме и ядрах эука-
риот функционируют 26S-протеасомы – мульти-
субъединичные ансамбли, которые состоят из
20S-протеасом (протеолитические коры) и регу-
ляторных 19S-комплексов, включающих ААА+-
АТРазы [59, 60]. При этом все гетероолигомерные
протеазы и протеолитические комплексы СКК
характеризуются общей архитектурой: их бочко-
образные гепта- или гексамеры, образованные

двухярусными кольцами пептидгидролаз, актив-
ные сайты которых изолированы внутри цен-
тральной деградационной камеры, формируют
комплексы с кольцевыми гексамерами ААА+-
АТРаз регуляторных компонентов, которые про-
являют анфолдазную активность, направленную
на разворачивание белков-мишеней для последу-
ющей их транслокации в деградационную камеру
[55–57].

АТРазные составляющие протеаз СКК, преоб-
разующие энергию АТР в механическую работу,
выполняют важнейшую роль в деградации белко-
вых субстратов. Весь процесс превращения бел-
ка-субстрата можно разделить на отдельные эта-
пы, при этом распознавание белковой мишени,
ее разворачивание и транслокация в деградаци-
онную камеру осуществляются АТРазным ком-
понентом ААА+-протеазы, а собственно гидролиз
белка-субстрата – пептидазным.

Этап узнавания и связывания мишени, как
правило, не зависит от АТР и может быть либо
прямым, либо “косвенным”, т.е. опосредован-
ным адаптерными белками. Специфическими
мотивами узнавания часто служат упомянутые
выше дегроны – пептидные фрагменты, локали-
зованные вблизи (или внутри) неструктуриро-
ванных N- или С-концевых областей белка, или
даже N-концевые аминокислоты [54, 56, 57]. Из-
вестны также дегроны, представляющие собой
“прикрепленные” пептидные последовательно-
сти (тэги). Один из ярких примеров тэга – фрагмент
SsrA-tag – AAXXXXXALAA (где X – любая амино-
кислота), который узнается протеазами ClpAP,
ClpXP, FtsH, Lon и архейной протеасомой [54, 56].

В отличие от АТР-зависимых протеаз бактерий
и протеасом архей, функционирование 26S-протеа-
сом эукариот обычно опосредовано предваритель-
ной селективной модификацией белков-мишеней,
подлежащих деградации, путем ковалентного при-
соединения специфической метки – цепочки из
нескольких молекул убиквитина (белок из 76 а.о.)
[59–61]. Вследствие этого дегроны мишеней 26S-
протеасом представлены двумя частями: универ-
сальным полиубиквитиновым тэгом, обеспечи-
вающим связывание мишени с регуляторным
компонентом каталитического комплекса, и не-
структурированным фрагментом, который слу-
жит областью инициации протеолиза [60, 61].
Вместе с тем показано, что возможен также убик-
витин-независимый путь деградации белков 26S-
протеасомой. Его реализации способствует ряд
так называемых прямых протеасомных сигналов,
к которым относятся либо специфические фраг-
менты последовательности, либо посттрансляци-
онные модификации мишеней, либо их конъюга-
ция с химическими веществами, приводящая к
связыванию с протеасомой по принципу заряд-
зарядовых взаимодействий [62].
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АТР-зависимые протеазы отличаются от клас-
сических протеолитических ферментов следую-
щими уникальными характеристиками: 1) высо-
кой селективностью взаимодействия с белковы-
ми мишенями при отсутствии выраженной
специфичности по отношению к аминокислотам,
образующим расщепляемые связи; 2) наличием
транслоказной активности; 3) сопряжением про-
теолитической активности с гидролизом АТР;
4) процессивным механизмом деградации бел-
ков-субстратов (c образованием 10–15-членных
пептидных продуктов без высвобождения высо-
комолекулярных интермедиатов); 5) мультисубъ-
единичной (гомо- или гетероолигомерной) орга-
низацией [54, 56, 57].

ААА+-модули – характеристические компонен-
ты АТР-зависимых протеаз. Выступая представи-
телями суперсемейства ААА+-белков, АТР-зави-
симые протеазы содержат в своей структуре как
высококонсервативные ААА+-модули, состоя-
щие из 200–250 а.о., так и дополнительные N-кон-
цевые (N) или инсерционные (I) экстрадомены
(рис. 2). АТРазные модули формируются боль-
шими нуклеотид-связывающими (NB или α/β) и
малыми α-спирализованными (Н или α) домена-
ми. Любая АТР-зависимая протеаза содержит ли-
бо один ААА+-модуль, либо два топологически
подобных ААА+-модуля, включающих наборы
различных консенсусных элементов (рис. 2 и 3)
[39, 56, 63–66].

В NB-доменах ААА+-модулей локализованы
консервативные мотивы Уолкера А и В. Мотив А
(WA, называемый также Р-петлей, Р-loop), игра-
ющий важную роль как в связывании нуклеотида
и координации иона металла, так и в формирова-
нии гексамерного АТРазного кольца, представ-
лен последовательностью GX2GZGK[T/S], где X
и Z – любые аминокислоты, но хотя бы один из
Х-остатков – это остаток пролина. Мотив В (WB)
представляет собой гексапептид Φ4DE, где Φ –
остатки гидрофобных аминокислот. Наряду с ко-
ординацией иона металла, мотив WB принимает
участие в гидролизе АТР, при этом консерватив-
ный остаток глутамата активирует молекулу воды
для нуклеофильной атаки на γ-фосфат нуклеотида.
Кроме мотивов Уолкера, ААА+-модули содержат
ряд других консервативных участков, включая мо-
тив межсубъединичного сигналинга (inter-subunit
signaling, ISS), область вторичной гомологии (se-
cond region of homology, SRH), а также остатки
sensor-1 (s1), sensor-2 (s2) и “аргининовый палец”
(Arg-finger, Rf) (рис. 3) [39, 56, 63–68].

Мотив ISS, представленный α-спиралью из
нескольких консервативных остатков (рис. 3),
имеет большое значение для координации связы-
вания и гидролиза АТР в соседних субъединицах
кольцевого ААА+-гексамера. Взаимодействие
С-концевой аспарагиновой (или глутаминовой)
кислоты ISS-мотива с Rf-остатком собственной
субъединицы, который воспринимает статус нук-
леотида, связанного в соседней субъединице, за-

Рис. 3. Вторичная структура и консенсусные элементы ААА+-модулей шаперонов Hsp100 и АТР-зависимых протеаз
системы контроля качества белков (по данным работ Puchades et al. [39], Chang et al. [65] и Miller et al. [66]). Прямо-
угольники – α-спирали, стрелки – β-тяжи, NB-домен – нуклеотид-связывающий домен, Н-домен – α-спирализован-
ный домен, показаны мотивы Уолкера А и В (WA и WB), петли pore loop-1 (GYVG), pore loop-2 и RKH, мотив меж-
субъединичного сигналинга (ISS), область вторичной гомологии (SRH), остатки сенсор-1 (s1), сенсор-2 (s2) и “арги-
ниновый палец” (Rf). Обозначены сайты включения экстрадоменов в протеазах LonB, LonC (ILons) и HslUV (IHslUV).
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ILons IHslUV

N �0 �1 �1 �2

WAWA pore loop-1pore loop-1 pore loop-2pore loop-2
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RKHRKH
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пускает цикл гидролиза АТР, необходимый для
транслокации субстрата [65].

Остаток Rf локализован в SRH-области (фраг-
мент полипептидной цепи из 15–20 а.о.), распо-
ложенной в С-концевой части NB-домена (рис. 3)
[56, 64–68]. К этой же области относится остаток
s1 (обычно аспарагин, реже – серин, треонин или
гистидин), также взаимодействующий с γ-фосфа-
том молекулы ATP соседней субъединицы и ко-
ординирующий взаимодействие атакующей мо-
лекулы воды с остатками WB-мотива.

Совокупность консенсусных мотивов SRH-
области критически важна для передачи между
субъединицами ААА+-комплекса сигналов кон-
формационных изменений, сопровождающих
акт гидролиза нуклеотида. Вследствие своей функ-
циональной значимости и в силу отсутствия SRH-
фрагмента в других нуклеозидтрифосфатазах, эта
область служит отличительной характеристикой
для белков ААА+-суперсемейства [64–66].

Кроме рассмотренных консенсусных элемен-
тов, NB-домены ААА+-белков содержат специ-
фические фрагменты последовательности, кото-
рые формируют петли трех типов, обращенные
внутрь аксиального (осевого) канала гексамера
белка [69]. Это так называемые петли pore loop-1
(или GYVG), pore loop-2 и RKH, которые участву-
ют в связывании, разворачивании и перемещении
молекулы белка-мишени внутри полости канала
вплоть до протеолитической камеры (в случае
ААА+-протеаз) (рис. 3). Петля RKH локализуется у
входа в осевой канал, наиболее консервативная
петля pore loop-1 – в его центральной части, а
петля pore loop-2 – на выходе из канала. При этом
ведущую роль в разворачивании белков-субстра-
тов и обеспечении транслоказной активности
ААА+-протеаз играют петли pore loop-1.

В малом Н-домене ААА+-модуля, сформирован-
ном четырьмя α-спиралями, локализован мотив
sensor-2 (рис. 3). Он содержит консервативный
остаток аргинина (иногда – лизина) (s2), который
взаимодействует с α-фосфатом АТР и опосредует
конформационные изменения, сопряженные с
циклом связывания/гидролиза нуклеотида, а также
участвует в межсубъединичных взаимодействиях
[64, 66]. Следует упомянуть, что в противополож-
ность членам AAA+-суперсемейства у представите-
лей классических AAA-АТРаз в положении s2
обычно содержится остаток аланина [64, 66].

Особенности доменной и структурной организа-
ции АТР-зависимых протеаз и мультисубъединичных
комплексов. Известно, что подавляющее большин-
ство ААА+-белков взаимодействует с функцио-
нальными белковыми партнерами, образуя ком-
плексные гетероолигомерные структуры, АТРаз-
ные составляющие которых – самостоятельные
субъединицы [64]. В редких случаях АТРазный и
функциональный компоненты ААА+-белка лока-

лизованы в единой полипептидной цепи [56, 64,
70]. С другой стороны, как упоминалось выше,
суперсемейство ААА+-белков делится на классы I
и II [41]. В первом случае ААА+-белки содержат
два ААА+-модуля (D1 и D2), разделенных встав-
ками разной длины, а во втором – единственный
ААА+-модуль (D), подобный D2-модулю белков
класса I [41]. В этом отношении сообщество АТР-
зависимых протеаз системы контроля качества
белков объединяет представителей обоих классов
ААА+-белков: к классу I относятся АТРазные
компоненты ClpAP/СР/ЕР-протеаз, а к классу
II – протеаз ClpXP, HslUV, FtsH, Lon и комплек-
сов архейных PAN/20S-протеасом и эукариоти-
ческих 26S-протеасом [56, 70]. Доменное строе-
ние протеаз СКК показано на рис. 2, а их струк-
турная организация охарактеризована в табл. 2.

АТРазные и протеазные составляющие се-
мейств Lon и FtsH локализованы в единой поли-
пептидной цепи, и эти ферменты функциониру-
ют как гомоолигомеры. Однако большинство
ААА+-протеаз – это гетероолигомерные ком-
плексы, в которых АТРазный и протеазный ком-
поненты представлены индивидуальными субъ-
единицами (рис. 2).

Особенность протеаз ClpCP и ClpEP – нали-
чие в α-спирализованных доменах Н1 их D1-мо-
дулей вставочных “серединных” (middle) доме-
нов (M' и M''), обладающих СС-конформацией,
но различающихся своими размерами. Показано,
что эти домены участвуют во взаимодействии
протеаз со специфическими адаптерными белка-
ми, которые опосредуют связывание и деграда-
цию белковых мишеней [70, 71]. Подобные им
вставочные домены (М), также имеющие СС-
конформацию, обнаружены в шаперонах ClpB,
Hsp104 и Hsp78 (рис. 2, см. подраздел “Молекуляр-
ные шапероны СКК”) [49, 72]. Однако М-домены бо-
лее чем вдвое превышают M'- и M''-домены по разме-
ру и выполняют другие функции – они обеспечивают
дезагрегазную активность шаперонов [72].

Разнообразие протеазных компонентов АТР-
зависимых протеаз и протеасом, вовлеченных в
селективный АТР-зависимый протеолиз, отра-
жено в табл. 2, из которой видно, что внутрикле-
точная деградация белков осуществляется фер-
ментами, представляющими четыре разных кла-
на в классификации пептидгидролаз MEROPS:
каталитический центр протеолитической субъ-
единицы ClpР, общей для гетероолигомерных
протеаз ClpАР, ClpСР, ClpЕР и ClpХР, пред-
ставлен классической триадой Ser–His–Asp, у
протеаз HslUV, а также в β-субъединицах 20S-
протеасом архей и эукариот каталитически ак-
тивны N-концевые остатки треонина, мембрано-
связанная протеаза FtsH – Zn-зависимая металло-
протеаза, а в активных центрах Lon-протеаз функ-
ционирует каталитическая диада Ser–Lys [73].
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Функционально активными формами бакте-
риальных гетероолигомерных АТР-зависимых
протеаз (ClpАР, ClpСР, ClpЕР, ClpХР и HslUV)
выступают бочкообразные комплексы из состы-
кованных колец, в которых два центральных пеп-
тидазных кольца (гептамерных в случае ClpP или
гексамерных в случае HslV) с каталитическими
центрами, обращенными внутрь аксиальной по-
лости (деградационная камера), фланкированы с
одной или с обеих сторон гексамерными кольца-
ми регуляторных АТРазных субъединиц (ClpА,
ClpС, ClpЕ, ClpХ или HslU), выполняющих
функции узнавания, разворачивания и трансло-
кации субстрата [56, 57, 70, 74]. Показано, что ас-
социация АТРаз ClpA, ClpC, ClpЕ и ClpХ с пепти-
дазой ClpP происходит с участием специальных
“стыковочных петель”, локализованных в ААА+-
модулях шаперонов между остатками sensor-1
NB-доменов и Н-доменами [75]. Гомоолигомерные
протеазы Lon и FtsH собираются в бочкообразные
структуры из шести идентичных субъединиц.

Аналогично бактериальным ААА+-протеазам
формируются более сложные мультисубъединич-

ные комплексы протеасом архей (PAN/20S) и эука-
риот (26S), у которых протеолитические компонен-
ты (20S) представляют тетраярусные гептамерные
кольца из внутренних каталитических β-субъеди-
ниц и внешних регуляторных α-субъединиц, оди-
наковых в 20S-комплексах архей (структурная фор-
мула α7/β7β7/α7) и различающихся в 20S-комплек-
сах эукариот (α1–7/β1–7β1–7/α1–7) [76].

Регуляторные комплексы протеасом (PAN и
19S), обладающие АТРазной активностью, содер-
жат 6 субъединиц у архей и 19 субъединиц у эука-
риот, при этом основой обеих структур служат гек-
самерные кольца ААА+-белков (соответственно,
PAN и Rpt(1–6) – Regulatory particle triphosphatases,
табл. 2) [58, 60]. Эти регуляторные комплексы нахо-
дятся в непосредственном взаимодействии с гепта-
мерами α-субъединиц протеолитических коров
протеасом.

На рис. 4 представлен общий принцип функ-
ционирования АТР-зависимых протеаз и мульти-
субъединичных протеолитических комплексов.
Распознавание и связывание белка-мишени (ТР –
target protein) осуществляется регуляторными

Рис. 4. Схематическое представление механизма ATP-зависимой деградации белков в клетках бактерий, архей и эукариот
(по данным работ Gottesman S. [54] и Bittner et al. [122]). RC – регуляторный АТРазный компонент (Clp(A, С, Е, Х), HslU,
PAN или 19S-комплекс); PC – протеолитический компонент (ClpP, HslV или 20S-протеасома); TP – белок-мишень.
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ААА+-компонентами (RC – regulatory complexes),
локализованными во внешних кольцах активного
комплекса фермента. На следующих этапах про-
исходит разворачивание молекулы субстрата и
транслокация ее в область протеолитических
центров. В деградационной камере, расположен-
ной внутри ферментного комплекса, осуществля-
ется процессивный гидролиз субстрата с последу-
ющим высвобождением продуктов. Образовав-
шиеся олигопептидные фрагменты могут в
дальнейшем гидролизоваться АТР-независимы-
ми протеазами до коротких пептидов и, наконец,
клеточными аминопептидазами до свободных
аминокислот.

Основные характеристики некаталитических
экстрадоменов АТР-зависимых протеаз. Специфи-
ческие для каждого семейства АТР-зависимых
протеаз и протеасом экстрадомены их АТРазных
составляющих в большинстве случаев представ-
лены вариабельными “не АТРазными” N-конце-
выми (N) доменами, предшествующими ААА+-
модулям, и реже – вставочными (I) доменами,
локализованными внутри NB-доменов между мо-
тивами WA и WB (рис. 2) [41, 56, 67]. Обычно экс-
традомены служат местами связывания субстра-
тов [56]. Они выполняют функцию первичного
распознавания субстрата-мишени, а также игра-
ют важную роль в его разворачивании и/или кон-
тролируют доступ мишеней к связывающим цен-
трам, локализованным внутри ААА+-модулей.
Экстрадомены протеаз LonB и FtsH включают
также трансмембранные фрагменты, обеспечива-
ющие взаимодействие ферментов с клеточными
мембранами.

Вовлечение в селективный отбор субстратов
белков-адаптеров, способных к специфическому
взаимодействию как с мишенями, так и с ААА+-
партнерскими белками, зачастую приводит к мо-
дулированию функциональных свойств послед-
них [41, 77]. В качестве примера в табл. 3 пред-
ставлены адаптерные белки, функционирующие
в комплексе с ААА+-протеазами в клетках E. coli и
Bacillus subtilis. При этом следует заметить, что
обычно LonA-протеазам не требуется никаких
адаптеров, и обнаруженный в 2015 г. адаптерный

белок SmiA используется ферментом из B. subtilis
исключительно для деградации активатора био-
синтеза жгутиков SwrA [78]. Для протеаз FtsH и
ClpEP из этих же организмов до настоящего вре-
мени адаптеров не обнаружено [77].

Большинство белковых адаптеров связывают-
ся с N-концевыми экстрадоменами ААА+-белков,
что обеспечивает оптимальное взаиморасполо-
жение ААА+-олигомера и “заякоренной” через
этот белковый линкер мишени. Обнаружено так-
же, что некоторые адаптерные белки могут вли-
ять на активность ААА+-партнеров. При этом са-
ми белки-адаптеры также могут подвергаться ре-
гуляции (например, путем взаимодействия с
небольшими белками-антиадаптерами и/или по-
средством фосфорилирования) [77].

N-экстрадомены Clp-шаперонов – АТРазных
компонентов ряда ААА+-протеаз. Шапероны Clp-
семейств системы контроля качества характери-
зуются N-концевыми экстрадоменами двух ти-
пов. Прежде всего, это α-спирализованные N-до-
мены молекулярных шаперонов ClpВ и Hsp104 и
родственных им АТРазных субъединиц (ClpA и
ClpС) гетероолигомерных протеаз ClpAР и ClpСР
(рис. 2), которые проявляют высокую гомологию
на уровне своих первичных и вторичных структур
[79, 80]. Эти домены содержат по восемь α-спира-
лей, формирующих тандемы из двух структурных
повторов, каждый из которых включает четыре
α-спирали и имеет размер ~70 а.о. Установлено,
что N-домены ClpA, ClpВ и ClpС выполняют
роль регуляторов специфичности своих шаперо-
нов и обеспечивают их взаимодействие с широ-
ким набором субстратов-мишеней [80, 81]. Наря-
ду с этим показано, что N-домен ClpA имеет так-
же исключительное значение для образования
активного комплекса с ClpР-пептидазой [82].

Для шаперона ClpA выявлен единственный
адаптерный белок ClpS (табл. 3), связывание кото-
рого с N-доменом приводит к ингибированию де-
градации известных субстратов ClpAP – SsrA-мече-
ных белков. В то же время комплекс ClpAP/ClpS
обнаруживает способность к распознаванию и
расщеплению некоторых белков, агрегированных
в результате действия теплового шока. Таким об-
разом, взаимодействие ClpS c экстрадоменом мо-
дифицирует специфичность ClpA и перенаправля-
ет активное функционирование шаперона на де-
градацию агрегированных белков [83].

Для ClpC из B. subtilis известен целый ряд адап-
терных белков (MecA, YpbH, McsB и др.) (табл. 3).
Связывание N-домена ClpC с белком-адаптером
MecA играет важную роль при деградации боль-
шинства субстратов протеолитическим комплек-
сом ClpСP [70]. Показано, что в узнавании и свя-
зывании адаптерных белков ClpC-шапероном
кроме N-концевого экстрадомена участвует так-
же локализованный в ААА+-модуле D1 (рис. 2)

Таблица 3. ААА+-протеазы E. coli и B. subtilis и их адап-
терные белки (по данным работ Kirstein et al. [77] и
Mukherjee et al. [78])

Протеаза Источник Белки-адаптеры

ClpAP E. coli ClpS
ClpXP E. coli RssB, SspB, UmuD, YjbH
ClpCP B. subtilis MecA, YpbH, McsB, 

ClpS, NblA
LonA B. subtilis SmiA
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вставочный M'-домен (58 а.о). При этом детали
участия адаптерных белков в доставке субстратов
к комплексу ClpCP до сих пор остаются неизвест-
ными [71, 77, 80, 84].

Рентгеноструктурные исследования показали,
что взаимодействия экстрадоменов ClpA и ClpC с
их адаптерами ClpS и MecA носят сходный харак-
тер. Оба адаптера используют подобные α-спира-
ли для взаимодействия cо структурно подобными
областями N-доменов шаперонов, при этом в
комплексах шаперон–адаптер формируются оди-
наковые наборы водородных связей [84].

Вместе с тем ClpC кардинально отличается от
других шаперонов семейства Clp/Hsp100, по-
скольку все виды его активности, включая распо-
знавание и связывание белков-субстратов, гексаме-
ризацию, шапероновую активность, образование
функционального комплекса ClpCP и деградацию
белковых мишеней, опосредованы обязательным
взаимодействием шаперона с адаптерными белка-
ми. Выявлен регуляторный механизм, в соответ-
ствии с которым в отсутствие белков-субстратов
происходит инактивация комплекса ClpCP за счет
деградации связанного белка-адаптера [80, 81].

Несмотря на высокое подобие шаперона ClpВ
и регуляторных шаперонов АТР-зависимых про-
теаз ClpA и ClpC, адаптерные белки для ClpB до
настоящего времени не обнаружены [77]. N-экс-
традомены ClpB участвуют во взаимодействии с
рядом белковых мишеней, однако их роль в ос-
новной функции шаперона – ClpB-опосредован-
ной дезагрегации белков – все еще до конца не
изучена. Показано, что ряд вариантов ClpB, несу-
щих точечные мутации в экстрадомене, проявля-
ет пониженную дезагрегационную активность,
однако некоторые делеционные формы ClpB из
разных источников с полностью удаленным N-до-
меном сохраняют активность, соизмеримую с ак-
тивностью полноразмерного белка [16]. Кроме
того, существование в Mycoplasma sp. гомологов
ClpB, лишенных N-домена, подтверждает необя-
зательность наличия N-доменов в ClpB-шаперо-
нах для дезагрегации белков [16]. При этом одно-
значно установлено, что непосредственное уча-
стие в реализации дезагрегационной функции
ClpB принимает характеристический для белков
ClpB/Hsp104 М-домен, внедренный в ААА+-1-
модуль шаперона (рис. 2) [85, 86].

Для белков семейства Hsp104 показано, что их
N-экстрадомены помимо взаимодействия с бел-
ками-мишенями вовлечены также в процессы
олигомеризации самих шаперонов [87].

Другой тип N-концевых экстрадоменов Clp-
шаперонов представляют гомологичные Zn-свя-
зывающие домены (ZBD) протеаз ClpXP и ClpEP,
которые относятся к разным классам ААА+-бел-
ков (рис. 2). При этом можно отметить, что шапе-
рон ClpE проявляет также сходство с ClpС, по-

скольку в своем D1-модуле он содержит вставоч-
ный M''-домен (53 а.о), более чем на 60%
подобный M'-домену ClpС (рис. 2). ZBD-экстра-
домены ClpX и ClpE имеют размеры ~60 а.о. и
включают по четыре остатка цистеина, коорди-
нирующих атом Zn [88].

Показано, что ZBD-домен ClpX E. coli отвечает
за узнавание некоторых субстратов (в частности,
белков λO и MuA) и, кроме того, связывает адап-
терный SspB-белок (табл. 3), направляющий суб-
страты к осевому каналу ClpX для разворачива-
ния [88]. О белке ClpE известно, что он участвует
в процессе дезагрегации и в последующей дегра-
дации агрегированных белков, а его N-концевой
экстрадомен необходим для проявления базовой
АТРазной активности шаперона in vitro [70, 89].

На примере ClpX установлено, что индивиду-
альные ZBD-экстрадомены образуют стабильные
димеры, в то время как в кольцевых гексамерах
полноразмерных шаперонов шесть ZBD-доменов
формируют тримеры димеров, локализованные
на поверхности гексамерных колец AAA+-моду-
лей ClpX [88].

N-концевые экстрадомены AAA+-АТРаз протеа-
сом. ААА+-регуляторные комплексы, активирую-
щие протеолитические 20S-коры протеасом, в
случае архей сформированы гомогексамерами
протеасомоактивирующей нуклеотидазы PAN, а
в случае эукариот представлены 19S-ансамблями,
состоящими из 19 субъединиц, шесть неидентич-
ных ААА+-белков которых (Rpt(1–6), табл. 2) об-
разуют кольцевые гексамерные “основания”, не-
посредственно взаимодействующие с 20S-корами
[90–92]. Топологически подобные белки PAN и
Rpt, как и другие ААА+-АТРазы, включают N-кон-
цевые экстрадомены (PAN-N и Rpt-N соответ-
ственно), которые участвуют в формировании
гексамеров, в узнавании и связывании белковых
мишеней и совместно с собственными ААА+-мо-
дулями превращают химическую энергию в меха-
ническую работу.

Экстрадомены PAN-N и Rpt-N начинаются с
α-спиральных сегментов, за которыми следуют
глобулярные β-структурированные С-концевые
участки, формирующие олигосахарид-связываю-
щий (OB) фолд [91, 92]. Архитектурно экстрадо-
мены PAN-N и Rpt-N представляют собой триме-
ры димеров, в которых на гексамерных кольцах
ОВ-фрагментов располагаются три CC-участка,
образованные парами N-концевых α-спиральных
сегментов соседствующих субъединиц [91, 92].
Эти структуры через короткие линкеры соединя-
ются с гексамерными кольцами ААА+-модулей
PAN и Rpt, имеющими каноническую укладку
ААА+-АТРаз [91].

В функционально активных протеасомах,
включающих и регуляторные, и протеолитиче-
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ские компоненты, кольца ААА+-модулей ассоци-
ируются с протеолитическим кором 20S и управ-
ляют ATP-зависимым разворачиванием белка-
субстрата, тогда как дистальные комплексы экс-
традоменов образуют входные отверстия каналов
транслокации субстрата [93].

Инсерционные экстрадомены HslUV-протеаз.
Характерная особенность АТРазного компонента
гетероолигомерной протеазы HslUV – отсутствие
N-концевого домена. Вставочные α-спирализо-
ванные экстрадомены (I-домены) HslU размером
~130 а.о., формирующие в кольцевом олигомере
воронкообразную полость, расположены в NB-
домене шаперона вслед за спиралью α2 и в непо-
средственной близости от мотива WB (рис. 3) [94,
95]. Гексамер, образованный I-доменами, обес-
печивает отбор полипептидных субстратов для
деградации, способствует транслокации субстра-
тов в протеолитическую камеру HslUV-комплек-
са, а также участвует в гидролизе АТР и деграда-
ции белковых мишеней [94, 95].

N-экстрадомены FtsH-протеаз. FtsH – един-
ственная мембраносвязанная ААА+-протеаза
бактерий. Функционально активной формой
фермента, нацеленного на деградацию мембра-
носвязанных белков, служит кольцевой гомогек-
самер [96]. N-экстрадомены FtsH-протеаз содер-
жат трансмембранные сегменты, сформирован-
ные двумя α-спиралями [96, 97]. Показано, что
N-домен влияет на олигомеризацию и стабиль-
ность FtsH [98]. Белковые адаптеры для FtsH-
протеаз неизвестны, однако существует целый
набор белковых модуляторов и ассоциированных
факторов (HflK, HflC, HflD, MgtR, SpoVM), ко-
торые участвуют в функционировании фермен-
тов [90]. Аналоги FtsH обнаружены в митохон-
дриях и хлоропластах эукариот. Установлено вы-
сокое подобие N-экстрадоменов бактериальных
и эукариотических FtsH-протеаз [97]. Обнаруже-
на также особая роль FtsH как единственной
ААА+-протеазы, имеющей критическое значение
для выживаемости E. coli [99].

Три типа экстрадоменов протеаз семейства
Lon. Lon-протеазы – это единственное семейство
АТР-зависимых протеаз, которое в системе кон-
троля качества клеточных белков представлено
тремя подсемействами (LonА, LonВ и LonC, см.
далее подраздел “Общая характеристика семей-
ства Lon-протеаз. Подсемейства Lon”), имеющи-
ми сходные ААА+-модули и протеазные домены,
но кардинально различающимися строением и
локализацией своих экстрадоменов (рис. 2 и 5)
[100]. Согласно современной концепции, пред-
стоящая ААА+-модулю пролонгированная N-кон-
цевая область LonА-протеаз в действительности
сформирована двумя доменами [101] – собствен-
но N-концевым β-структурированным экстрадо-
меном (N) [102, 103] и следующим за ним “вста-

вочным” α-спирализованным доменом [101, 104].
При этом вставочный домен включает олигопеп-
тидный фрагмент (~100 а.о.) с СС-конформацией
и носит название HI(CC) (helical inserted with CC-
fragment – инсерционный спирализованный с
CC-фрагментом) домен [101, 105].

Ферменты подсемейств LonВ и LonC, лишен-
ные N-экстрадоменов, содержат разные по раз-
меру инсерционные экстрадомены (I и I*), вклю-
чающие, соответственно, 124–140 и 185–191 а.о.,
которые внедрены, как и у HslUV, внутрь NB-до-
менов их собственных ААА+-модулей (рис. 5) [73,
100, 106–108]. Однако, в отличие от HslUV, I-до-
мены Lon-протеаз локализованы вблизи мотива
WA, непосредственно после спиралей α1 (рис. 3).
Особенностью экстрадоменов LonB-протеаз слу-
жит наличие включенных в их последовательно-
сти трансмембранных сегментов (ТМ).

Сходство и различия экстрадоменов ААА+-бел-
ков СКК. Приведенные выше данные по экстра-
доменам ААА+-белков – представителей системы
контроля качества клеточного протеома – пока-
зывают, что эти некаталитические фрагменты
ААА+-протеаз и протеолитических комплексов
разнообразны по структуре: они могут быть пол-
ностью α-спирализованными (как N-домены ClpA,
ClpB и ClpС, а также I-домены HslU и LonC), мо-
гут иметь α/β-структуру (ZBD-домены ClpX и
ClpE), могут представлять β-структурный фолд
(ОВ) с включением N-концевых CC-фрагментов
(N-домены ААА+-АТРаз регуляторных комплек-
сов эукариотических и архейных протеасом), и,
наконец, их последовательности могут содержать
спиральные фрагменты, обеспечивающие взаи-
модействие с клеточными мембранами (N-кон-
цевой домен FtsH и I-домен LonB-протеаз). В на-
стоящее время для большинства экстрадоменов
ААА+-белков СКК получены рентгеноструктур-
ные данные (в том числе для ClpA E. coli PDB:
1K6K; ClpB E. coli PDB: 1KHY; ClpB Thermus ther-
mofilus PDB: 1QVR; ClpC B. subtilis PDB: 2Y1Q;
ClpX E. coli PDB: 2DS7; Hsp104 S. cerevisiae PDB:
5U2U; Hsp104 Candida albicans PDB: 5U2L; HslU
E. coli PDB: 1YYF; HslU Haemophilus influenzae
PDB: 1G41; FtsH E. coli PDB: 4V0B; FtsH Thermo-
toga maritima PDB: 4M8A и др.) и выявлена их роль
в связывании белков-мишеней и/или белковых
адаптеров.

Практически все экстрадомены ААА+-белков
СКК объединены одним общим свойством – их
размеры не превышают 150–190 а.о. В этом отно-
шении протеазы подсемейства LonA занимают
особое место, поскольку только у них некатали-
тическая N-концевая область включает от 300 до
более чем 400 аминокислот и состоит из двух
структурно независимых доменов – N и HI(CC)
(рис. 2) [100, 101]. При этом кристаллическая
структура определена только для N-домена [102–
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104], а пространственная укладка инсерционного
HI(CC)-домена остается невыясненной до сих
пор. До последнего времени участие каждого из
этих доменов в функционировании полнораз-
мерного фермента также не было охарактеризо-
вано в полной мере.

Вместе с тем LonА-протеазы играют ключевую
роль в функционировании системы контроля ка-
чества в бактериях и эукариотах. Так, известно,
что в клетках E. coli именно LonА-протеаза обес-
печивает >50% протеолиза аномальных белков
[109], а у эукариот LonА-протеазы – ведущие
ферменты, расщепляющие окисленные белки
митохондриального матрикса. Установлено, что
многие патологии (в частности, нейродегенера-
тивные нарушения и развитие ряда онкологиче-
ских заболеваний) сопровождаются изменения-
ми содержания LonА-протеазы в клетках [110–
113]. Сведения об участии LonА-протеаз в патоло-
гических процессах и о возможности их примене-
ния в медицинских целях широко представлены в
современной литературе (обзоры [114–118]). Су-

щественная биологическая роль LonА-протеаз
определяет важность их структурно-функцио-
нального исследования.

Lon-ПРОТЕАЗЫ КАК ОСОБОЕ СЕМЕЙСТВО 
В СИСТЕМЕ КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА 

КЛЕТОЧНЫХ БЕЛКОВ

Общая характеристика семейства Lon. 
Подсемейства Lon-протеаз

Согласно современной классификации
MEROPS [119], семейство Lon-протеаз S16 клана
SJ формируется, главным образом, подсемей-
ствами А, В и С (табл. 2). Lon-протеаза из E. coli
(EcLon), относящаяся к наиболее представитель-
ному подсемейству LonA, исторически была пер-
вой экспериментально обнаруженной АТР-зави-
симой пептидгидролазой (1981 г.) [120], и до на-
стоящего времени она остается основной
моделью при изучении ферментов семейства Lon.

Рис. 5. Доменная организация и консенсусные элементы Lon-протеаз различных подсемейств. S* и K* – каталитиче-
ски активные остатки протеолитического центра, Ф – остаток гидрофобной аминокислоты, Х – остаток любой ами-
нокислоты, РА и РВ – протеазные домены А-типа (коралловый) и В-типа (бирюзовый), АА, АВ и АВ* – ААА+-модули
соответственно А-типа (голубой), В-типа и В*-типа “вырожденный” (синие), NB – нуклеотид-связывающие домены,
Н – α-спирализованные домены. Экстрадомены ферментов включают: N-домен (фиолетовый) и HI(CC) – вставоч-
ный α-спирализованный домен (зеленый) с участком coiled-coil (СС) (красный) у протеаз LonA, I – вставочный домен
с трансмембранным (ТМ) сегментом (серый) у LonB и I* – вставочный α-спирализованный домен (заштрихован) у
LonC; консервативные фрагменты показаны красным цветом; замены аминокислот в консервативных фрагментах
выделены синим цветом.
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HI(CC)-домен

I-домен
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(бактерии,
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К 2004 г. семейство Lon-протеаз насчитывало
уже более 100 ферментов из различных источни-
ков. Сравнительный анализ их первичных струк-
тур позволил выделить в общем пуле два подсе-
мейства – крупное LonA (80 ферментов) и менее
репрезентативное LonB [100] (рис. 5). На теку-
щий момент в базе данных MEROPS [119] насчи-
тывается ~2300 LonA-протеаз и >200 LonB-фер-
ментов. Наряду с рассмотренными выше разли-
чиями в экстрадоменах, протеазы LonA и LonB
характеризуются также разными типами протео-
литических центров: окружение каталитически
активных остатков в подсемействах представлено
фрагментами KDGPS*AG и KXK*XФ (у LonA)
или ΦEGDS*AS и TXK*ФЕ (у LonB), где S* и
K* – каталитические остатки серина и лизина, в
обоих случаях отстоящие друг от друга на 43 а.о.,
Х – любая, а Ф – гидрофобная аминокислота
(жирным шрифтом выделены консервативные
остатки, подчеркнуты различные по природе
остатки) (рис. 5). Помимо этого, присутствуют
отличия и в аминокислотных сегментах AAA+-
модулей, формирующих мотивы Уолкера и их
окружение: так, мотивы WA представлены пепти-
дами GPPGVGKT (LonA) и GХPGVGKS (LonB), а
подобные мотивы WB (Ф4DE) фланкированы
различающимися пептидами: у LonA это NP и
IDK, а у LonB – KG и INT [100].

Как упоминалось выше, LonA-протеазы пре-
имущественно обнаруживаются в прокариотах
(цитозольные ферменты) и эукариотах (фермен-
ты митохондрий, хлоропластов и пероксисом).
Между тем, несколько протеаз LonA-типа иденти-
фицировано также у отдельных представителей ар-
хей (в том числе Methanosarcina sp., Methanobacterium
formicicum и Methanolobus psychrophilus) [119].

Что касается протеаз LonB, то они представле-
ны в основном в архебактериях. Однако в течение
последнего десятилетия протеазы с LonB-типом
протеолитического центра (окружение каталити-
ческих остатков: ΦEGDS*AG и XXK*ΦE) обнару-
жены и у ряда термофильных бактерий (в частно-
сти, Marinithermus hydrothermalis, Meiothermus tai-
wanensis, T. thermophilus и др.). В своих АТРазных
компонентах эти ферменты также проявляют по-
добие с LonB-протеазами. Однако они не способ-
ны к гидролизу АТР из-за вырожденности АТРаз-
ных центров вследствие замен существенных
консервативных остатков в мотивах Уолкера и их
окружении: GPХGXXKX (WA) и GGΦ4EAXXΦ
(WB), а также на участках sensor-1 и sensor-2. Еще
одной отличительной характеристикой новой
группы ферментов служит наличие дополнитель-
ного по сравнению с LonB-протеазами α-спира-
лизованного фрагмента размером 90–91 а.о. в
экстрадомене, локализованном внутри потенци-
ального ААА+-модуля (рис. 5) [100, 107, 121]. Не-
смотря на то что такие ферменты могут только

связывать, но не гидролизовать АТР, они тоже
проявляют способность к селективной деграда-
ции развернутых белковых субстратов, но по
АТР-независимому механизму [121]. К настояще-
му времени именно это сообщество ферментов
оформилось в немногочисленное (в пределах 10
представителей) третье подсемейство Lon-проте-
аз – LonС (рис. 5) [119].

Современные исследования протеаз семейства
Lon направлены, прежде всего, на получение дан-
ных о пространственных структурах этих фер-
ментов и механизмах их функционирования. При
этом семейство Lon-протеаз достаточно полно
охарактеризовано в части АТРазных и пептидгид-
ролазных свойств представителей всех трех под-
семейств [108, 122–127]. Вместе с тем вследствие
особенностей организации некаталитической об-
ласти структурно-функциональная характери-
стика самого крупного подсемейства LonА в це-
лом остается недостаточно изученной, и для ряда
научных групп она служит программой продол-
жающихся исследований.

LonA-протеазы – уникальный 
подкласс ААА+-белков

Индивидуальные субъединицы гомоолиго-
мерных LonA-протеаз образованы пятью домена-
ми (рис. 5). Функциональными выступают проте-
азный С-концевой домен (Р) и центральные нук-
леотид-связывающий (NB) и α-спирализованный
(H) домены, которые формируют АТРазный
ААА+-модуль. В неординарной для ААА+-белков
СКК некаталитической N-концевой области
ферментов локализованы два домена: N-конце-
вой (N, включающий 110–130 а.о. у бактериаль-
ных ферментов и 165–220 а.о. у эукариотических)
и инсерционный (HI(CC), 178–186 а.о. у фермен-
тов из любых источников).

Поскольку пространственные структуры пол-
норазмерных LonA-протеаз до самого последнего
времени не были известны, структурные сведе-
ния о представителях подсемейства ограничива-
лись преимущественно 3D-данными для ряда
фрагментов ферментов из различных источни-
ков: E. coli, B. subtilis, Brevibacillus thermoruber,
M. taiwanensis, Mycobacterium avium и мозга чело-
века (EcLon, BsLon, BtLon, MtLon, MaLon и
HumLon соответственно). Эти данные полностью
согласуются с предсказанными вторичными
структурами LonA-протеаз и дают представление
о трехмерных структурах четырех из пяти их до-
менов – N, NB, H и P [102–105, 128–135].

Результаты рентгеноструктурного анализа по-
казали, что структуры доменов NB и Н, составля-
ющих ААА+-модули LonA-протеаз, топологиче-
ски подобны соответствующим фрагментам
классических ААА+-белков (в частности, един-
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ственным D-модулям протеаз ClpХР и HslUV, а
также D2-модулям шаперонов ClpB/Hsp104 и ре-
гуляторных компонентов АТР-зависимых проте-
аз ClpАР, ClpСР и ClpЕР) [63, 67, 122].

Отличительными именно для LonA-протеаз
оказались структуры их N-концевых и протеаз-
ных доменов. Установлено, что β-структуриро-
ванные N-домены бактериальных LonA-протеаз,
состоящие из семи β-тяжей и двух α-спиральных
фрагментов, обнаруживают выраженное сходство
с N-доменом гипотетического белка BPP1347 из
Bordetella parapertussis [102], который относится к
группе РНК-связывающих белков, обладающих
PUA-подобной архитектурой [136]. N-домены
эукариотических LonA-протеаз проявляют высо-
кое подобие с N-доменами бактериальных фер-
ментов и при этом в большинстве своем содержат
крупные вставочные фрагменты размером до
100 а.о. в шпильке между шестым и седьмым β-тя-
жами [105].

Характеристический фолд Р-доменов, кото-
рый отличает LonA-протеазы от других серин-ли-
зиновых пептидгидролаз (в частности, от фер-
ментов семейств S24 и S26 клана SF) [128], в
2004 г. послужил основой для выведения всего се-
мейства Lon (S16) в индивидуальный структур-
ный клан SJ в базе данных MEROPS [119].

И лишь упаковка индивидуального HI(CC)-
домена, образованного восемью α-спиралями

(α3–α10 в субъединице LonА), четыре из которых
(α6–α9) по предсказанию могут формировать
CC-участок в протомере фермента [101], до сих
пор не определена. Вместе с тем известны кри-
сталлические структуры некоторых укороченных
бактериальных LonA-протеаз, которые наряду с
одним или несколькими доменами фермента
включают либо пять N-концевых спиралей
HI(CC)-домена (форма EcLon (1–245) [104]), ли-
бо три его С-концевые спирали (формы EcLon
(235–584), BsLon (240–774) и MtLon (242–793)
[103, 105, 131]). Рассмотрение всех известных
структурных фрагментов LonA-протеаз, получен-
ных с помощью рентгеновской кристаллографии,
показывает, что на настоящем этапе только для
EcLon существует набор 3D-структур тех участ-
ков фермента, которые в совокупности покрыва-
ют его полную аминокислотную последователь-
ность (рис. 6) [104, 105, 128, 129]. Это позволяет
считать EcLon-протеазу не только базовым фер-
ментом, но и структурной моделью для общего
пула LonA-протеаз.

Различие функций доменов, формирующих
N-концевую область LonA-протеаз. Однозначное
подтверждение двухдоменной организации
N-концевой области LonA-протеаз было получе-
но экспериментально на примере EcLon-проте-
азы путем сравнительного исследования функци-
онирования фермента и его модифицированных
форм. При этом были использованы рекомби-

Рис. 6. Кристаллические структуры фрагментов EcLon-протеазы: (1–245) (а), (235–584) (б) и (585–784) (в) (по данным
работ Li et al. [104], Rotanova et al. [105] и Botos et al. [128]). (a) – N-домен (M1–Y116) показан оливковым цветом, спи-
рали HI(CC)-домена показаны желтым (α3), голубым (α4), оранжевым (α5) и фиолетовым (α6 и α7, СС-участок) цве-
тами; (б) – спирали HI(CC)-домена показаны фиолетовым (α8, α9, СС-участок) и темно-синим (α10) цветами, NB-до-
мен – зеленым, спирали H-домена окрашены так же, как спирали α(3–5) и α10 HI(CC)-домена; (в) – спирали Р-до-
мена показаны синим цветом, β-тяжи – красным.
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нантная форма EcLon, ее укороченные модифика-
ции, не содержащие либо консервативной части
N-домена (Lon-d106) [137], либо 172 N-концевых
остатков вплоть до начала СС-участка (Lon-d172)
[138], делеционные формы, лишенные полного
HI(CC)-домена или его СС-участка (Lon-dHI(CC)
и Lon-d(CC) соответственно [139, 140]), точечные
мутанты с заменами потенциально важных остат-
ков, локализованных в разных участках HI(CC)-до-
мена (Lon-R164A, Lon-R192A и Lon-Y294A) [141], и
тройной мутант LonEKR, несущий замены трех заря-
женных поверхностных остатков (E34, K35 и R38) в
N-домене фермента [142] (рис. 7).

Изучение АТРазной, пептидазной и протеоли-
тической активностей, а также аутолитического
расщепления EcLon-протеазы и ее модифициро-
ванных форм, проведенное как в базовых услови-
ях, так и при влиянии эффекторов (белковые суб-
страты в случае гидролиза АТР и нуклеотиды или
их комплексы с ионами Mg2+ в случае других ти-
пов активности) показало, что оба домена N-кон-
цевой области важны для функционирования ин-
дивидуальных каталитических центров LonА-
протеаз – АТРазного и пептидазного, а также для
осуществления аллостерических взаимодействий
между ними. При этом ключевую роль в реализа-

Рис. 7. Модифицированные и мутантные формы EcLon-протеазы, использованные для изучения вклада некаталити-
ческой N-концевой области в функционирование фермента. Консервативные элементы: WА и WB – мотивы Уолкера,
s1 и s2 – сенсорные остатки, Rf – остаток “аргининовый палец”, Ser679 и Lys722 – каталитические остатки. Показаны
гексагистидиновые тэги (Н6-тэги) на С-конце EcLon и ее различных форм (в форме Lon-d172 Н6-тэг локализован на
N-конце белка).
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ции уникального процессивного механизма гид-
ролиза белкового субстрата играет инсерцион-
ный HI(CC)-домен, который вовлечен в форми-
рование функционально активной гексамерной
структуры фермента и во взаимодействия ЕсLon-
протеазы с нуклеотидами и белковыми субстрата-
ми. В отношении N-домена сделано заключение
о том, что его основная функция – обеспечение
конформационной стабильности ЕсLon-проте-
азы в классических условиях сопряжения протео-
лиза с гидролизом АТР.

Структурное сходство между LonA-протеазами
и ClpB-шаперонами. Для получения представле-
ния о структуре инсерционного HI(CC)-домена в
составе протомера фермента были предприняты
попытки совмещения фрагментов EcLon-проте-
азы, представленных на рис. 6. Однако такая за-
дача оказалась невыполнимой вследствие чрез-
вычайной гибкости региона, формирующего
HI(CC)-домен. Тем не менее путем сравнитель-
ного анализа кристаллических структур форм
EcLon, содержащих фрагменты HI(CC)-домена
(рис. 6а, 6б), и АТРазных модулей ClpВ-шаперо-
нов (рис. 8а) было показано, что LonA-протеазы
могут представлять собой новый необычный под-
класс AAA+-белков [105].

Основанием для такого анализа послужило об-
наруженное сходство [100, 101, 105] первичных и
вторичных структур HI(CC)-доменов LonA-про-
теаз и Н1-доменов D1-модулей шаперонов ClpB с

внедренными в них пропеллерообразными М-до-
менами, обладающими СС-структурой (Н1(М)-
фрагмент на рис. 2). Общий специфический при-
знак сопоставляемых фрагментов – наличие
“длинных” α-спиралей (55 а.о. у LonA-протеаз и
58 а.о. у ClpB-шаперонов, рис. 6а и 8а соответствен-
но), степень подобия которых превышает 50% при
общей степени сходства СС-сегментов ~36%.

Было проведено сопоставление α-спирализо-
ванной составляющей D1-модуля ClpB-шаперо-
на T. thermophilus (TtClpB, домены Н1 и М на
рис. 8б) и фрагментов EcLon, потенциально фор-
мирующих HI(CC)-домен фермента (рис. 8в и 8г –
участки, объединенные серым фоном). Структур-
ная эквивалентнность “длинных” спиралей (L2 и
α7), совпадение общего количества спиралей в
CC-сегментах (L1–L4 и α6–α9) и возможное
сходство их топологического расположения с
учетом различий в размерах малых спиралей
(рис. 8б–8г) позволили выдвинуть гипотезу о том,
что архитектура вставочного HI(CC)-домена
LonА-протеаз может быть подобной архитектуре
Н1(М)-фрагмента ClpB-шаперонов [100, 101, 105].

Данные в поддержку этого предположения
были получены при сравнительном изучении
расположения ключевой консервативной петли
pore loop-1 (GYVG) ААА+-модулей в структурах
LonA-протеаз и Clp-шаперонов, проведенном
путем наложения соответствующих структурных
фрагментов NB-доменов LonА-протеаз на фраг-

Рис. 8. Кристаллическая структура шаперона TtClpB (а) и сопоставление фрагмента TtClpB (Е331–A854) (б) с фрагмен-
тами EcLon-протеазы (E124–D245) (в) и (A247–F584) (г), потенциально формирующими HI(CC)-домен (по данным ра-
бот Lee et al. [49] и Rotanova et al. [105]). (a) – Мономер TtClpB: N-домен показан золотистым цветом, NB1-домен –
светло-зеленым, NB2-домен – темно-зеленым, вставочный М-домен – фиолетовым цветом; (б) – TtClpB, лишенный
N- и NB1-доменов (Е331–A854); (в) – фрагмент HI(CC)-домена EcLon-протеазы (E124–D245); (г) – фрагмент
EcLon(А235–F584), включающий С-концевую часть HI(CC)-домена и ААА+-модуль (домены NB и Н). Спирали доме-
нов H1, H2 (TtClpB), HI(CC) и Н (EcLon) окрашены как на рис. 6. Серым фоном объединены фрагменты EcLon, со-
ставляющие HI(CC)-домен.
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менты NB1- и NB2-доменов шаперонов ClpВ, а
также топологически подобных им шаперонов
ClpА, у которых отсутствует вставочный М-до-
мен. При этом было установлено, что ориентация
GYVG-петли в LonА-протеазах кардинально от-
личается от ее положения в NB1-доменах ClpВ и в
обоих NB-доменах ClpА (рис. 9а, 9в и 9г), но одно-
значно и безусловно совпадает с ее расположением
в NB2-доменах ClpB (рис. 9б) [105]. Полученные ре-
зультаты позволили сделать заключение о том, что и
предстоящие NB-доменам α-спирализованные
HI(CC)-домены LonА-протеаз, и Н1(М)-фрагмен-

ты ClpB-шаперонов также могут проявлять опре-
деленное топологическое сходство.

Совокупные данные рентгеноструктурного
анализа представляют достаточно обоснованные
аргументы в пользу справедливости гипотезы о
том, что инсерционный HI(CC)-домен можно
рассматривать в качестве α-спирализованного
компонента гипотетического добавочного ААА+-
модуля, который мог локализоваться в LonА-
протеазах подобно D1-модулю шаперонов ClpB
(рис. 2), однако утратил свой нуклеотид-связыва-
ющий домен. На этом основании Rotanova et al.
[105] предлагают признать протеазы подсемей-

Рис. 9. Сопоставление фрагментов, включающих аксиальные петли pore loop-1 (GYVG), в кристаллических структу-
рах NB-доменов LonА-протеаз и NB1(NB2)-доменов шаперонов ClpA и ClpB (по данным работы Rotanova et al. [105]).
Цвета фрагментов последовательностей: EcLon – красный, BsLon – ярко-зеленый, MtLon – голубой, EcClpB – жел-
тый, TtClpB – оранжевый, EcClpА-1 – розовый и EcClpA-2 – пурпурный.
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ства LonA особым, ранее неохарактеризованным
подклассом AAA+-белков.

СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ 
О СТРУКТУРНЫХ ОСОБЕННОСТЯХ 

И МЕХАНИЗМАХ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ 
LonA-ПРОТЕАЗ И ДРУГИХ ААА+-БЕЛКОВ 

СИСТЕМЫ КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА

В самое последнее время наметился значи-
тельный прогресс в определении трехмерных
структур и выявлении особенностей фундамен-
тальных механизмов функционирования ААА+-
белков – этих динамических молекулярных ма-
шин, которые обеспечивают структурную базу
для осуществления транслокации белковых суб-
стратов. Основой достигнутых успехов служит
широкое использование криоэлектронной мик-
роскопии (крио-ЭМ) высокого разрешения, поз-
воляющей визуализировать как конформацион-
ные превращения собственно ААА+-АТРаз, так и
отдельные этапы фермент-субстратных взаимо-
действий у ААА+-протеаз системы контроля ка-
чества белков, включающие распознавание и свя-
зывание субстратов, их транслокацию и последу-
ющую деградацию. Новейшие достижения в этой
области и перспективные направления новых ис-

следований были представлены и подробно осве-
щены на Втором cимпозиуме по ААА+-белкам
(Keystone, 2020 [143]).

Спиральная организация гексамеров 
ААА+-белков – базовое условие транслокации 

белковых мишеней/субстратов

Представление об общей архитектуре ААА+-
белков как циклических гексамеров было получе-
но в результате их рентгеновской кристаллогра-
фии. При этом в ряде случаев ААА+-белки обна-
руживались в виде открытых гексамерных колец
или спиралевидных комплексов, что свидетель-
ствовало о возможности больших конформаци-
онных изменений у этих ферментов [144]. Вместе
с тем вопросы о взаимодействии ААА+-белков со
своими субстратами и о путях сопряжения
АТРазной и транслокационной функций долгое
время оставались неизученными.

Прорывным исследованием в этом отношении
оказалась работа 2013 г. [145], в которой при по-
мощи крио-ЭМ впервые было показано, что вза-
иморасположение шести субъединиц (Rpt1–
Rpt6) регуляторного 19S-комплекса дрожжевой
26S-протеасомы, связанной с субстратом, пред-
ставляет тип правосторонней “винтовой лестни-

Рис. 10. Схема механизма разворачивания и последовательной транслокации полипептидного субстрата в ААА+-бел-
ках (по данным работ Puchades et al. [39] и Gates et al. [144]). Показано взаиморасположение протомеров (A–F) в гек-
самере ААА+-белка и их нуклеотидное состояние; отмечены сайты связывания ААА+-модулей в последовательности
белка-субстрата; “seam” – стыковочная субъединица.

Субстрат Субстрат

ATP ATP

ATP

ATP

ATP

ATP

ATP
ADP

ADP ADP

A

B

C

D

E

F
“seam”

E
“seam”

apo apo

Pi

Гидрол
из

 А
Т

Р
Тр

ан
сл

ок
ац

ия
 с

уб
ст

ра
та

ATP

ATP

ATP

ATP

ATP
ADP

F

A

B

C

D

Pi

Гидрол
из

 А
Т

Р

Тр
ан

сл
ок

ац
ия

 с
уб

ст
ра

та



402

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 4  2022

КУДЖАЕВ и др.

цы”. Это открытие было подтверждено в последу-
ющие годы решением крио-ЭМ-структур более
чем 50 ААА+-белков с различной функциональ-
ностью [39, 44, 144, 146–151]. В принятой на на-
стоящий момент модели комплекса ААА+-бе-
лок*S (где S – белковый субстрат) АТРазные
субъединицы (или протомеры) “обволакивают”
со всех сторон белковую мишень, локализован-
ную в вертикальном центральном канале ААА+-
белка (рис. 10) [144]. При этом пять субъединиц
(A–E), связанных с АТР, но имеющих различные
конформации [144, 146, 152], непосредственно
контактируют с белком-субстратом посредством
петель pore loop-1 (GYVG), обращенных внутрь
канала. В то же самое время шестая субъединица F
(“стыковочная”, “seam”), пребывающая сначала
в ADP-связанном, а затем в аро-состоянии, ока-
зывается свободной от субстрата и располагается
между верхней (А) и нижней (Е) субъединицами
(рис. 10). Установлено, что соседние субъедини-
цы, контактирующие с субстратом, разделены
расстоянием в 6 Å (дистанция в 2 а.о. в последова-
тельности субстрата) и повернуты друг относи-
тельно друга на 60° (отражение симметричности
кольцевого гексамера). Особо следует отметить,
что в отсутствие субстратов ААА+-белки могут
принимать множество различных конформаций
(формируя в том числе плоские симметричные
кольца), что определяется различием их экстра-
доменов и/или включением в некоторых случаях
дополнительных вставочных элементов структу-
ры [39, 144, 147].

Механизм поэтапной транслокации белка-ми-
шени, регулируемой гидролизом АТР, подтвер-
жден для целого ряда ААА+-белков [39, 144, 146,
147], причем установлено, что ключевую роль в
процессе транслокации играют крупномасштаб-
ные конформационные перестройки внутри
ААА+-модулей, происходящие с участием междо-
менных линкеров. Аллостерическое влияние
нуклеотидного состояния АТРазных субъединиц
ААА+-гексамера приводит к различному распо-
ложению ключевых остатков тирозина петель
GYVG в аксиальном канале, что обеспечивает
прочный захват субстрата и реализацию последо-
вательного кругового цикла гидролиза АТР
(“around-the-ring ATP hydrolysis cycle”), первый
этап которого происходит в нижней субъединице E.
Образование ADP и высвобождение фосфата де-
стабилизируют междоменные взаимодействия
внутри этой субъединицы (в частности, за счет
увеличения угла поворота между NB- и H-домена-
ми ААА+-модуля) и, кроме того, ослабляют ее вза-
имодействия с другими субъединицами (вслед-
ствие нарушения связи ISS-мотива и остатка “ар-
гининовый палец” с нуклеотидом соседней
субъединицы). Все это приводит к отсоединению
субъединицы E как от субстрата, так и от смеж-

ной субъединицы D и ее передвижению к верши-
не спирали (рис. 10). Одновременно АТР-содер-
жащие субъединицы (A–D), связанные с субстра-
том, продвигаются вниз по спирали в виде
единой жесткой конструкции (rigid body), обеспе-
чивая тем самым разворачивание и нисходящую
транслокацию субстрата внутри центрального ка-
нала. Вместе с тем в отделенной на предыдущей
стадии стыковочной seam-субъединице F проис-
ходит обмен ADP на АТР, и она снова становится
способной к установлению стабильного взаимо-
действия с соседней субъединицей (A) и к связы-
ванию с белковой мишенью в сайте, расположен-
ном на 2 а.о. выше, чем сайт связывания субъеди-
ницы A (рис. 10). Таким образом, эта модель
предполагает регулярное пошаговое перемеще-
ние ААА+-гексамера вдоль субстрата. При этом в
каждом цикле транслокации гидролизуется одна
молекула АТР, и в любой момент времени четыре
субъединицы, связанные с АТР, остаются в кон-
такте с субстратом, предотвращая его случайное
“скольжение” в канале или высвобождение.

Для большей наглядности Puchades et al. [39]
проводят аналогию между представленным “кас-
кадным” механизмом транслокации и подтягива-
нием саней с помощью привязанной к ним верев-
ки, когда согласованно работают шесть рук: они
поочередно дотягиваются до веревки, схватывают
ее и тянут (механизм “hand-over-hand” – “из руки
в руку”). Руки попеременно отпускают веревку
внизу и хватают ее сверху, при этом веревка все
время остается плотно зажатой четырьмя “цен-
тральными” руками, и каждый цикл сопровожда-
ется тяговым усилием. Совокупность подобных
движений в ААА+-белке обеспечивает постоян-
ный захват и удерживание субстрата, а также его
ступенчатую транслокацию, которая сочетается с
последовательными круговыми циклами гидро-
лиза АТР, протекающего в субъединицах гекса-
мерного кольца шаперона в направлении против
часовой стрелки (рис. 10).

Описанный выше основной механизм транс-
локации субстрата в направлении по часовой
стрелке, называемый SC/2R (Sequential Clock-
wise/2-Residue step), зачастую рассматривается
как универсальный для ААА+-белков, выполняю-
щих разные функции [144, 146, 149]. Тем не менее
существует ряд примеров функционирования
белков по альтернативным механизмам. Так,
транслокация белкового субстрата шапероном
ClpX происходит по модели SC/6R, когда каждый
цикл гидролиза АТР сопряжен с перемещением
ААА+-гексамера сразу на 6 а.о. [153]. Кроме того,
в работе Fei et al. [153] обсуждаются также модели
транслокации, реализация которых приводит к
изменению не только диапазона перемещения
АТРазных субъединиц (вплоть до 30 а.о. и более),
но и направления их передвижения (против часо-
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вой стрелки). Помимо этого, для некоторых
ААА+-шаперонов обнаружено, что цикл трансло-
кации субстрата может быть связан с перемеще-
нием не одной, а двух стыковочных АТРазных
субъединиц [151].

Крио-ЭM-структуры EcLon 
и других LonA-протеаз

Проводимое в самые последние годы в ряде
лабораторий изучение полноразмерных LonА-
протеаз методом крио-ЭМ позволило получить но-
вые данные о строении бактериальных ферментов
из E. coli (EcLon) [154], M. taiwanensis (MtLon) [155] и
Yersinia pestis (YpLon) [156], а также эукариотиче-
ской LonА-протеазы человека (HumLon) [157].
Обнаружено, что подобно описанным выше ин-
дивидуальным ААА+-шаперонам АТРазные модули
протомеров LonА-протеаз, выступающие цен-
тральными фрагментами единой полипептидной
цепи этих сложных ферментов, которые фланкиро-
ваны N-концевыми областями и С-концевыми
протеазными доменами, также формируют актив-
ные гексамерные комплексы с архитектурой
“винтовой лестницы” (табл. 4).

Вместе с тем следует подчеркнуть, что долгое
время даже с помощью крио-ЭМ не удавалось
выявить структуру N-концевых областей полно-
размерных LonA-протеаз, включающих N-домен
и большую часть вставочного α-спирализованно-
го HI(CC)-домена, вследствие высокой гибкости
этого региона в протомерах ферментов (табл. 4).
При этом использование электронной микроско-
пии низкого разрешения (ЭМ) для изучения уко-
роченной HumLon-протеазы, лишенной N-доме-
на, показало, что фрагменты HI(CC)-доменов
противостоящих субъединиц фермента объеди-
няются в димерные пары (A–D, B–E и C–F), из
которых складывается тример димеров, форми-
рующий вход в аксиальный канал, образованный
ААА+-модулями фермента [158]. Эти данные
успешно подтверждены вновь полученными с по-
мощью крио-ЭМ структурами полноразмерных
бактериальной LonA-протеазы из Thermus thermo-
philus (TtLonA) [159] и HumLon-протеазы [160,
161]. Есть основания полагать, что выявленная
организация N-концевых областей LonA-протеаз
топологически подобна структурам входных от-
верстий в аксиальные каналы, сформированным
N-концевыми экстрадоменами других шаперо-
нов-транслоказ (ClpX, ClpB, ААА+-АТРазы эука-
риотических и архейных протеасом [88, 91, 92,
148]) (см. подраздел “Основные характеристики
некаталитических экстрадоменов АТР-зависи-
мых протеаз”). Можно ожидать, что углублен-
ный анализ новых структур даст возможность
получить также ответы на вопросы о позиции и
структурной роли уникальных N-доменов LonA-

протеаз, служащих структурными аналогами
PUA-доменов (см. подраздел “Различие функ-
ций доменов, формирующих N-концевую об-
ласть LonA-протеаз”), но пока остаются недоста-
точно охарактеризованными.

На примере полноразмерной EcLon-протеазы
методом ЭМ было также обнаружено сосуще-
ствование двух олигомерных форм фермента –
гексамерной и додекамерной, где додекамеры об-
разованы в результате непосредственного взаи-
модействия N-концевых областей гексамеров
EcLon по типу “голова к голове” [154, 162, 163].
Детали структуры, механизм функционирования
и биологическую значимость додекамерной фор-
мы LonA-протеаз еще предстоит выяснить.

Участники LonA-подсемейства, исследован-
ные методом крио-ЭМ, характеризуются высо-
ким сходством своих первичных структур
(рис. 11). Так, EcLon и YpLon содержат 91.1% кон-
сервативных остатков, а общая степень подобия
этих ферментов составляет 98.5%. Степень подо-
бия между EcLon и MtLon несколько ниже –
77.9% (при 50.1% консервативных остатков),
практически те же цифры характеризуют пару
EcLon/TtLon (77.2 и 50.3%), а подобие между
EcLon и HumLon составляет 70.7% (34.7% консер-
вативных остатков). Консервативны для всех че-
тырех ферментов 27.2% а.о. (общая степень подо-
бия 55.4%).

Наименьший уровень сходства обнаруживают
N-домены (39.3%), близки по степени подобия
HI(CC)- и Н-домены (50.8 и 52.8% соответствен-
но), высокое сходство проявляют нуклеотид-свя-
зывающие и протеолитические домены (79.4 и
66.1%). Несмотря на это, в элементах вторичной
структуры Р-доменов EcLon, YpLon и HumLon
обнаруживаются заметные отличия (в частности,
в области каталитического остатка серина,
рис. 11), что, однако, практически не нарушает их
общей топологии.

Установлено (табл. 4), что в отсутствие транс-
лоцируемого белкового субстрата спиральные
гексамеры ААА+-модулей LonА-протеаз, вклю-
чающие связанный ADP, принимают открытую
левостороннюю конфигурацию [154–157, 160].
При этом HumLon олигомеризуется с меньшим
шагом спирали, чем ее бактериальные ортологи
(EcLon и YpLon) [157]. Той же левосторонней
конфигурации соответствует пространственная
организация протеазных доменов ферментов,
причем их каталитические центры, экспониро-
ванные во внешнюю среду вследствие образова-
ния обширной полости между верхним и нижним
протомерами, пребывают в неактивных конфор-
мациях (состояние фермента – “выключено”,
“OFF”) [154–157, 160]. Проявляемое “аутоинги-
бирование” активных центров протеаз позволяет
предотвратить вероятную в этих условиях беспо-
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Рис. 11. Сопоставление первичных и вторичных структур LonA-протеаз, для которых получены структурные данные
методом крио-ЭМ. Источники LonA-протеаз: Ec – Escherichia coli (MER0000485), Yp – Yersinia pestis (MER0015528),
Mt – Meiothermus taiwanensis (MER1037479), Tt – Thermus thermophilus (MER0006064), Hum – Homo sapiens
(MER0000495). Наложение первичных структур проведено с помощью программы https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/.
Элементы вторичных структур ферментов представлены согласно рентгеноструктурным данным (жирный шрифт,
красный цвет – α-спирали, розовый – 310-спирали, синий – β-тяжи, курсив – фрагменты, не видимые в кристалли-
ческих структурах). В последовательностях Yp, Mt и Hum обычным шрифтом показаны фрагменты, не видимые в
крио-ЭМ-структурах; для Tt рентгеноструктурные данные отсутствуют. Показаны консенсусные фрагменты: мотивы
Уолкера (WA и WB), петли pore loop-1 и pore loop-2 с ключевыми остатками Tyr и (Met, Trp, Tyr) соответственно, ISS-
фрагмент и RKH-петля, остатки сенсор-1 и сенсор-2 (s1 и s2) и “аргининовый палец” (Rf), каталитические остатки
серина (S*) и лизина (K*), важный для активности остаток треонина (Т#).

Ec
Yp
Mt
Tt
Hum 115

Ec
Yp
Mt
Tt
Hum

Ec
Yp
Mt
Tt
Hum

Ec
Yp
Mt
Tt
Hum

Ec
Yp
Mt
Tt
Hum

Ec
Yp
Mt
Tt
Hum

Ec
Yp
Mt
Tt
Hum

Ec
Yp
Mt
Tt
Hum

N-домен →

← N-домен HI(CC)-домен → CC-регион →

← CC-регион

Линкер-1

← HI(CC)-домен NB-домен →

H-домен →

P-домен →

← P-домен

← H-домен

← NB-домен

→Линкер-2

← Линкер-3

Линкер-3 →

←

pore loop-1 pore loop-2 ISS RKH-петля

99
99
93
97

215

190
190
186
190
356

291
291
286
291
458

388
388
387
392
555

490
490
490
495
658

592
592
591
596
759

691
691
690
695
867

784
784
793
795
959



408

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 4  2022

КУДЖАЕВ и др.

рядочную деградацию белковых молекул клеточ-
ного протеома.

В присутствии белка-субстрата гексамеры
LonА-протеаз, содержащие также молекулы
ADP, АТР (или его медленно гидролизующегося
аналога АТР-γ-S) и ионы Mg2+, подвергаются ре-
организации в активное состояние, отвечающее
за транслокацию субстрата. Эти изменения при-
водят к формированию вокруг транслоцируемых
полипептидов закрытых спиральных правосто-
ронних ААА+-конформеров и к перестройке про-
теазных доменов с образованием симметричных
планарных структур с активными каталитически-
ми центрами (состояние ферментов – “включе-
но”, “ON”) [154–157, 160]. При этом в структурах
ферментов их ААА+-кольца оказываются накло-
ненными по отношению к центральной оси 6-го
порядка колец Р-доменов [160]. Применение бор-
органического ингибитора бортезомиба приво-
дит к “закреплению” активной конформации
протеазных центров [155, 157]. Показано, что
конформация активного фермента сохраняется
также при введении в HumLon мутаций как по
мотиву Уолкера WB, так и по каталитическому
остатку лизина [157, 160]. Следует отметить, что
важную роль при переходе протеазных доменов
от спиральной организации к плоскому состоя-
нию играют линкерные фрагменты, соединяю-
щие ААА+-модули с Р-доменами (рис. 11). На
примере YpLon-протеазы отмечено, что левосто-
ронняя спираль гексамера фермента (“OFF”)
значительно круче ее правостороннего конфор-
мера (“ON”) [156].

Shin et al. [156] полагают, что переход гексаме-
ра LonА-протеазы из состояния “OFF” в состоя-
ние “ON” инициируется связыванием АТР верх-
ним протомером и взаимодействием его петли
pore loop-1 с белковой мишенью, что обеспечива-
ет энергию, необходимую для реализации на-
чального этапа локального разворачивания суб-
страта, за которым следует процесс последова-
тельного гидролиза АТР, сопровождающийся
пошаговой транслокацией развернутого поли-
пептида в протеазную камеру для деградации.

Описанные к настоящему времени структуры
функционально активных LonА-протеаз кроме
сходства общей архитектуры, определяемой кон-
фигурацией ААА+-модуля, проявляют ряд замет-
ных отличий, обусловленных, главным образом,
связыванием белков-субстратов. Так, установлено,
что АТРазные кольца бактериальных ферментов
(MtLon и YpLon) состоят из четырех нисходящих по
спирали ААА+-модулей, взаимодействующих с суб-
стратом, и двух восходящих стыковочных субъеди-
ниц [155, 156], в то время как у эукариотической
HumLon-протеазы в связывании с субстратом
участвуют пять ААА+-модулей, и только одна
субъединица выполняет функцию стыковочной

[157]. При этом в работе Gesé et al. [160] описана
АТР-связанная стыковочная субъединица HumLon,
что противоречит нуклеотидному статусу seam-
субъединиц, соответствующему основному меха-
низму транслокации (“аро” или комплекс с ADP)
(рис. 10). Авторы считают, что обнаруженное со-
стояние отражает промежуточную стадию, кото-
рая непосредственно следует за обменом нуклео-
тидов в стыковочном протомере и предшествует
его повторному вовлечению в связывание суб-
страта.

Еще одно отличие связано с тем, что у некото-
рых LonA-протеаз во взаимодействии с субстра-
том кроме основных петель pore loop-1, включаю-
щих критически важный остаток Tyr, могут участ-
вовать также петли pore loop-2 при условии, что
в них содержится остаток ароматической амино-
кислоты, способный к связыванию с основной
цепью белка-субстрата (ферменты MtLon и
HumLon в табл. 4). Дополнительные взаимодей-
ствия с петлями pore loop-2 позволяют визуали-
зировать более протяженные фрагменты после-
довательностей связанных субстратов (7 а.о. в
структуре YpLon и 11–12 а.о. в структурах MtLon
или HumLon) [155–157, 160].

Наиболее впечатляющим различием служит
тот факт, что для активации протеазных доменов
у бактериальных ферментов достаточно “захвата”
полипептидного субстрата только ААА+-модуля-
ми, в то время как для эукариотической HumLon-
протеазы дополнительным требованием высту-
пает взаимодействие субстрата также и с протеаз-
ными активными центрами (табл. 4) [155–157,
160]. Важная характеристика HumLon – наличие
АТР-зависимой шапероновой активности, при-
чем способность к сворачиванию ряда митохон-
дриальных белковых субстратов сохраняется и у
протеолитически неактивного фермента [157].
Авторы полагают, что шапероновая и протеоли-
тическая функции – это независимо регулируе-
мые функции HumLon-протеазы, а возможность
дифференцированного взаимодействия субстра-
тов с ААА+-модулями и Р-доменами служит про-
явлением функциональной пластичности, необ-
ходимой для регулирования разнообразных ро-
лей этого фермента в митохондриях [157].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Охарактеризована система контроля качества
белков (СКК), играющая ключевую роль в под-
держании сохранности клеточного протеома во
всех природных царствах, изложены основные
сведения о строении и структурных особенностях
участников СКК – молекулярных шаперонов,
АТР-зависимых протеаз и мультисубъединичных
комплексов, а также обобщены современные
данные о структуре, функциональных свойствах и
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механизме действия Lon-протеаз, представляющих
одно из важнейших семейств СКК. Значительное
внимание уделено характеристике ферментов под-
семейства LonA, которые, как показано, можно от-
нести к особому подклассу ААА+-белков.

Отдельный раздел посвящен применению ме-
тода криоэлектронной микроскопии к изучению
представителей СКК. Отмечено, что с помощью
этого метода определены структуры целого ряда
протеаз и шаперонов ААА+-суперсемейства, об-
ладающих транслоказными свойствами, а также
выявлены как общие этапы, так и различающиеся
стадии в уникальных механизмах их функциони-
рования. Несомненным успехом явилось также
определение крио-ЭМ-структур полноразмер-
ных HumLon- и TtLon-протеаз, что позволило
смоделировать N-концевые области этих моле-
кул, строение которых ранее не было известно.
Однако вследствие низкого разрешения и недо-
статочного качества карт электронной плотности
детали структур на атомном уровне в этих обла-
стях ферментов остаются нераскрытыми. При
этом очевидно, что несмотря на схожесть общей
ориентации характеристических длинных спира-
лей в HI(CC)-доменах бактериального и эукарио-
тического ферментов, их фактическая архитектура
значительно различается. В этой связи остаются
актуальными дальнейшие углубленные исследова-
ния молекулярных принципов и степени консер-
вативности механизмов действия ААА+-белков
СКК (в том числе Lon-протеаз), поскольку они
вовлечены в протекание таких процессов, как
окислительный стресс, нейродегенеративные на-
рушения, проявление вирулентности и канцеро-
генез, что дает основание рассматривать их в ка-
честве перспективных диагностических биомар-
керов и терапевтических мишеней при лечении
ряда патологий.

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Работа выполнена при поддержке Российского
фонда фундаментальных исследований (проект № 19-
04-00646-а – характеристика системы контроля каче-
ства клеточных белков) и Российского научного фонда
(проект № 21-74-20154 – анализ структурных особенно-
стей и механизма функционирования LonA-протеаз).

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 интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Balchin D., Hayer-Hartl M., Hartl F.U. // Science.

2016. V. 353. P. aac4354. 
https://doi.org/10.1126/science.aac4354

2. Gottesman S., Wickner S., Maurizi M.R. // Genes Dev.
1997. V. 11. P. 815–823. 
https://doi.org/10.1101/gad.11.7.815

3. Kovacs D., Szabo B., Pancsa R., Tompa P. // Arch. Bio-
chem. Biophys. 2013. V. 531. P. 80–89. 
https://doi.org/10.1016/j.abb.2012.09.010

4. Jeng W., Lee S., Sung N., Lee J., Tsai F.T.F. //
F1000Res. 2015. V. 4. P. 1448. 
https://doi.org/10.12688/f1000research.7214.1

5. Schubert U., Anton L.C., Gibbs J., Norbury C.C., Yew-
dell J.W., Bennink J.R. // Nature. 2000. V. 404.
P. 770–774. 
https://doi.org/10.1038/35008096

6. Clausen L., Abildgaard A.B., Gersing S.K., Stein A.,
Lindorff-Larsen K., Hartmann-Petersen R. // Adv.
Protein Chem. Struct. Biol. 2019. V. 114. P. 61–83. 
https://doi.org/10.1016/bs.apcsb.2018.09.002

7. Mogk A., Huber D., Bukau B. // Cold Spring Harb.
Perspect. Biol. 2011. V. 3. 
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a004366

8. Finka A., Mattoo R.U.H., Goloubinoff P. // Annu. Rev.
Biochem. 2016. V. 85. P. 715–742. 
https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-060815-
014124

9. Мельников Э.Э., Ротанова Т.В. // Биоорг. химия.
2010. Т. 36. С. 5–14. [Melnikov E.E., Rotanova T.V. //
Russ. J. Bioorg. Chem. 2010. V. 36. P. 1–10.] 
https://doi.org/10.1134/S1068162010010012

10. Hoffmann A., Bukau B., Kramer G. // Biochim. Bio-
phys. Acta. 2010. V. 1803. P. 650–661. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2010.01.017

11. Jee H. // J. Exerc. Rehabil. 2016. V. 12. P. 255–259. 
https://doi.org/10.12965/jer.1632642.321

12. Richter K., Haslbeck M., Buchner J. // Mol. Cell. 2010.
V. 40. P. 253–266. 
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2010.10.006

13. Saibil H. // Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2013. V. 14.
P. 630–642. 
https://doi.org/10.1038/nrm3658

14. Dahiya V., Buchner J. // Adv. Protein Chem. Struct.
Biol. 2019. V. 114. P. 1–60. 
https://doi.org/10.1016/bs.apcsb.2018.10.001

15. Mattoo R.U.H., Goloubinoff P. // Cell. Mol. Life Sci.
2014. V. 71. P. 3311–3325. 
https://doi.org/10.1007/s00018-014-1627-y

16. Weibezahn J., Bukau B., Mogk A. // Microbial. Cell
Fact. 2004. V. 3. P. 1. 
https://doi.org/10.1186/1475-2859-3-1

17. Bascos N.A.D., Landry S.J. // Int. J. Mol. Sci. 2019.
V. 20. P. 6195. 
https://doi.org/10.3390/ijms20246195

18. Voos W. // Biochim. Biophys. Acta. 2013. V. 1833.
P. 388–399. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2012.06.005

19. Chakafana G., Zininga T., Shonhai A. // Biomolecules.
2019. V. 9. P. 543. 
https://doi.org/10.3390/biom9100543



410

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 4  2022

КУДЖАЕВ и др.

20. Rosenzweig R., Nillegoda N.B., Mayer M.P., Bukau B. //
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2019. V. 20. P. 665–680. 
https://doi.org/10.1038/s41580-019-0133-3

21. Kampinga H.H., Craig E.A. // Nat. Rev. Mol. Cell Biol.
2010. V. 11. P. 579–592. 
https://doi.org/10.1038/nrm2941

22. Takakuwa J.E., Nitika, Knighton L.E., Truman A.W. //
Front. Mol. Biosci. 2019. V. 6. P. 81. 
https://doi.org/10.3389/fmolb.2019.00081

23. Walter S. // Cell. Mol. Life Sci. 2002. V. 59. P. 1589–
1597. 
https://doi.org/10.1007/pl00012485

24. Bar-Lavan Y., Shemesh N., Ben-Zvi A. // Essays Bio-
chem. 2016. V. 60. P. 237–253. 
https://doi.org/10.1042/EBC20160004

25. Taguchi H. // J. Mol. Biol. 2015. V. 427. P. 2912–2918. 
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2015.04.007

26. Chaudhuri T.K., Verma V.K., Maheshwari A. // Prog.
Biophys. Mol. Biol. 2009. V. 99. P. 42–50. 
https://doi.org/10.1016/j.pbiomolbio.2008.10.007

27. Prodromou C. // Biochem. J. 2016. V. 473. P. 2439–
2452. 
https://doi.org/10.1042/BCJ20160005

28. Li J., Buchner J. // Biomed. J. 2013. V. 36. P. 106–117. 
https://doi.org/10.4103/2319-4170.113230

29. Pearl L.H. // Biopolymers. 2016. V. 105. P. 594–607.
https://doi.org/10.1002/bip.22835

30. Luengo T.M., Mayer M.P., Rüdiger S.G.D. // Trends
Cell Biol. 2019. V. 29. P. 164–177. 
https://doi.org/10.1016/j.tcb.2018.10.004

31. Genest O., Wickner S., Doyle S.M. // J. Biol. Chem.
2019. V. 294. P. 2109–2120. 
https://doi.org/10.1074/jbc.REV118.002806

32. Haslbeck M., Vierling E. // J. Mol. Biol. 2015. V. 427.
P. 1537–1548. 
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2015.02.002

33. Mogk A., Ruger-Herreros C., Bukau B. // Annu. Rev.
Microbiol. 2019. V. 73. P. 89–110. 
https://doi.org/10.1146/annurev-micro-020518-115515

34. Obuchowski I., Liberek K. // Cell Stress Chaperones.
2020. V. 25. P. 593–600. 
https://doi.org/10.1007/s12192-020-01094-0

35. Haslbeck M., Weinkauf S., Buchner J. // J. Biol.
Chem. 2019. V. 294. P. 2121–2132. 
https://doi.org/10.1074/jbc.REV118.002809

36. Riedl M., Strauch A., Catici D.A.M., Haslbeck M. //
Int. J. Mol. Sci. 2020. V. 21. P. 5448. 
https://doi.org/10.3390/ijms21155448

37. Waters E.R., Vierling E. // New Phytol. 2020. V. 227.
P. 24–37. 
https://doi.org/10.1111/nph.16536

38. Neuwald A.F., Aravind L., Spouge J.L., Koonin E.V. //
Genome Res. 1999. V. 9. P. 27–43. 
https://doi.org/10.1101/gr.9.1.27

39. Puchades C., Sandate C.R., Lander G.C. // Nat. Rev.
Mol. Cell Biol. 2020. V. 21. P. 43–58. 
https://doi.org/10.1038/s41580-019-0183-6

40. Ogura T., Wilkinson A.J. // Genes Cells. 2001. V. 6.
P. 575–597. 
https://doi.org/10.1046/j.1365-2443.2001.00447.x

41. Dougan D.A., Mogk A., Zeth K., Turgay K., Bukau B. //
FEBS Lett. 2002. V. 529. P. 6–10. 
https://doi.org/10.1016/s0014-5793(02)03179-4

42. Voos W., Jaworek W., Wilkening A., Bruderek M. // Es-
says Biochem. 2016. V. 60. P. 213–225. 
https://doi.org/10.1042/EBC20160009

43. Abrahão J., Mokry D.Z., Ramos C.H.I. // Front. Mol.
Biosci. 2017. V. 4. P. 60. 
https://doi.org/10.3389/fmolb.2017.00060

44. Yokom A.L., Gates S.N., Jackrel M.E., Mack K.L.,
Su M., Shorter J., Southworth D.R. // Nat. Struct. Mol.
Biol. 2016. V. 23. P. 830–837. 
https://doi.org/10.1038/nsmb.3277

45. Barends T.R., Werbeck N.D., Reinstein J. // Curr.
Opin. Struct. Biol. 2010. V. 20. P. 46–53. 
https://doi.org/10.1016/j.sbi.2009.12.014

46. Miller J.M., Lin J., Li T., Lucius A.L. // J. Mol. Biol.
2013. V. 425. P. 2795–2812. 
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2013.04.019

47. Doyle S.M., Wickner S. // Trends Biochem. Sci. 2009.
V. 34. P. 40–48. 
https://doi.org/10.1016/j.tibs.2008.09.010

48. Zolkiewski M., Zhang T., Nagy M. // Arch. Biochem.
Biophys. 2012. V. 520. P. 1–6. 
https://doi.org/10.1016/j.abb.2012.01.012

49. Lee S., Sowa M.E., Watanabe Y.H., Sigler P.B., Chiu W.,
Yoshida M., Tsai F.T. // Cell. 2003. V. 115. P. 229–240. 
https://doi.org/10.1016/s0092-8674(03)00807-9

50. Schramm F.D., Schroeder K., Jonas K. // FEMS Mic-
robiol. Rev. 2020. V. 44. P. 54–72. 
https://doi.org/10.1093/femsre/fuz026

51. Voos W. // Res. Microbiol. 2009. V. 160. P. 718–725. 
https://doi.org/10.1016/j.resmic.2009.08.003

52. Mogk A., Kummer E., Bukau B. // Front. Mol. Biosci.
2015. V. 2. P. 22. 
https://doi.org/10.3389/fmolb.2015.00022

53. Watanabe Y.H., Nakazaki Y., Suno R., Yoshida M. //
Biochem. J. 2009. V. 421. P. 71–77. 
https://doi.org/10.1042/BJ20082238

54. Gottesman S. // Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2003. V. 19.
P. 565–587. 
https://doi.org/10.1146/annurev.cellbio.19.110701.153228

55. Koodathingal P., Jaffe N.E., Kraut D.A., Prakash S.,
Fishbain S., Herman C., Matouschek A. // J. Biol.
Chem. 2009. V. 284. P. 18674–18684. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M900783200

56. Sauer R.T., Baker T.A. // Annu. Rev. Biochem. 2011.
V. 80. P. 587–612. 
https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-060408-
172623

57. Mahmoud S.A., Chien P. // Annu. Rev. Biochem. 2018.
V. 87. P. 677–696. 
https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-062917-
012848

58. Maupin-Furlow J.A. // Subcell Biochem. 2013. V. 66.
P. 297–327. 
https://doi.org/10.1007/978-94-007-5940-4_11

59. Ciechanover A. // Cell. 1994. V. 79. P. 13–21. 
https://doi.org/10.1016/0092-8674(94)90396-4



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 4  2022

АТР-ЗАВИСИМЫЕ Lon-ПРОТЕАЗЫ 411

60. Bard J.A.M., Goodall E.A., Greene E.R., Jonsson E.,
Dong K.C., Martin A. // Annu. Rev. Biochem. 2018.
V. 87. P. 697–724. 
https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-062917-
011931

61. Ciechanover A., Stanhill A. // Biochim. Biophys. Acta.
2014. V. 1843. P. 86–96. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2013.07.007

62. Kudriaeva A., Kuzina E.S., Zubenko O., Smirnov I.V.,
Belogurov A., Jr. // FASEB J. 2019. V. 33. P. 6852–
6866. 
https://doi.org/10.1096/fj.201802237R

63. Iyer L.M., Leipe D.D., Koonin E.V., Aravind L. //
J. Struct. Biol. 2004. V. 146. P. 11–31. 
https://doi.org/10.1016/j.jsb.2003.10.010

64. Lupas A.N., Martin J. // Curr. Opin. Struct. Biol.
2002. V. 12. P. 746–753. 
https://doi.org/10.1016/s0959-440x(02)00388-3

65. Chang C.W., Lee S., Tsai F.T.F. // Front. Mol. Biosci.
2017. V. 4. P. 27. 
https://doi.org/10.3389/fmolb.2017.00027

66. Miller J.M., Enemark E.J. // Archaea. 2016. V. 2016.
P. 9294307. 
https://doi.org/10.1155/2016/9294307

67. Wendler P., Ciniawsky S., Kock M., Kube S. // Bio-
chim. Biophys. Acta. 2012. V. 1823. P. 2–14. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2011.06.014

68. Ogura T., Whiteheart S.W., Wilkinson A.J. // J. Struct.
Biol. 2004. V. 146. P. 106–112. 
https://doi.org/10.1016/j.jsb.2003.11.008

69. Martin A., Baker T.A., Sauer R.T. // Mol. Cell. 2008.
V. 29. P. 441–450. 
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2008.02.002

70. Gur E., Ottofueling R., Dougan D.A. // Subcell. Bio-
chem. 2013. V. 66. P. 3–33. 
https://doi.org/10.1007/978-94-007-5940-4_1

71. Kirstein J., Schlothauer T., Dougan D.A., Lilie H.
Tischendorf G., Mogk A., Bukau B., Turgay K. // EMBO J.
2006. V. 25. P. 1481–1491. 
https://doi.org/10.1038/sj.emboj.7601042

72. Mogk A., Bukau B. // Curr. Biol. 2004. V. 14. P. 78–
80. 
https://doi.org/10.1016/j.cub.2003.12.051

73. Ротанова Т.В., Мельников Э.Э. // Биомед. химия.
2008. Т. 54. С. 512–530. [Rotanova T.V., Melnikov E.E. //
Biochem. Moscow Suppl. Ser. B. Biomed. Chem.
2008. V. 2. P. 245–257.] 
https://doi.org/10.1134/S1990750808030049

74. Sauer R.T., Bolon D.N., Burton B.M., Burton R.E.,
Flynn J.M., Grant R.A., Hersch G.L., Joshi S.A.,
Kenniston J.A., Levchenko I., Neher S.B., Oakes E.S.,
Siddiqui S.M., Wah D.A., Baker T.A. // Cell. 2004.
V. 119. P. 9–18. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2004.09.020

75. Kim Y.I., Levchenko I., Fraczkowska K., Woodruff R.V.,
Sauer R.T., Baker T.A. // Nat. Struct. Biol. 2001. V. 8.
P. 230–233. 
https://doi.org/10.1038/84967

76. Olivares A.O., Baker T.A., Sauer R.T. // Nat. Rev. Mic-
robiol. 2016. V. 14. P. 33–44. 
https://doi.org/10.1038/nrmicro.2015.4

77. Kirstein J., Moliere N., Dougan D.A., Turgay K. // Nat.
Rev. Microbiol. 2009. V. 7. P. 589–599. 
https://doi.org/10.1038/nrmicro2185

78. Mukherjee S., Bree A.C., Liu J, Patrick J.E., Chien P.,
Kearns D.B. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2015.
V. 112. P. 250–255. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1417419112

79. Lo J.H., Baker T.A., Sauer R.T. // Protein Sci. 2001.
V. 10. P. 551–559. 
https://doi.org/10.1110/ps.41401

80. Kojetin D.J., McLaughlin P.D., Thompson R.J., Dubnau D.,
Prepiak P., Rance M., Cavanagh J. // J. Mol. Biol.
2009. V. 387. P. 639–652. 
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2009.01.046

81. Elsholz A.K.W., Birk M.S., Charpentier E., Turgay K. //
Front. Mol. Biosci. 2017. V. 4. P. 44. 
https://doi.org/10.3389/fmolb.2017.00044

82. Hinnerwisch J., Reid B.G., Fenton W.A., Horwich A.L. //
J. Biol. Chem. 2005. V. 280. P. 40838–40844. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M507879200

83. Dougan D.A., Reid B.G., Horwich A.L., Bukau B. //
Mol. Cell. 2002. V. 9. P. 673–683. 
https://doi.org/10.1016/s1097-2765(02)00485-9

84. Wang F., Mei Z., Qi Y., Yan C., Qi H., Wang J., Shi Y. //
Nature. 2011. V. 471. P. 331–335. 
https://doi.org/10.1038/nature09780

85. Mogk A., Schlieker C., Strub C., Rist W., Weibezahn J.,
Bukau B. // J. Biol. Chem. 2003. V. 278. P. 17615–
17624. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M209686200

86. Cashikar A.G., Schirmer E.C., Hattendorf D.A., Glover J.R.,
Ramakrishnan M.S., Ware D.M., Lindquist S.L. // Mol.
Cell. 2002. V. 9. P. 751–760. 
https://doi.org/10.1016/S1097-2765(02)00499-9

87. Wendler P., Shorter J., Snead D., Plisson C., Clare D.K.,
Lindquist S., Saibil H.R. // Mol. Cell. 2009. V. 34.
P. 81–92. 
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2009.02.026

88. Donaldson L.W., Wojtyra U., Houry W.A. // J. Biol.
Chem. 2003. V. 278. P. 48991–48996. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M307826200

89. Miethke M., Hecker M., Gerth U. // J. Bacteriol. 2006.
V. 188. P. 4610–4619. 
https://doi.org/10.1128/JB.00287-06

90. Tomko R.J., Jr., Hochstrasser M. // Cell Biochem. Bio-
phys. 2011. V. 60. P. 13–20. 
https://doi.org/10.1007/s12013-011-9178-4

91. Zhang F., Hu M., Tian G., Zhang P., Finley D., Jeffrey P.D.,
Shi Y. // Mol. Cell. 2009. V. 34. P. 473–484. 
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2009.04.021

92. Djuranovic S., Hartmann M.D., Habeck M., Ursinus A.,
Zwickl P., Martin J., Lupas A.N., Zeth K. // Mol. Cell.
2009. V. 34. P. 580–590. 
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2009.04.030

93. Zhang F., Wu Z., Zhang P., Tian G., Finley D., Shi Y. //
Mol. Cell. 2009. V. 34. P. 485–496. 
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2009.04.022

94. Sousa M.C., Trame C.B., Tsuruta H., Wilbanks S.M.,
Reddy V.S., McKay D.B. // Cell. 2000. V. 103. P. 633–
643. 
https://doi.org/10.1016/S0092-8674(00)00166-5



412

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 4  2022

КУДЖАЕВ и др.

95. Sundar S., Baker T.A., Sauer R.T. // Protein Sci. 2012.
V. 21. P. 188–198. 
https://doi.org/10.1002/pro.2001

96. Scharfenberg F., Serek-Heuberger J., Coles M., Hart-
mann M.D., Habeck M., Martin J., Lupas A.N., Alva V. //
J. Mol. Biol. 2015. V. 427. P. 910–923. 
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2014.12.024

97. Ramelot T.A., Yang Y., Sahu I.D., Lee H.W.,
Xiao R., Lorigan G.A., Montelione G.T., Kennedy M.A. //
FEBS Lett. 2013. V. 587. P. 3522–3528. 
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2013.09.009

98. An J.Y., Sharif H., Kang G.B., Park K.J., Lee J.G.,
Lee S., Jin M.S., Song J.J., Wang J., Eom S.H. // Bio-
chem. Biophys. Res. Commun. 2018. V. 495. P. 1201–
1207. 
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2017.11.158

99. Langklotz S., Baumann U., Narberhaus F. // Biochim.
Biophys. Acta. 2012. V. 1823. P. 40–48. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2011.08.015

100. Rotanova T.V., Melnikov E.E., Khalatova A.G., Mak-
hovskaya O.V., Botos I., Wlodawer A., Gustchina A. //
Eur. J. Biochem. 2004. V. 271. P. 4865–4871. 
https://doi.org/10.1111/j.1432-1033.2004.04452.x

101. Ротанова Т.В., Дергоусова Н.И., Морозкин А.Д. //
Биоорг. химия. 2013. Т. 39. С. 303–319. [Rotanova T.V.,
Dergousova N.I., Morozkin A.D. // Russ. J. Bioorg.
Chem. 2013. V. 39. P. 268–282.] 
https://doi.org/10.1134/S1068162013030114

102. Li M., Rasulova F., Melnikov E.E., Rotanova T.V.,
Gustchina A., Maurizi M.R., Wlodawer A. // Protein
Sci. 2005. V. 14. P. 2895–2900. 
https://doi.org/10.1110/ps.051736805

103. Duman R.E., Löwe J. // J. Mol. Biol. 2010. V. 401.
P. 653–670. 
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2010.06.030

104. Li M., Gustchina A., Rasulova F.S., Melnikov E.E.,
Maurizi M.R., Rotanova T.V., Dauter Z., Wlodawer A. //
Acta Cryst. 2010. V. 66. P. 865–873. 
https://doi.org/10.1107/S090744491001955

105. Rotanova T.V., Andrianova A.G., Kudzhaev A.M.,
Li M., Botos I., Wlodawer A., Gustchina A. // FEBS
Open Bio. 2019. V. 9. P. 1536–1551. 
https://doi.org/10.1002/2211-5463.12691

106. Маховская О.В., Козлов С., Ботос И., Степнов А.А.,
Андрианова А.Г., Гущина А.Е., Влодавер А., Мельни-
ков Э.Э., Ротанова Т.В. // Биоорг. химия. 2007. Т. 33.
С. 657–660. [Makhovskaya O.V., Kozlov S., Botos I., Step-
nov A.A., Andrianova A.G., Gustchina A.E., Wlodawer A.,
Melnikov E.E., Rotanova T.V. // Russ. J. Bioorg.
Chem. 2007. V. 33. P. 610–613.] 
https://doi.org/10.1134/S1068162007060131

107. Liao J.H., Kuo C.I., Huang Y.Y., Lin Y.C., Lin Y.C.,
Yang C.Y., Wu W.L., Chang W.H., Liaw Y.C.,
Lin L.H., Chang C.I., Wu S.H., Liao J.H., Kuo C.I.,
Huang Y.Y., Lin Y.C., Lin Y.C. // PLoS One. 2012.
V. 7. e40226. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0040226

108. Li J.K., Liao J.H., Li H., Kuo C.I., Huang K.F.,
Yang L.W., Wu S.H., Chang C.I. // Acta Cryst. 2013.
V. 69. P. 1789–1797. 
https://doi.org/10.1107/S090744491301500X

109. Gur E., Sauer R.T. // Genes Dev. 2008. V. 22. P. 2267–
2277. 
https://doi.org/10.1101/gad.1670908

110. Ngo J.K., Pomatto L.C.D., Davies K.J.A. // Redox Biol.
2013. V. 1. P. 258–264. 
https://doi.org/10.1016/j.redox.2013.01.015

111. Cheng C.W., Kuo C.Y., Fan C.C., Fang W.C., Jiang S.S.,
Lo Y.K., Wang T.Y., Kao M.C., Lee A.Y.L. // Cell
Death Dis. 2013. V. 4. e681. 
https://doi.org/10.1038/cddis.2013.204

112. Liu Y., Lan L., Huang K., Wang R., Xu C., Shi Y.,
Wu X., Wu Z., Zhang J., Chen L., Wang L., Yu X.,
Zhu H., Lu B. // Oncotarget. 2014. V. 5. P. 11209–
11224. 
https://doi.org/10.18632/oncotarget.2026

113. Bulteau A.L., Bayot A. // Biochim. Biophys. Acta.
2011. V. 1807. P. 595–601. 
https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2010.12.011

114. Voos W., Pollecker K. // Biomolecules. 2020. V. 10.
P. 253. 
https://doi.org/10.3390/biom10020253

115. Lu B. // Adv. Exp. Med. Biol. 2017. V. 1038. P. 8173–
8182.
https://doi.org/10.1007/978-981-10-6674-0_12

116. Pinti M., Gibellini L., Liu Y., Xu S., Lu, B., Cossarizza A. //
Cell. Mol. Life Sci. 2015. V. 72. P. 4807–4824. 
https://doi.org/10.1007/s00018-015-2039-3

117. Quiros P.M., Espanol Y., Acin-Perez R., Rodriguez F.,
Barcena C., Watanabe K., Calvo E., Loureiro M., Fer-
nandez-Garcia M.S., Fueyo A., Vazquez J., Enriquez J.A.,
Lopez-Otin C. // Cell Rep. 2014. V. 8. P. 542–556. 
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2014.06.018

118. Bota D.A., Davies K.J.A. // Free Rad. Biol. Med. 2016.
V. 100. P. 188–198. 
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2016.06.031

119. Rawlings N.D., Barrett A.J., Thomas P.D., Huang X.,
Bateman A., Finn R.D. // Nucl. Acids Res. 2018. V. 46.
P. 624–632. 
https://doi.org/10.1093/nar/gkx1134

120. Swamy K.S., Goldberg A.L. // Nature. 1981. V. 292.
P. 652–654. 
https://doi.org/10.1038/292652a0

121. Liao J.H., Ihara K., Kuo C.I., Huang K.F., Wakatsuki S.,
Wu S.H., Chang C.I. // Acta Cryst. 2013. V. 69.
P. 1395–1402. 
https://doi.org/10.1107/S0907444913008214

122. Bittner L.M., Arends J., Narberhaus F. // Biopolymers.
2016. V. 105. P. 505–517. 
https://doi.org/10.1002/bip.22831

123. Goldberg A.L., Waxman L. // J. Biol. Chem. 1985.
V. 260. P. 12029–12034. 
https://doi.org/10.1016/S0021-9258(17)38980-9

124. Patterson-Ward J., Tedesco J., Hudak J., Fishovitz J.,
Becker J., Frase H., McNamara K., Lee I. // Biochim.
Biophys. Acta. 2009. V. 1794. P. 1355–1363. 
https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2009.02.015

125. Vineyard D., Patterson-Ward J., Berdis A.J., Lee I. //
Biochemistry. 2005. V. 44. P. 1671–1682. 
https://doi.org/10.1021/bi048618z



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 4  2022

АТР-ЗАВИСИМЫЕ Lon-ПРОТЕАЗЫ 413

126. Besche H., Tamura N., Tamura T., Zwickl P. // FEBS
Lett. 2004. V. 574. P. 161–166. 
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2004.08.021

127. Botos I., Melnikov E.E., Cherry S., Kozlov S., Mak-
hovskaya O.V., Tropea J.E., Gusthchina A., Rotanova T.V.,
Wlodawer A. // J. Mol. Biol. 2005. V. 351. P. 144–157. 
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2005.06.008

128. Botos I., Melnikov E.E., Cherry S., Tropea J., Khalato-
va A.G., Rasulova F.S., Dauter Z., Maurizi M.R., Rota-
nova T.V., Wlodawer A., Gustchina A. // J. Biol. Chem.
2004. V. 279. P. 8140–8148. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M312243200

129. Botos I., Melnikov E.E., Cherry S., Khalatova A.G., Ra-
sulova F.S., Tropea J.E., Maurizi M.R., Rotanova T.V.,
Gustchina A., Wlodawer A. // J. Struct. Biol. 2004.
V. 146. P. 113–122. 
https://doi.org/10.1016/j.jsb.2003.09.003

130. Lee A.Y., Chen Y.D., Chang Y.Y., Lin Y.C., Chang C.F.,
Huang S.J., Wu S.H., Hsu C.H. // Acta Cryst. 2014.
V. 70. P. 218–230. 
https://doi.org/10.1107/S139900471302631X

131. Lin C.C., Su S.C., Su M.Y., Liang P.H., Feng C.C.,
Wu S.H., Chang C.I. // Structure. 2016. V. 24. P. 667–
675. 
https://doi.org/10.1016/j.str.2016.03.001

132. Tzeng S.R., Tseng Y.C., Lin C.C., Hsu C.Y., Huang S.J.,
Kuo Y.T., Chang C.I. // eLife. 2021. V. 10. P. e64056. 
https://doi.org/10.7554/eLife.64056

133. Su S.C., Lin C.C., Tai H.C., Chang M.Y., Ho M.R., Ba-
bu C.S., Liao J.H., Wu S.H., Chang Y.C., Lim C.,
Chang C.I. // Structure. 2016. V. 24. P. 676–686. 
https://doi.org/10.1016/j.str.2016.03.003

134. Chen X., Zhang S., Bi F., Guo C., Feng L., Wang H.,
Yao H., Lin D. // Protein Sci. 2019. V. 28. P. 1720–
1726. 
https://doi.org/10.1002/pro.3687

135. Garcia-Nafria J., Ondrovicova G., Blagova E., Levdikov V.M.,
Bauer J.A., Suzuki C.K., Kutejova E., Wilkinson A.J., Wil-
son K.S. // Protein Sci. 2010. V. 19. P. 987–999. 
https://doi.org/10.1002/pro.376

136. Bertonati C., Punta M., Fischer M., Yachdav G., Forou-
har F., Zhou W., Kuzin A.P., Seetharaman J., Abashidze M.,
Ramelot T.A., Kennedy M.A., Cort J.R., Belachew A.,
Hunt J.F., Tong L., Montelione G.T., Rost B. // Pro-
teins. 2009. V. 75. P. 760–773. 
https://doi.org/10.1002/prot.22287

137. Куджаев А.М., Дубовцева Е.С., Серова О.В., Андри-
анова А.Г., Ротанова Т.В. // Биоорг. химия. 2016.
Т. 42. С. 421–430. [Kudzhaev A.M., Dubovtseva E.S.,
Serova O.V., Andrianova A.G., Rotanova T.V. // Russ. J.
Bioorg. Chem. 2016. V. 42. P. 381–388.] 
https://doi.org/10.1134/S1068162016040142

138. Андрианова А.Г., Куджаев А.М., Дубовцева Е.С., Ро-
танова Т.В. // Биоорг. химия. 2017. Т. 43. С. 357–
366. [Andrianova A.G., Kudzhaev A.M., Dubovtseva E.S.,
Rotanova T.V. // Russ. J. Bioorg. Chem. 2017. V. 43.
P. 368–376.] 
https://doi.org/10.1134/S1068162017040021

139. Куджаев А.М., Андрианова А.Г., Дубовцева Е.С., Се-
рова О.В., Ротанова Т.В. // Acta Naturae. 2017. Т. 9.
С. 79–86. [Kudzhaev A.M., Andrianova A.G., Dubovt-
seva E.S., Serova O.V., Rotanova T.V. // Acta Naturae.

2017. V. 9. P. 75–81.] 
https://doi.org/10.32607/20758251-2017-9-2-75-81

140. Куджаев А.М., Дубовцева Е.С., Серова О.В., Андри-
анова А.Г., Ротанова Т.В. // Биоорг. химия. 2018.
Т. 44. С. 522–532. [Kudzhaev A.M., Dubovtseva E.S.,
Serova O.V., Andrianova A.G., Rotanova T.V. // Russ. J.
Bioorg. Chem. 2018. V. 44. P. 518–527.] 
https://doi.org/10.1134/S0132342318050081

141. Куджаев А.М., Андрианова А.Г., Серова О.В., Архи-
пова В.А., Дубовцева Е.С., Ротанова Т.В. // Биоорг.
химия. 2015. Т. 41. С. 579–586. [Kudzhaev A.M., An-
drianova A.G., Serova O.V., Arkhipova V.A., Dubovtseva E.S.,
Rotanova T.V. // Russ. J. Bioorg. Chem. 2015. V. 41.
P. 518–524.] 
https://doi.org/10.1134/S1068162015050076

142. Андрианова А.Г., Куджаев А.М., Абрикосова В.А.,
Гущина А.Е., Смирнов И.В., Ротанова Т.В. // Acta
Naturae. 2020. Т. 12. С. 86–97. [Andrianova A.G.,
Kudzhaev A.M., Abrikosova V.A., Gustchina A.,
Smirnov I.V., Rotanova T.V. // Acta Naturae. 2020.
V. 12. P. 102–113.] 
https://doi.org/10.32607/actanaturae.11197

143. Glynn S.E., Kardon J.L., Mueller-Cajar O., Cho C. //
Nat. Struct. Mol. Biol. 2020. V. 27. P. 515–518.
https://doi.org/10.1038/s41594-020-0444-2

144. Gates S.N., Martin A. // Protein Sci. 2019. V. 29.
P. 407–419. 
https://doi.org/10.1002/pro.3743

145. Matyskiela M.E., Lander G.C., Martin A. // Nat.
Struct. Mol. Biol. 2013. V. 20. P. 781–788. 
https://doi.org/10.1038/nsmb.2616

146. Puchades C., Rampello A.J., Shin M., Giuliano C.J.,
Wiseman R.L., Glynn S.E., Lander G.C. // Science.
2017. V. 358. P. eaao0464. 
https://doi.org/10.1126/science.aao0464

147. Uchihashi T., Watanabe Y.H., Nakazaki Y., Yamasaki T.,
Watanabe H., Maruno T., Ishii K., Uchiyama S.,
Song C.H., Murata K., Iino R., Ando T. // Nat. Com-
mun. 2018. V. 9. P. 2147. 
https://doi.org/10.1038/s41467-018-04587-w

148. Rizo A.N., Lin J.B., Gates S.N., Tse E., Bart S.M., Castel-
lano L.M., DiMaio F., Shorter J., South-worth D.R. //
Nat. Commun. 2019. V. 10. P. 2393.
https://doi.org/10.1038/s41467-019-10150-y

149. Majumder P., Rudack T., Beck F., Danev R., Pfeifer G.,
Nagy I., Baumeister W. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
2019. V. 116. P. 534–539. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1817752116

150. Lee S., Roh S.H., Lee J., Sung N., Liu J., Tsai F.T.F. //
Cell Rep. 2019. V. 26. P. 29–36. 
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2018.12.037

151. Zhang S., Mao Y. // Biomolecules. 2020. V. 10. P. 629. 
https://doi.org/10.3390/biom10040629

152. de la Pena A.H., Goodall E.A., Gates S.N., Lander G.C.,
Martin A. // Science. 2018. V. 362. P. eaav0725. 
https://doi.org/10.1126/science.aav0725

153. Fei X., Bell T.A., Jenni S., Stinson B.M., Baker T.A.,
Harrison S.C., Sauer R.T. // eLife. 2020. V. 9.
P. e52774. 
https://doi.org/10.7554/eLife.52774

154. Botos I., Lountos G.T., Wu W., Cherry S., Ghirlando R.,
Kudzhaev A.M., Rotanova T.V., de Val N., Tropea J.,



414

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 4  2022

КУДЖАЕВ и др.

Gustchina A., Wlodawer A. // Curr. Res. Struct. Biol.
2019. V. 1. P. 13–20. 
https://doi.org/10.1016/j.crstbi.2019.10.001

155. Li S., Hsieh K.Y., Su S.C., Pintilie G.D., Zhang K.,
Chang C.I. // J. Biol. Chem. 2021. V. 297. P. 101239. 
https://doi.org/10.1016/j.jbc.2021.101239

156. Shin M., Puchades C., Asmita A., Puri N., Adjei E.,
Wiseman R.L., Karzai A.W., Lander G.C. // Sci. Adv.
2020. V. 6. P. eaba8404. 
https://doi.org/10.1126/sciadv.aba8404

157. Shin M., Watson E.R., Song A.S., Mindrebo J.T.,
Novick S.J., Griffin P.R., Wiseman R.L., Lander G.C. //
Nat. Commun. 2021. V. 12. P. 3239. 
https://doi.org/10.1038/s41467-021-23495-0

158. Kereiche S., Kovacik L., Bednar J., Pevala V., Kunova N.,
Ondrovicova G., Bauer J., Ambro L., Bellova J., Kutejo-
va E., Raska I. // Sci. Rep. 2016. V. 6. P. 33631. 
https://doi.org/10.1038/srep33631

159. Coscia F., Löwe J. // FEBS Lett. 2021. V. 595. P. 2691–
2700. 
https://doi.org/10.1002/1873-3468.14199

160. Gesé G.V., Shahzad S., Pardo-Hernández C., Wrams-
tedt A., Falkenberg M., Hällberg B.M. // bioRxiv. 2021. 
https://doi.org/10.1101/2021.1106.1109.447696

161. Mohammed I., Schmitz K.A., Schenck N., Topitsch A.,
Maier T., Abrahams J.P. // bioRxiv. 2021.
https://doi.org/10.1101/2021.1107.1128.454137

162. Vieux E.F., Wohlever M.L., Chen J.Z., Sauer R.T., Ba-
ker T.A. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2013. V. 110.
P. 2002–2008. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1307066110

163. Brown B.L., Vieux E.F., Kalastavadi T., Kim S.R.,
Chen J.Z., Baker T.A. // Protein Sci. 2018. V. 28.
P. 1239–1251. 
https://doi.org/10.1002/pro.3553

ATP-Dependent Lon Proteases in the Cellular Protein Quality Control System
A. M. Kudzhaev*, A. G. Andrianova*, A. E. Gustchina**, I. V. Smirnov*, and T. V. Rotanova*, #

#Phone: +7(495)335-42-22; e-mail: tatyana.rotanova@ibch.ru
*Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,

ul. Mikluho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia
**Protein Structure Section, Center for Structural Biology, National Cancer Institute, Frederick, MD 21702, USA

The Protein Quality Control (PQC) system plays a leading role in maintaining the safety of the cellular pro-
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racteristics of molecular chaperones and energy-dependent proteases that form the PQC system, emphasiz-
ing the crucial role of proteins belonging to the AAA+ superfamily, with the focus on ATP-dependent Lon
proteases as a special family in the PQC. Similarities and differences among the enzymes of individual Lon
subfamilies are discussed in detail using up-to-date data, elucidating the structural features and unique mech-
anisms of functioning of these proteins.

Keywords: Protein Quality Control system, ААА+ proteins, molecular chaperones, ATP-dependent proteolysis,
Lon proteases, 3D structure, cryo-EM



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2022, том 48, № 4, с. 415–441

415

ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ ЗОНДЫ ДЛЯ ОБНАРУЖЕНИЯ ХЛОРНОВАТИСТОЙ 
КИСЛОТЫ В ЖИВЫХ КЛЕТКАХ1

© 2022 г.   В. Е. Реут*, И. В. Горудко*, Д. В. Григорьева*,
А. В. Соколов**, ***, О. М. Панасенко***, #

*Белорусский государственный университет, Беларусь, 220030 Минск, просп. Независимости, 4
**ФГБНУ “Институт экспериментальной медицины”, 

Россия, 197376 Санкт-Петербург, ул. Академика Павлова, 12
***ФГБУ “Федеральный научно-клинический центр физико-химической медицины” ФМБА России,

Россия, 119435 Москва, ул. Малая Пироговская, 1а
Поступила в редакцию 02.08.2021 г.

После доработки 12.10.2021 г.
Принята к публикации 22.11.2021 г.

Хлорноватистая кислота (HOCl) играет роль в иммунных (воспалительных) реакциях не только при
защите организма от патогенов, но и в силу высокой реакционной способности провоцирует разви-
тие и осложнение многих заболеваний. Актуальная задача – разработка высокочувствительных и
избирательных по отношению к HOCl биосенсоров, включая флуоресцентные зонды. Тем не менее
регистрация образования HOCl в биологических объектах сопряжена с рядом трудностей. Так, не-
стабильность используемых в настоящее время зондов или их цитотоксичность, а также возбужде-
ние флуоресценции в ультрафиолетовой области спектра или в полосах поглощения основных кле-
точных белков делают поиск новых хемосенсоров актуальной задачей на протяжении многих лет. В
данном обзоре рассмотрены вопросы классификации малых молекулярных зондов для регистрации
HOCl в биологических системах, а также обобщены результаты разработки хемосенсоров. Особое
внимание уделено достижениям в этой области за 2016–2021 гг. Сформулирован ряд проблем, каса-
ющихся конструирования и применения малых молекулярных зондов. Ввиду отсутствия “золотого
стандарта” среди хемосенсоров HOCl, что связано в том числе с коммерческой недоступностью ли-
бо сложными методами синтеза новых сенсоров, даны рекомендации по области применения упо-
мянутых хемосенсоров. Обозначены тенденции в разработке флуоресцентных хемосенсоров для
визуализации продукции HOCl в живых клетках.

Ключевые слова: флуоресценция, флуоресцентные зонды, активные формы кислорода, активные формы
галогенов, хлорноватистая кислота, хемосенсоры
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ВВЕДЕНИЕ
Активные формы кислорода (АФК), азота

(АФА) и галогенов (АФГ), вырабатываемые жи-
выми организмами, необходимы для обеспече-
ния различных биологических функций: межкле-
точного взаимодействия, внутриклеточной пере-
дачи сигналов, модуляции артериального
давления, контроля иммунной системы, фагоци-
тоза, регуляции активности ферментов и факто-
ров транскрипции, синтеза биологических соеди-
нений, процессов метаболизма и др. [1, 2]. Одна-
ко в силу высокой реакционной способности
данные соединения, модифицируя биологически
важные молекулы (нуклеиновые кислоты, белки,
липиды и др.), также вовлечены в патологические
процессы, такие как старение, диабет, нейродеге-
неративные и сердечно-сосудистые заболевания,
рак, катаракта, ревматоидный артрит, воспаление,
ишемические и постишемические патологии [3].
Среди АФГ хлорноватистая кислота (HOCl), выра-
батываемая миелопероксидазой (MPO, КФ
1.11.2.2) – ферментом, содержащимся в основном
в азурофильных гранулах нейтрофилов, в мень-
шем количестве в моноцитах, – участвует в реак-
циях как окисления, так и хлорирования и играет
особую роль в защите организма от внешних па-
тогенов [4, 5]. Стоит отметить, что значение рКa
HOCl составляет 7.5, т.е. при физиологическом
рН практически равные концентрации HOCl и
OCl– содержатся в водной среде, поэтому здесь и
далее под HOCl подразумевается смесь этих форм
(HOCl/OCl–) [6]. Повышение концентрации
MPO в плазме крови, избыточное образование
HOCl и хлорированных продуктов приводят к по-
вреждению собственных клеток и тканей организ-
ма. Многие воспалительные заболевания (напри-
мер, сердечно-сосудистые, нейродегенеративные,
атеросклероз, васкулит, фиброз, ревматоидный
артрит, некоторые виды рака и др.) сопровождают-
ся повышением количества и/или активности
MPO, ростом продукции HOCl и, как следствие,
выявлением в биологических жидкостях пациен-
тов с данными патологиями так называемых мар-

керов галогенирующего стресса (3-хлортирозина,
5-хлорурацила, α-хлоральдегидов, хлорирован-
ных белков и др.) [6, 7]. Ввиду исключительной
роли HOCl как в защите организма от патогенов,
так и в развитии патологий, исследование кине-
тики образования HOCl, ее локализации, меха-
низмов регуляции активности MPO, выявление
вклада MPO в развитие заболеваний – важные не
только фундаментальные, но и прикладные зада-
чи, направленные на профилактику, диагностику
и контроль за лечением заболеваний, ассоцииро-
ванных с воспалением.

Регистрация HOCl сопряжена с рядом трудно-
стей. HOCl обладает высокой реакционной спо-
собностью и малым временем жизни в биологи-
ческих средах. Так, константа скорости реакции
HOCl с аминокислотами цистеином и метиони-
ном превышает 107 М−1 с−1, а с гистидином, тау-
рином, α-аминогруппами – более 105 М−1 с−1 [8].
Также возможны реакции и с другими мишенями
(NH2-группами “полярных головок” фосфатидил-
этаноламина и фосфатидилсерина, ДНК,
двойными связями в белках и липидах), однако
они вряд ли будут играть решающую роль из-за
более низких скоростей реакции. Более того, фа-
гоциты генерируют также целый ряд других высо-
кореакционных соединений: АФК (  H2O2,
1O2, •OH, ROO• и др.), АФА (•NO, ONOOˉ, 
•NO2 и др.), а также АФГ (помимо HOCl может
образовываться HOBr, хлор-, бромамины и др.)
[3, 9]. Учитывая все это, становится ясным, что
для регистрации продукции HOCl в биологиче-
ских системах необходимы надежные, чувстви-
тельные и селективные инструменты обнаружения,
имеющие высокое пространственное и временное
разрешение. Таким мощным инструментом, соче-
тающим простоту манипуляций и доступность, вы-
ступает флуоресцентный анализ на основе синте-
тических зондов (хемосенсоров) [10, 11]. Несмот-
ря на то, что в последние годы разработано
множество хемосенсоров, способных регистри-
ровать HOCl и другие АФК, АФГ и АФА, такие
недостатки, как низкая стабильность, отсутствие
специфичности их реакций с окислителями или
сильное влияние восстановителей, а также цито-
токсичность делают поиск новых флуоресцент-
ных зондов, способных регистрировать HOCl в
биологических системах, по-прежнему актуаль-
ным направлением.

Большинство экспериментальных исследова-
ний и аналитических обзоров, посвященных дан-
ной тематике, сфокусированы на физико-хими-
ческих аспектах взаимодействия зондов с HOCl в
бесклеточной среде, а также перспективах разра-
ботки новых зондов [10–14]. Меньше внимания
уделено применению этих зондов для регистра-
ции HOCl в клеточных средах. Ввиду того, что ко-

2O ,−i

2NO ,−
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нечная цель разработки сенсоров – изучение
вклада HOCl в физиологические и патофизиоло-
гические процессы, скрининг лекарственных
препаратов, а также прогнозирование и диагно-
стика заболеваний, крайне важны исследования
возможности использования этих веществ в си-
стемах клеток/тканей/организма. В данном обзо-
ре собрана информация о наиболее перспектив-
ных малых молекулярных флуоресцентных зон-
дах, предназначенных для регистрации HOCl в
клеточных системах. Отметим также, что некото-
рые вопросы применения наночастиц и квантовых
точек для регистрации HOCl приведены в работах
[15–17] и не будут затронуты в данном обзоре.

ТИПЫ МОЛЕКУЛЯРНЫХ 
ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ ЗОНДОВ 

ДЛЯ РЕГИСТРАЦИИ HOCl
Выбор флуоресцентного зонда зависит от це-

лей исследования, а чувствительность и избира-
тельность зонда по отношению к аналиту (веще-
ству, содержание которого требуется оценить, в
нашем случае – HOCl) – зачастую определяющие
факторы выбора сенсора. В качестве количе-
ственной меры чувствительности зонда к HOCl
чаще всего используют предел обнаружения (ПО)
[18]. Математическое выражение для расчета ПО
выглядит так: 

ПО = 3σ/k,
где σ – стандартное отклонение интенсивности
флуоресценции раствора зонда в отсутствие HOCl,
k – тангенс угла наклона калибровочной кривой
зависимости интенсивности флуоресценции от

концентрации HOCl [19]. Под избирательностью
понимают предпочтительное взаимодействие зон-
да с HOCl по сравнению с прочими соединениями.
Чаще всего в экспериментальных статьях чувстви-
тельным зонд признают в случае, когда изменение
интенсивности его флуоресценции при действии
HOCl значительно больше, чем при действии
других присутствующих высокореакционных
соединений. Чувствительность и избиратель-
ность зонда могут ограничивать как используе-
мый химический механизм преобразования сен-
сора, так и тип преобразования флуоресцентно-
го ответа или использование конкретных
флуорофоров.

Классификация зондов по сайтам реакции

Разработка флуоресцентных зондов для реги-
страции HOCl основана на окислительно-восста-
новительных реакциях или реакциях замещения
между HOCl и хемосенсором. Примеры некото-
рых основных реакций HOCl с функциональны-
ми группами флуоресцентных зондов представ-
лены на рис. 1:

1) серосодержащие соединения окисляются
под воздействием HOCl с образованием сульфо-
натов, дисульфидов или сульфоксидов, селен- и
теллур-содержащие – до селен- и теллуроксидов
соответственно (рис. 1, 1) [20];

2) производные оксима окисляются HOCl до
альдегидов (рис. 1, 2) [21, 22];

3) гидразины и амиды хлорируются под дей-
ствием HOCl с последующим гидролизом в вод-

Рис. 1. Механизмы взаимодействия хемосенсоров с HOCl (R – флуорофор). Реакция HOCl: 1 – с X-содержащими со-
единениями (X = S, Se, Te; R' = H или алкил); 2 – с производными оксима; 3 – с гидразинами и амидами (R' = NH2);
4 – с Cu(I)-содержащими соединениями; 5 – с ненасыщенной углерод-углеродной связью; 6 – с производными п-меток-
сифенола (Х = О) и п-аминофенола (X = NR', R' = H или алкил). Адаптировано по данным работ [16, 22].
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ной среде и образованием карбонильных соеди-
нений (рис. 1, 3) [16, 22];

4) Cu(I) и другие металл-содержащие соедине-
ния окисляются под действием HOCl (рис. 1, 4),
на основе реакций такого типа для косвенного
обнаружения HOCl разработаны хемосенсоры,
чувствительные, например, к Cu(II) [22];

5) ненасыщенные углерод-углеродные связи
(–НС=СН–) подвергаются реакции электро-
фильного присоединения HOCl с образованием
изомеров хлоргидринов [6] и дальнейшему окис-
лению до более стабильных нехлорированных
карбонильных соединений (рис. 1, 5) [22];

6) производные п-метоксифенола и п-амино-
фенола окисляются HOCl с высвобождением
бензохинона и бензохинонимина соответственно
(рис. 1, 6) [16, 22, 23].

Классификация зондов по типу 
флуоресцентного ответа

Для регистрации HOCl важны флуоресцент-
ные свойства используемых зондов. Так, в ре-
зультате взаимодействия сенсора с аналитом ин-
тенсивность его флуоресценции может изменять-
ся следующим образом:

1) уменьшаться, такой тип зондов упоминает-
ся в литературе под названиями “turn-off” [10],
“on-off” [16], “negative” [24] (т.е. “выключения”,
“отрицательные”);

2) увеличиваться, такой тип зондов именуется
“turn-on” [13], “off-on” [16, 25], “positive” [24] (т.е.
“включения”, “положительные”);

3) убывать на одной и возрастать на другой
длине волны испускания или возбуждения флуо-
ресценции, наиболее часто встречаемое наиме-
нование таких зондов – “ratiometric” [16], реже

“switch” (т.е. “ратиометрические” или “переклю-
чения”).

Исторически первым появившимся типом хе-
мосенсоров были зонды “выключения”. Такие
молекулярные зонды обладают собственной флу-
оресценцией и теряют свои флуоресцентные
свойства при взаимодействии с HOCl (рис. 2а, 1).
Если хемосенсор не флуоресцирует или интен-
сивность флуоресценции крайне мала, а образу-
ющийся в результате реакции с HOCl продукт об-
ладает флуоресценцией, интенсивность которой
в разы превышает фоновый уровень, то его относят
к типу “включения” (рис. 2а, 2.1). “Включение”
зонда может происходить при непосредственном
окислении до флуоресцирующего продукта либо за
счет высвобождения заблокированного флуорофо-
ра. Возможна ситуация, когда зонд первоначально
нужно “активировать”, а уже затем при реакции с
аналитом он переходит во флуоресцирующую
форму – такая система получила название “двой-
ного замка” (рис. 2а, 2.2) [26]. Если при взаимо-
действии с HOCl происходит сдвиг спектрально-
го диапазона в спектрах возбуждения или испус-
кания, то такие зонды относятся к типу
“переключения” (рис. 2а, 3). Наиболее часто зон-
ды “переключения” характеризуются изменения-
ми в спектрах испускания.

Вместе с указанием типа датчика говорят и о
механизме (если он установлен) изменения его
флуоресцентных свойств: флуоресцентный резо-
нансный перенос энергии (FRET), фотоиндуци-
рованный перенос электронов (PET), внутримо-
лекулярный перенос заряда (ICT) или внутримо-
лекулярный перенос протонов в возбужденном
состоянии (ESIPT, рис. 2б) [27].

FRET – явление безылучательной передачи
энергии от донора “Д” к акцептору “A” (рис. 2б)
за счет дальнодействующих диполь-дипольных

Рис. 2. Типы и механизмы флуоресцентного ответа датчиков. (а) – Общий вид типов флуоресцентного ответа: 1 – “вы-
ключения”, 2.1 – “включения”, 2.2 – “двойного замка”, 3 – “переключения”; (б) – механизмы изменения флуорес-
центного ответа: 1.1 – FRET выкл, 1.2 – FRET вкл, 2.1 – a-PET, 2.2 – д-PET, 3 – ICT, 4 – ESIPT. “Ф” – флуорофор,
“Д” – донор, “А” – акцептор. С изменениями и дополнениями из работы P. Gao et al. [27]. Пояснения см. в тексте.
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взаимодействий. Эффективность FRET сильно
зависит от степени перекрытия спектров погло-
щения (возбуждения) “A” и испускания “Д”.
Процесс FRET до взаимодействия хемосенсора с
HOCl может быть как активным с последующей
инактивацией (FRET выкл – рис. 2б, 1.1), так и
заблокированным с последующей активацией
(FRET вкл – рис. 2б, 1.2). Зонды, сконструиро-
ванные по принципу FRET, могут относиться ко
всем трем типам (“включения”, “выключения” и
“переключения”), однако чаще всего использу-
ются в качестве зондов “переключения”, где и
“Д”, и “А” выступают флуорофорами [27, 28]. В
последние годы чаще стали появляться сведения
о новом механизме передачи энергии между “Д”
и “А”, аналогичном FRET, но лишенном некото-
рых его недостатков: не требуется эффективное
перекрытие спектров испускания “Д” и поглоще-
ния “А”, эффективность переноса не зависит
значительно от расстояния между “Д” и “А”, за
счет чего возрастает скорость безызлучательной
передачи энергии, и наблюдается большой псев-
достоксов сдвиг. Предполагается, что процесс пе-
редачи энергии идет через электронно-сопря-
женный жесткий линкер π-системы (фенильные
остатки, ацетилен, оксидазольный компонент) и
называется передачей энергии через связь
(through bond energy transfer, TBET), хотя сам ме-
ханизм еще не вполне изучен. Подробнее с этим
механизмом и зондами на его основе можно озна-
комиться, например, в обзоре Cao et al. [29].

PET – явление фотоиндуцированного перено-
са электронов, часто используемое при проекти-
ровании зондов типа “включения”. Зонды, в осно-
ве которых используется механизм PET, можно раз-
делить на а-PET и д-PET. a-PET представляет собой
процесс переноса электронов от возбужденного
флуорофора “Ф” к электронно-дефицитному “A”
(рис. 2б, 2.1), что вызывает тушение флуоресцен-
ции “Ф” и называется окислительным PET.
д-PET представляет собой перенос электронов от
“Д” к возбужденному “Ф” (рис. 2б, 2.2) и вызыва-
ет восстановление “Ф”, а также тушение флуо-
ресценции и называется восстановительным
PET. При реакции зонда с HOCl происходит сме-
щение энергетических уровней “Д” и “А” относи-
тельно друг друга (для д-PET – “Д” и “Ф”, для
a-PET – “А” и “Ф”), что приводит к блокировке
процесса PET и увеличению интенсивности флуо-
ресценции [27, 28].

Зонды, работающие по принципу ICT, в соста-
ве одной молекулы содержат “Д” и “A” электро-
нов на разных концах от “Ф” (рис. 2б, 3). Сам
флуорофор также может быть использован в ка-
честве “Д” или “А”. Возбужденное состояние
зонда обладает большим дипольным моментом
по сравнению с основным состоянием. Пере-
стройка сольватной оболочки приводит к сбли-
жению уровней энергии основного и возбужден-

ного состояний и флуоресценции с длиной волны
значительно большей, чем у возбуждающего из-
лучения. При реакции зонда с HOCl нарушается
первоначальное распределение электронной
плотности сенсора, что служит причиной изме-
нения эффективности процесса ICT. Уменьше-
ние эффективности ICT приводит к сдвигу в
синюю область спектра испускания флуоресцен-
ции, и наоборот, возрастание эффективности
ICT способствует сдвигу в красную область
спектра флуоресценции. На основе ICT чаще все-
го проектируют зонды типа “включения” и “пе-
реключения” [27, 28].

ESIPT относится к явлению переноса атомов
водорода (в основном от гидроксильных или ами-
ногрупп) от “Ф” к соседним гетероатомам (в ос-
новном к N, O или S) при лазерном возбуждении
(рис. 2б, 4). ESIPT обычно происходит в молеку-
лах с пяти- или шестичленным кольцом, которые
подвергаются процессу таутомеризации, сопро-
вождающемуся эмиссионными изменениями из-за
различий в структуре энергетических уровней тау-
томеров. Стратегия ESIPT может эффективно при-
меняться для конструирования зондов типа “пере-
ключения” [27, 30].

Стоит отметить, что использование зондов ти-
па “выключения” зачастую затрудняет регистра-
цию HOCl ввиду остаточного флуоресцентного
сигнала. Зонды типа “включения” и “переключе-
ния” обеспечивают лучшее пространственное
разрешение, и их применение более предпочти-
тельно. Сенсоры типа “переключения” удобны
для визуализации прореагировавшего и непроре-
агировавшего зонда, что помогает минимизиро-
вать ошибки, которые могут возникнуть из-за не-
однородности образца или неоднородности рас-
пределения зонда [31]. Однако часто наблюдается
малый сдвиг длин волн в спектрах испускания
или образование двух продуктов реакции с двумя
разными длинами волн возбуждения, что затруд-
няет применение зондов типа “переключения” на
практике. Кроме того, они, как правило, имеют
громоздкую структуру за счет использования не-
скольких флуорофоров, что ограничивает их при-
менение [32, 33].

Классификация зондов по типу флуорофора
Выбор подходящих низкомолекулярных флуо-

ресцентных зондов для обнаружения HOCl в био-
логических исследованиях может основываться
на разновидности их “ядра”, т.е. флуорофора. Су-
ществует несколько основных типов “ядер”: ку-
марин, флуоресцеин, родамин, 4,4-дифтор-4-
бор-3а,4а-диаза-s-индацен (бор-дипиррометен,
BODIPY), 1,8-нафталимид, цианин, триазолин
и др. [12, 13, 34]. Таким образом, выбор зонда может
быть сделан исходя из хорошо изученных химиче-
ских и фотофизических свойств флуорофора.



420

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 4  2022

РЕУТ и др.

ПРЕДПОСЫЛКИ К РАЗРАБОТКЕ 
СОВРЕМЕННЫХ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ 

ХЕМОСЕНСОРОВ
Первые флуоресцентные зонды для регистра-

ции продукции АФК в клетках, сконструирован-
ные по типу “выключения”, были крайне неспе-
цифичными. В дальнейшем целесообразным
представлялось конструирование более специ-
фичных хемосенсоров для регистрации HOCl.
Параллельно этот процесс сопровождался пере-
ходом к синтезу сенсоров типа “включения” и
“переключения”. В данном разделе представлен
ряд наработок в этой области.

Зонды “включения” и “выключения”

Хемосенсоры на основе родамина. В 2007 г.
группа ученых во главе с S. Kenmoku представила
HySOx – хемосенсор типа “включения” (λвозб =
= 552 нм; λисп = 575 нм), реализованный на основе
концепции “S-замка” (рис. 3) [35]. “Включение”
флуоресценции наблюдается после окисления сен-
сора под действием HOCl с разрывом S-содержаще-
го кольца и переходом зонда во флуоресцирую-
щую форму. HySOx – чувствительный и избира-
тельный флуоресцентный зонд для HOCl, кроме
того, интенсивность флуоресценции его продукта
практически не зависит от рН в диапазоне 6.5–
9.0. К недостаткам стоит отнести малый кванто-
вый выход и сильное перекрывание спектров по-
глощения и испускания [35]. В 2011 г. на основе
HySOx синтезирован ряд Si-содержащих анало-
гов (MMSiR и его более гидрофобное производ-
ное wsMMSiR, рис. 3), интенсивность флуорес-
ценции которых возрастает при реакции с HOCl в
ближней инфракрасной области спектра (λвозб =
= 652 нм; λисп = 770 нм) [36]. HySOx и его моди-
фикации были успешно апробированы при визу-
ализации продукции HOCl в фагосомах нейтро-
филов, активированных опсонизированным зи-
мозаном [35, 36]. Также с их помощью была
выявлена продукция HOCl in vivo в модели пери-
тонита у мышей, который был вызван внутри-
брюшинной инъекцией зимозана и форбол-12-
миристат-13-ацетата (PMA) [36].

В 2011 г. группой X. Chen et al. был предложен
еще один структурный аналог HySOx – R-19S
(λвозб = 510 нм; λисп = 545 нм) (рис. 3) [37]. Этот
зонд типа “включения” показал хорошую чув-
ствительность и селективность обнаружения
HOCl с оптимумом рН ~ 6.0. С помощью данного
хемосенсора была выявлена продукция HOCl
нейтрофилами человека и мышей методами кон-
фокальной микроскопии и проточной цитомет-
рии, а также продукция HOCl в кишечном эпите-
лии Drosophila melanogaster, индуцируемая при пе-
роральном введении насекомым микробного
экстракта [37]. В 2015 г. был представлен зонд

RSTPP – еще один структурный аналог HySOx
типа “включения” (λвозб = 553 нм; λисп = 580 нм)
(рис. 3) [38]. Главная особенность этого зонда –
наличие катиона трифенилфосфония, который
обеспечивает проникновение RSTPP в митохон-
дрии клеток. Зонд показал высокую чувствитель-
ность и селективность, однако интенсивность
флуоресценции продукта стабильна в узком диа-
пазоне pH 6–7. Для апробации сенсора были ис-
пользованы макрофаги линии RAW264.7 (макро-
фаги мышей, зараженных вирусом лейкемии
Абельсона), в норме экспрессирующие MPO на
низком уровне [39], однако способные увеличи-
вать экспрессию фермента при действии ряда
стимулов, например, интерферона гамма (IFN-γ)
[40]. При помощи хемосенсора методом конфо-
кальной микроскопии была показана продукция
эндогенной HOCl в митохондриях макрофагов
RAW264.7, индуцируемая последовательной ин-
кубацией клеток с липополисахаридами (LPS) и
PMA. Также показана продукция HOCl клетками
RAW264.7 при их инкубации с Escherichia coli [38].

В 2009 г. группа ученых во главе с Y.K. Yang
предложила зонд типа “включения” на основе
родамина 6G – соединение (I) (рис. 3) [41]. В ис-
ходном состоянии соединение (I) находится в
нефлуоресцирующей спироциклической форме.
Остаток гидроксамовой кислоты – сайт для HOCl,
после реакции с которым происходит хлорирова-
ние и элиминирование HCl с образованием откры-
той формы родамина 19 (R19). Для данного хемо-
сенсора характерно малое время реакции (дости-
жение плато интенсивности флуоресценции
происходит за 20 с), большая чувствительность
(увеличение интенсивности флуоресценции на-
блюдалось уже при внесении 25 нМ HOCl) и вы-
сокая селективность по отношению к HOCl в
сравнении с другими основными АФК и АФА.
Однако рабочий диапазон pH оказался несколько
сдвинут в щелочную область (pH 7.5–10.0, макси-
мум при pH 9.0). Зонд был использован для визу-
ализации экзогенной HOCl при ее инкубации с
клетками рака легкого линии A549 и с эмбриона-
ми аквариумных рыб Danio rerio (семейство кар-
повых) [41].

В 2011 г. Z. Zhang et al. синтезировали гидразид
родамина 6G – хемосенсор типа “включения”
(рис. 3) [42]. В отличие от соединения (I), в дан-
ном хемосенсоре в качестве специфического сай-
та реакции выступает гидразидный фрагмент,
N-хлорирование которого при действии HOCl с
последующей элиминацией HCl приводит к вы-
свобождению R19 (λвозб = 500 нм; λисп = 550 нм).
К достоинствам этого зонда можно отнести высо-
кую чувствительность (ПО = 60 нМ), а также ши-
рокий диапазон линейного отклика (2–400 мкМ
HOCl при рН 7.4). Главные недостатки сенсора –
значительное увеличение интенсивности флуо-
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ресценции в присутствии ионов меди (Cu2+) и
сильный сдвиг оптимума рН работы зонда в сто-
рону низких значений pH 2–5, при которых зна-
чительно возрастает автофлуоресценция хемо-
сенсора. Гидразид родамина 6G был использован
для регистрации образования HOCl методом кон-
фокальной микроскопии в макрофагах линии
RAW264.7 при их инкубации с LPS и IFN-γ и по-
следующей активации PMA (система LPS/IFN-γ/
PMA) [42].

В 2015 г. эта же группа ученых предложила
нафтоилгидразид родамина 6G (RGNH), скон-
струированный на основе гидразида родамина 6G
с нафтоильным фрагментом в аминоположении
последнего (рис. 3) [43]. RGNH также относится
к зондам типа “включения”. Взаимодействие
RGNH с HOCl приводит к образованию флуорес-
центного R19 по механизму, аналогичному для гид-
разида родамина 6G (λвозб = 500 нм; λисп = 550 нм).
Введение нафтоильного фрагмента позволило
повысить избирательность и добиться более вы-
сокой чувствительности (ПО = 9 нМ) по сравне-
нию с гидразидом родамина 6G, однако рабочий
диапазон рН зонда оказался сильно сдвинут в ще-

лочную область (рН 9–12). RGNH был успешно
применен для регистрации методами конфокаль-
ной микроскопии и проточной цитометрии про-
дукции HOCl клетками линии RAW264.7 при их
стимуляции LPS/IFN-γ/PMA [43].

Из упомянутых выше зондов коммерчески до-
ступен только зонд HySOx, известный также как
BioTracker 574 Red HOCl Dye (Sigma-Aldrich,
США).

Хемосенсоры на основе флуоресцеина. Амино-
фенил флуоресцеина (APF) был разработан груп-
пой K. Setsukinai в 2003 г. [44]. Присоединение
обогащенного электронами фрагмента 4-амино-
фениларилэфира к молекуле флуоресцеина
(рис. 4) приводит к тушению его флуоресценции
за счет процесса PET. Показано, что APF при дей-
ствии •OH, HOCl/HOBr и ONOOˉ, а также в при-
сутствии систем пероксидаза хрена/H2O2 и
MPO/H2O2/Clˉ путем О-деарилирования превра-
щается в флуоресцеин, что сопровождается уве-
личением интенсивности флуоресценции (λвозб =
= 490 нм; λисп = 515 нм), т.е. выступает зондом ти-
па “включения”. ПО для •OH, ONOOˉ и HOCl

Рис. 3. Структурные формулы родамина и флуоресцентных зондов на его основе.
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составил 50 нМ [45]. APF используют для реги-
страции продукции HOCl и HOBr нейтрофилами
и эозинофилами методами конфокальной мик-
роскопии [44] и проточной цитометрии [46], а
большой квантовый выход и высокая чувстви-
тельность позволяют регистрировать продукцию
HOCl/HOBr в суспензии лейкоцитов, получен-
ной сразу же после гемолиза эритроцитов цель-
ной крови [46, 47]. Однако для оценки избира-
тельной роли HOCl относительно других АФК,
АФГ и АФА в превращение APF в флуоресцеин
необходимо использовать разностный подход с
применением структурного аналога APF – гид-
роксифенилфлуоресцеина (HPF), который реа-
гирует с теми же высокореакционными соедине-
ниями, что и APF, за исключением HOCl [44].

В 2007 г. J. Shepherd et al. предложили модифи-
кацию APF до сульфонафтоаминофенил флуо-
ресцеина (SNAPF), который также представляет
собой датчик типа “включения”. Отличительная
особенность SNAPF – сдвиг спектров возбуждения
и регистрации флуоресценции в ближнюю инфра-
красную область (λвозб = 614 нм; λисп = 676 нм) [48].

Данный зонд показал высокую селективность и
был использован для регистрации методом флуо-
ресцентной микроскопии продукции HOCl ней-
трофилами человека и макрофагами мышей,
трансгенных по гену, кодирующему MPO челове-
ка, при стимуляции клеток PMA. Кроме того, с
применением SNAPF было выявлено присут-
ствие HOCl в образцах артерий человека с атеро-
склеротическими бляшками, а также in vivo у мы-
шей с перитонитом, индуцированным тиоглико-
лятом [48].

Концепция “двойного замка” была реализова-
на группой Q. Xu в 2013 г. при конструировании
зонда типа “включения” FBS [49]. При реакции
FBS с H2O2, ONOO− или HOCl образуется слабо
флуоресцирующий продукт – FS, который, в
свою очередь, избирательно реагирует с HOCl с
высвобождением флуоресцеина (λвозб = 498 нм;
λисп = 523 нм) (рис. 4). Зонд чувствителен и селек-
тивен по отношению к HOCl в диапазоне рН 7–9.
FBS не окисляется до флуорофора под действием

 •NO, •OH, гидропероксидов и пероксильных2O ,−i

Рис. 4. Структурные формулы флуоресцеина и флуоресцентных зондов на его основе.
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радикалов. FBS был применен для визуализации
продукции НOCl в кишечнике дрозофилы при
оральном введении насекомым бактериального
экстракта [49].

Из упомянутых зондов на основе флуоресцеи-
на коммерчески доступны только APF и его
структурный аналог HPF (Sigma-Aldrich, США).

Хемосенсоры на основе BODIPY. В 2008 г.
Z.N. Sun et al. сконструировали зонд типа “вклю-
чения” HKOCl-1 (рис. 5) [50]. Увеличение интен-
сивности флуоресценции сенсора происходит
вследствие окисления 4-метоксифенола до бен-
зохинона в присутствии HOCl, что приводит к
потере способности остатка 4-метоксифенола ту-
шить флуоресценцию “ядра” BODIPY по меха-
низму PET (λвозб = 520 нм; λисп = 541 нм). Зонд об-
ладает высокой чувствительностью и избира-
тельностью, широким рабочим диапазоном
pH 5–8. HKOCl-1 использовали для регистрации
образования HOCl в системе MPO/H2O2/Clˉ, а
также в макрофагах линии RAW264.7 при их сти-
муляции LPS/IFN-γ/PMA [50, 51]. Однако в даль-
нейшем зонд не получил практического приме-
нения ввиду повторного окисления флуоресци-
рующего продукта с образованием нефлуо-
ресцирующего соединения [52].

В 2014 г. J.J. Hu et al. разработали ряд аналогов
HKOCl-1 (HKOCl-2a–c) с дополнительной защи-
той 4-метоксифенола двумя метильными группами
(рис. 5) [52]. Среди них HKOCl-2b (λвозб = 523 нм;
λисп = 545 нм) показал наиболее высокую селек-
тивность и чувствительность (ПО = 18 нМ) в от-
ношении HOCl. Для зондов HKOCl-2a и HKOCl-2b
характерно длительное время выхода на плато
интенсивности флуоресценции при их реакции с
HOCl (до 15 мин), в то время как для HKOCl-2c
этот показатель значительно ниже (3 мин). Тем
не менее величина флуоресцентного отклика для
HKOCl-2c в 3 раза меньше таковой по сравнению
с HKOCl-2а и HKOCl-2b. По совокупности пара-
метров HKOCl-2b был выбран как самый пер-
спективный и применен для регистрации мето-

дом конфокальной микроскопии продукции HOCl
в клетках линии RAW264.7 при их стимуляции
PMA или зимозаном. Также с использованием
данного зонда впервые была показана продукция
HOCl в дифференцированных клетках линии
THP-1 (моноциты человека с острым моноцитар-
ным лейкозом, экспрессирующие MPO на низ-
ком уровне [53]) при их стимуляции PMA или зи-
мозаном [52].

Зонд типа “выключения” на основе BODIPY с
гидроксиметильной группой в мезо-позиции был
представлен группой L. Gai в 2013 г. (соединение
(II), рис. 5) [54]. “Выключение” флуоресценции
зонда (λвозб = 480 нм; λисп = 525 нм) происходит за
счет превращения гидроксиметильной группы в
формильную в результате реакции окисления в
присутствии HOCl. Сенсор продемонстрировал
хорошую избирательность в отношении HOCl по
сравнению с •OH,  H2O2, •NO. Данный зонд
был протестирован на клеточной линии адено-
карциномы протоков молочной железы человека
MCF-7 при экзогенном введении HOCl в культу-
ральную среду [54].

В 2013 г. M. Emrullahoglu et al. предложили зонд
типа “включения” на основе “ядра” BODIPY с
внедренной группой альдоксима (BODIPY-OX)
(рис. 5) [55]. При действии HOCl образуется флуо-
ресцирующий нитрилоксид BODIPY-CNO
(λвозб = 470 нм; λисп = 529 нм). Зонд показал высо-
кую чувствительность (ПО = 500 нМ) и селектив-
ность, но интенсивность флуоресценции
BODIPY-CNO сильно зависит от рН (оптимум
при рН 8.0). В дальнейшем было показано, что
BODIPY-CNO нестабилен и разлагается на ком-
поненты, которые не удалось идентифицировать,
что сделало невозможным применение зонда для
регистрации образования HOCl в клеточной сре-
де [55].

В этом же году S. Liu совместно с S. Wu пред-
ставили селен-содержащий зонд типа “включе-
ния” HCSe (рис. 5). Изначально флуоресценция
HCSe блокируется за счет процесса PET. После

2O ,−i

Рис. 5. Структурные формулы BODIPY и флуоресцентных зондов на его основе.
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окисления HCSe при действии HOCl образуется
оксид селена (HCSeО), в котором PET заблоки-
рован, что приводит к увеличению интенсивно-
сти флуоресценции (λвозб = 510 нм; λисп = 526 нм).
Зонд характеризуется высокой чувствительностью
и селективностью, быстрым ответом, оптимум
работы сенсора лежит в диапазоне pH 6–8. HCSe
был использован для регистрации образования
HOCl в клетках линии RAW264.7, стимулирован-
ных PMA [56].

Из вышеперечисленных зондов в настоящий
момент производится и доступен к приобрете-
нию только HKOCl-1 (Molbase (Shanghai) Bio-
technology Co. Ltd, Китай).

Переход к концепции зондов “переключения”
В 2009 г. группой W. Lin впервые для регистра-

ции HOCl был предложен зонд типа “переключе-
ния”. В основе функционирования данного сен-
сора лежит превращение оксима в альдегид под
действием HOCl. Однако оптимум работы зонда
находится в щелочной области (pH > 9), из-за че-
го зонд непригоден для регистрации продукции
HOCl в клеточных системах [21]. В 2012 г. эта же
группа ученых в качестве основы для зондов “пе-
реключения” предложила стратегию циклизации
родамин-тиосемикарбазидов до родамин-окса-
диазолов при действии HOCl [31]. Так был создан
родамин-кумариновый сенсор (соединение (III),
рис. 6), в котором “переключение” интенсивности
флуоресценции с кумаринового (λвозб = 414 нм;
λисп = 473 нм) на родаминовый (λвозб = 414 нм;
λисп = 594 нм) каналы осуществляется за счет
FRET (λвозб = 414 нм; λисп = 594/473 нм). Зонд по-
казал высокую избирательность и чувствитель-
ность к HOCl (ПО = 52 нМ), быстрый выход ин-
тенсивности флуоресценции на плато (в течение
3 мин). При этом изменение флуоресценции зонда
сильно зависит от pH (оптимум работы при рН 6.0).
Этот родамин-кумариновый сенсор был успешно
применен для регистрации продукции HOCl
клетками линии RAW264.7 при их стимуляции
LPS/PMA [31].

В 2013 г. группой L. Long был предложен зонд
HRS1 [57]. Он содержит флуорофоры на основе
кумарина и родамина, связанные между собой
диацилгидразином, выступающим сайтом реак-
ции с HOCl. HRS1 характеризуется флуоресцен-
цией в области спектра, характерной для кумари-
на (λвозб = 410 нм; λисп = 501 нм). После реакции
HRS1 с HOCl происходит высвобождение как ку-
маринового, так и родаминового фрагментов. Та-
ким образом, сенсор можно рассматривать как
зонд типа “переключения” по кумарину (λвозб =
= 410 нм; λисп = 464/501 нм), так и “включения”
по родамину (λвозб = 554 нм; λисп = 578 нм). Зонд
показал высокую селективность и чувствитель-

ность к HOCl (ПО = 24 нМ) в бесклеточной среде,
быстрый выход на плато интенсивности флуорес-
ценции (в течение 1 мин). Тем не менее HRS1 не
получил дальнейшего применения из-за необхо-
димости учитывать присутствие обоих флуоро-
форов с разными каналами возбуждения флуо-
ресценции [57].

Y. Zhang et al. в 2014 г. предложили еще один
родамин-кумариновый зонд типа “переключе-
ния” (соединение (IV), рис. 6). Как и у HRS1, ди-
ацилгидразин выступает в качестве сайта реакции
с HOCl. Процесс “переключения” происходит по
механизму FRET (λвозб = 410 нм; λисп = 580/470 нм).
Сенсор характеризуется избирательностью в от-
ношении HOCl, а также быстрым ответом, одна-
ко в качестве недостатков необходимо отметить
высокий ПО HOCl (170 мкМ) и сильную зависи-
мость интенсивности флуоресценции от pH (оп-
тимум при pH 9.3). Помимо этого, продукт реак-
ции зонда с HOCl (кумарин-родаминовая кисло-
та) подвергается хлорированию с последующей
циклизацией при действии HOCl, что приводит к
блокировке FRET и увеличению флуоресценции
в канале регистрации кумарина. Хемосенсор был
применен для регистрации продукции HOCl
клетками линии RAW264.7 при их стимуляции
LPS [58].

Группа во главе с L. Wang в 2014 г. синтезиро-
вала зонд “переключения” на основе кумарина
(соединение (V), рис. 6) [59]. В качестве сайта рас-
познавания в этом сенсоре впервые был исполь-
зован N-алкилпиридиний, который окисляется
под действием HOCl до N-алкилпиридона. При
этом происходит блокировка процесса ICT, что
сопровождается сдвигом длин волн в спектре ис-
пускания (λвозб = 420 нм; λисп = 488/631 нм) в си-
нюю область. Зонд характеризуется высокой се-
лективностью, сравнительно высокой чувстви-
тельностью к HOCl (ПО = 93 нМ) и малым
временем реакции, однако интенсивность флуо-
ресценции сильно зависит от pH (оптимум при
рН 7.5–11.0). Зонд был использован для определе-
ния концентрации HOCl в образцах воды рек, а
также для регистрации продукции HOCl в клет-
ках линии RAW264.7 при их активации PMA.

В 2015 г. S. Goswami et al. предложили зонд
TAM на основе трифениламина в качестве сенсо-
ра типа “переключения” для обнаружения HOCl
(рис. 6) [60]. Диаминомалеонитрил (DAMN, рис. 6)
связан с основой зонда через иминогруппу, кото-
рая служит сайтом реакции с HOCl. После окис-
ления TAM под действием HOCl происходит от-
щепление фрагмента DAMN, что сопровождает-
ся сдвигом в спектре испускания флуоресценции
зонда (λвозб = 430 нм; λисп = 485/630 нм) в синюю
область. Для зонда характерна высокая чувстви-
тельность (ПО = 70 нМ), селективность и малое
время реакции с HOCl (выход на плато за 100 с),
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большой квантовый выход (0.86) и широкий рабо-
чий диапазон рН (2.0–10.5). Однако данный сенсор
характеризуется сильным сольватохромизмом
(сдвигом спектров испускания флуоресценции в за-
висимости от полярности растворителя). TAM был
использован для регистрации методом конфокаль-
ной микроскопии экзогенной HOCl в мононуклеар-
ных клетках периферической крови человека [60].

Ни один из упомянутых зондов типа “пере-
ключения” не доступен для приобретения.

ПОСЛЕДНИЕ ДОСТИЖЕНИЯ 
В РАЗРАБОТКЕ МАЛЫХ МОЛЕКУЛЯРНЫХ 

ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ ЗОНДОВ
ДЛЯ РЕГИСТРАЦИИ HOCl

В последние годы идет активная работа по
конструированию малых молекулярных зондов
для регистрации HOCl на основе известных флуо-
рофоров с различными модификациями для до-
стижения заданных свойств. Так, особый интерес
представляют зонды не только с высокой селек-
тивностью и чувствительностью, но и с быстрым
ответом для возможности исследования образо-
вания HOCl кинетически. Также усилия ученых

сосредоточены на возможности двухфотонного
возбуждения зондов и/или регистрации их флуо-
ресценции в ближнем инфракрасном диапазоне.
Большой толчок в развитии получили сенсоры
типа “переключения”.

Зонды на основе кумарина

В начале 2018 г. группа ученых во главе с Z. Liu
предложила зонд типа “выключения” CMOS на
основе кумарина (рис. 7) [61]. 1,3-Оксотиолан
служит в качестве сайта реакции с HOCl. “Вы-
ключение” интенсивности флуоресценции
(λвозб = 405 нм; λисп = 480 нм) происходит вслед-
ствие образования нефлуоресцирующего продукта
окисления CMOS под действием HOCl – CMCHO.
Также показано, что в присутствии цистеина или
гомоцистеина (Cys/Hcy) CMCHO подвергается
тиоацеталированию с образованием CMCys или
CMHcy (рис. 7), что сопровождается медленным
увеличением интенсивности флуоресценции на
длине волны, характерной для CMOS. Таким об-
разом, данный зонд – пример перехода типа
“включение”–“выключение”–“включение”. CMOS
характеризуется быстрым откликом (5 с), высо-

Рис. 6. Структурные формулы ратиометрических флуоресцентных зондов.
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кой чувствительностью (ПО = 21 нM) и селектив-
ностью, оптимум работы зонда наблюдается в
диапазоне pH 4.0–6.5. Зонд был использован для
визуализации экзогенной HOCl в клетках рака
яичников (SKVO-3). Методом конфокальной
микроскопии было показано уменьшение интен-
сивности флуоресценции CMOS в клетках SKVO-3
при внесении HOCl, а также восстановление ин-
тенсивности флуоресценции в присутствии
Cys/Hcy. Исходя из полученных данных, авторами
был сделан вывод о возможности использования
CMOS для изучения процессов окисления и восста-
новления тиолов в биологических системах [61].

В 2019 г. L. Jin et al. предложили сразу два хемо-
сенсора типа “переключения” и “включения” с
“ядром” кумарина – BCO и BETC соответствен-
но (рис. 7) [62]. В основе механизма “переключе-
ния” BCO (λвозб = 372 нм; λисп = 430/460 нм) и
“включения” BETC (λвозб = 350 нм; λисп = 440 нм)
лежит окисление связей C=O (в случае BCO),
C=O и C=N (в случае BETC) при действии HOCl
с образованием общего конечного продукта
(NOA, рис. 7). Оба зонда показали высокую чув-
ствительность (ПО = 154 нМ для BCO и 32 нМ для
BETC) и избирательность к HOCl. Однако BCO
обладает малым сдвигом длин волн испускания

флуоресценции, что затрудняет его применение.
Хемосенсоры были использованы для визуализа-
ции экзогенной HOCl в клетках гепатоцеллюляр-
ной карциномы человека (HepG2) методом кон-
фокальной микроскопии [62].

В начале 2020 г. группа L. Shi представила зонд
типа “переключения” на основе кумарина –
CSN, в котором DAMN был выбран в качестве
сайта реакции с HOCl [63]. “Переключение” зон-
да (λвозб = 413 нм; λисп = 470/640 нм) происходит
благодаря реакциям окисления и циклизации
DAMN в присутствии HOCl. Зонд характеризует-
ся большим синим сдвигом, высокой чувстви-
тельностью (ПО = 94 нМ) и селективностью к
HOCl, оптимум интенсивности флуоресценции
зонда наблюдался в диапазоне pH 6.6–8.6. Недо-
статок CSN – слабая фотостабильность (значи-
тельное изменение флуоресцентных характери-
стик CSN наблюдалось спустя 30 мин после нача-
ла облучения зонда ксеноновой лампой).
Несмотря на это, было показано постепенное
усиление интенсивности флуоресценции зонда в
синем канале регистрации по отношению к крас-
ному каналу в клетках HeLa (клетки раковой опу-
холи шейки матки) после инкубации с HOCl. Хе-
мосенсор также был успешно применен для реги-

Рис. 7. Структурные формулы новых флуоресцентных зондов на основе кумарина.
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страции продукции HOCl клетками RAW264.7
при их стимуляции LPS методом конфокальной
микроскопии [63].

Ни один из указанных в данном подразделе
зондов на основе кумарина не доступен для при-
обретения.

Зонды на основе флуоресцеина

В 2016 г. J. Hu et al. предложили модификацию
зонда HPF с внедрением в него двух атомов хлора
в орто-положении (2,6-дихлорфенольный
фрагмент) – HKOCl-3 (рис. 8) [64]. PET обеспе-
чивает низкий фоновый уровень флуоресцен-
ции HKOCl-3. “Включение” датчика происходит
за счет реакции окислительного O-деарилирования
2,6-дихлорфенола (λвозб = 490 нм; λисп = 527 нм).
HKOCl-3 обладает крайне высокой чувствитель-
ностью (ПО = 0.33 нМ), селективностью и быст-
рым ответом на HOCl; его недостаток – сильная
зависимость интенсивности флуоресценции про-
дукта от pH среды (оптимум достигается в узком
диапазоне pH 7.0–7.5). Хемосенсор был исполь-
зован для регистрации методом конфокальной
микроскопии продукции HOCl в клетках линий
RAW264.7 и THP-1, нейтрофилах человека, а так-
же в клетках микроглии мышей (BV-2, экспрес-
сирующих MPO при воздействии ряда стимулов
[65, 66]) при стимуляции PMA. Помимо этого,
HKOCl-3 подходит для регистрации продукции
эндогенной HOCl методом проточной цитомет-
рии и при помощи спектрофлуориметра. Данный
зонд эффективен также во флуоресцентной мик-
роскопии при регистрации продукции эндоген-
ной HOCl in vivo в живых интактных эмбрионах
аквариумных рыб Danio rerio на разных стадиях их
развития [64].

В 2016 г. группа R. Zhang представила хемосен-
сор типа “включения” FHZ на основе флуоресце-
ина (рис. 8) [67]. Зонд имеет два сайта реакции:
для •OH и для HOCl. В присутствии только •OH
происходит гидроксилирование одного из шести-
членных ароматических колец с последующим
его разрывом, а также разрыв пятичленного коль-
ца FHZ с образованием конечного продукта FOBA
(рис. 8). В присутствии только HOCl реакция идет
без разрыва шестичленного ароматического
кольца с образованием продукта F-TEG (рис. 8).
Ввиду спектральных различий образующихся
продуктов возможна одновременная регистрация
увеличения интенсивности флуоресценции при
действии •OH и HOCl в разных каналах: в синем
(λвозб = 410 нм; λисп = 486 нм) для •OH и в зеленом
(λвозб = 490 нм; λисп = 520 нм) для HOCl. FHZ в те-
чение 2–3 мин реагирует с присутствующими од-
новременно •OH и HOCl с увеличением интен-
сивности флуоресценции в 19 раз в синем канале
и в 35 раз – в зеленом канале. В случае с HOCl по-

казано, что “включение” флуоресценции проис-
ходит за счет блокирования процесса PET [67,
68]. FHZ избирателен в отношении •OH и HOCl
и был протестирован на клетках HeLa при экзо-
генном внесении окислителей и на клетках
RAW264.7 при их активации PMA. Показано, что
FHZ распределяется как в цитоплазме, так и в
митохондриях клеток. Продемонстрирована вы-
сокая биосовместимость зонда. Так, на живых
эмбрионах аквариумных рыб Danio rerio было по-
казано избирательное накопление спонтанно об-
разующихся •OH и HOCl в органах (кишечник,
печень, пронефрос) с течением времени [67].

В 2019 г. группа J. Lv представила два зонда ти-
па “включения” на основе флуоресцеина – FN-1
и FN-2 (рис. 8) [69]. Оба зонда были получены пу-
тем конденсации аминогрупп 1,8-диаминонафта-
лина с альдегидными группами моно- (в случае
FN-1) или бис- (в случае FN-2) альдегида флуо-
ресцеина. Азот полученной при этом иминогруп-
пы (–NH–) выступает мишенью для HOCl. При
реакции зондов с HOCl образуются моно- и бис-
альдегид флуоресцеина (для FN-1 и FN-2 соответ-
ственно). Реакция сопровождается “включением”
флуоресценции флуоресцеина (λвозб = 490 нм;
λисп = 529 нм) за счет блокировки PET. Кванто-
вый выход флуоресценции продуктов реакции
зондов с HOCl в 3–4 раза ниже, чем у флуоресце-
ина. FN-1 по сравнению с FN-2 обладает боль-
шим фоновым уровнем флуоресценции и мень-
шей скоростью реакции с HOCl. Оптимальный
диапазон работы достигается при pH 7–10 для
FN-1 и рН 6–10 для FN-2. Оба сенсора более спе-
цифичны, но менее чувствительны по отноше-
нию к HOCl по сравнению с APF (ПО = 210 и
230 нМ для FN-1 и FN-2 соответственно). FN-1 и
FN-2 были использованы для регистрации про-
дукции HOCl при экзогенном внесении H2O2 к
клеткам HeLa, предварительно проинкубирован-
ными с NaCl и MPO [69].

Из указанных в данном подразделе зондов на
основе флуоресцеина доступны к приобретению
зонды HKOCl-3 (MedChemExpress, США) и FHZ
(Sigma-Aldrich, США).

Зонды на основе феноксазина

В 2016 г. краситель феноксазинового ряда –
целестиновый синий В (CB) – был предложен в
качестве зонда типа “включения” для регистра-
ции продукции HOCl (рис. 9) [70]. Фоновая
флуоресценция CB в видимой области спектра
практически не наблюдается, реакция с HOCl
приводит к образованию гликоля CB (рис. 9) [71].
Реакция CB с HOCl сопровождается увеличением
интенсивность флуоресценции в оранжевой об-
ласти спектра (λвозб = 460 нм; λисп = 590 нм). Зонд
характеризуется избирательностью в отношении
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HOCl, HOBr, а также галогенированных произ-
водных таурина и белков. Хемосенсор обладает вы-
сокой чувствительностью к HOCl (ПО = 32 нМ),
фотостабильностью, высокой скоростью реакции
(плато интенсивности флуоресценции достигает-
ся в течение 30 с) и большим стоксовым сдвигом.
Существенное увеличение интенсивности флуо-
ресценции (в ~100 раз) наблюдается в диапазоне
рН 7.0–7.5, а фоновый уровень флуоресценции
низок и практически не изменяется в диапазоне
рН 2.2–8.0. С использованием CB методами про-
точной цитометрии и конфокальной микроско-
пии показана продукция HOCl нейтрофилами че-
ловека при их стимуляции PMA [70]. Помимо это-
го, CB может использоваться для кинетического
анализа продукции HOCl в суспензиях нейтрофи-
лов, активированных PMA, хемотаксическим пеп-
тидом N-формилметионил-лейцил-фенилалани-
ном и растительными лектинами с различной уг-
леводной специфичностью (в присутствии
цитохалазина B). Хемосенсор был успешно опро-
бован при исследовании влияния лекарственных

препаратов на продукцию HOCl нейтрофилами
человека [70–72].

В 2019 г. M.G. Choi et al. представили зонд типа
“включения” RT-1 на основе карбонодитиоатно-
го производного резоруфина (рис. 9) [73]. Гидро-
лиз карбонодитиоатного фрагмента при действии
HOCl приводит к высвобождению флуоресциру-
ющего резоруфина (λвозб = 550 нм; λисп = 587 нм).
Зонд показал высокую чувствительность (ПО =
= 2.18 нМ), избирательность к HOCl, однако от-
носительно невысокую скорость реакции с HOCl
(интенсивность флуоресценции достигала плато
в течение 3 мин). К недостаткам зонда следует от-
нести падение интенсивности флуоресценции
резоруфина в присутствии ионов брома и иода, а
также сильную зависимость отношения интен-
сивности флуоресценции резоруфина к интен-
сивности флуоресценции RT-1 от значения pH
среды (оптимум при pH 8.0). RT-1 был использо-
ван для визуализация экзогенной HOCl в клетках
линий RAW264.7 и HeLa [73].

Рис. 8. Структурные формулы новых флуоресцентных зондов на основе флуоресцеина.
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В 2020 г. группа J. Yang представила два зонда
типа “включения” BR-O [74] и BR-1 [75], имею-
щих N,N-диметилкарбонильный и N,N-диметил-
тиокарбонильный остатки в качестве сайтов ре-
акции с HOCl соответственно (рис. 9). Оба хемо-
сенсора окисляются HOCl с высвобождением
нестабильной восстановленной формы бис-диме-
тиламинофеноксазина, который быстро гидроли-
зуется и окисляется до конечного флуорофора –
оксазина 1 (λвозб = 610 нм; λисп = 670 нм). Оба зон-
да показали избирательность в отношении HOCl
по сравнению с АФК и АФА, достаточно быст-
рый ответ (плато интенсивности флуоресценции
достигается за 7 и 2.5 мин для BR-O и BR-1 соот-
ветственно), стабильность флуоресцентного сиг-
нала в диапазоне pH 5–8, а также высокую чув-
ствительность (ПО = 19 и 11 нМ для BR-O и BR-1
соответственно). Недостаток этих сенсоров –
сильное перекрывание спектров поглощения и
испускания (стоксов сдвиг составил 20 нм для
обоих зондов). BR-O и BR-1 показали увеличение
интенсивности флуоресценции при внесении эк-
зогенной HOCl в культуру клеток RAW264.7. Кро-
ме того, с помощью данных зондов выявлено
спонтанное образование HOCl в клетках острой

промиелоцитарной лейкемии человека (линия
HL-60, экспрессирующая MPO на высоком уров-
не [53]) и подавление этого процесса в присут-
ствии ингибитора MPO – гидразида 4-аминобен-
зойной кислоты [74, 75]. BR-1 был использован
для регистрации образования HOCl в модели арт-
рита коленного сустава мышей [75], индуциро-
ванного инъекцией мукополисахарида λ-карра-
гинана – известного индуктора артрита у крыс [76].

В этом же году группа ученых во главе с
W. Zheng представила две модификации зонда
BR-O: BC-2 и BC-3 (рис. 9) [77]. Мишень для
HOCl в этих сенсорах – атом углерода амидной
группы. Как и в случае BR-O и BR-1, взаимодей-
ствие BC-2 и BC-3 с HOCl приводит к разрыву
амидной связи с высвобождением восстановлен-
ного бис-диметиламинофеноксазина, который
затем быстро переходит в окисленную форму, что
сопровождается увеличением интенсивности
флуоресценции оксазина 1 (λвозб = 620 нм; λисп =
= 669 нм). BC-2 и BC-3 чувствительны (ПО = 20 и
11 нМ соответственно) и селективны в отноше-
нии HOCl по сравнению с АФК и АФА. При этом
увеличение интенсивности флуоресценции в
3 раза больше в случае взаимодействия HOCl с BC-3

Рис. 9. Структурные формулы феноксазина и новых флуоресцентных зондов на его основе.
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в сравнении с BC-2. Существенное улучшение
данных модификаций по сравнению с зондами
BR-O и BR-1 – уменьшение времени достижения
плато интенсивности флуоресценции после до-
бавления HOCl (30–50 с). BC-3 был использован
для регистрации спонтанной продукции HOCl в
клетках линии HL-60, а также в модели артрита у
мышей при инъекции λ-каррагинана [77].

Из указанных зондов на основе феноксазина
коммерчески доступен только зонд CB (Sigma-
Aldrich, США; Thermo Fisher Scientific, США).

Зонды на основе родола

Родол – гибридный флуорофор на основе флуо-
ресцеина и родамина (рис. 10) – и его производ-
ные (родафлуоры) также используются в качестве
флуоресцентных зондов для регистрации HOCl.
В 2018 г. группа Y. Zhang представила зонд типа
“включения” RO610 на основе родола [78].
DAMN был выбран в качестве сайта реакции.
При действии HOCl происходит отщепление
остатка DAMN, что сопровождается “включени-
ем” флуоресценции родола (λвозб = 535 нм; λисп =
= 577 нм). RO610 обладает высокой чувствитель-
ностью (ПО = 29 нМ), селективностью по отно-
шению к HOCl в сравнении с АФК и АФА, быст-
рым выходом кинетической кривой изменения
интенсивности флуоресценции на плато (в тече-
ние 30 с). Однако хемосенсор имеет небольшой
рабочий диапазон pH (7.0–8.5). RO610 был апро-
бирован для визуализации экзогенной HOCl на
клетках линии A549, а также при внутрибрюшин-
ной инъекции HOCl мышам. Помимо этого, была
показана возможность регистрации образования
эндогенной HOCl in vivo в модели перитонита у
мышей как при введении им зимозана, так и в
норме без дополнительной стимуляции [78].

В 2020 г. X. Bai et al. на основе родола предста-
вили зонд типа “включения” HKOCl-4 и его про-
изводные – HKOCl-4r и HKOCl-4m (рис. 10) [79].
Во всех трех зондах остаток 2,6-дихлорфенола
был использован в качестве сайта для реакции с
HOCl. Превращение сенсоров во флуоресцирую-
щую форму происходит за счет реакции О-деари-
лирования (λвозб = 530 нм; λисп = 557 нм). HKOCl-4
крайне чувствителен (ПО = 9 нM) и селективен в
отношении HOCl. Увеличение интенсивности
флуоресценции происходит быстро (плато дости-
гается в течение 30 с), однако наблюдается сильная
зависимость интенсивности флуоресценции от pH
(максимум при pH 8.0). HKOCl-4r и HKOCl-4m бы-
ли разработаны с целью улучшения проникновения
зонда в клетки и регистрации продукции HOCl в
митохондриях. Так, в HKOCl-4r введена группа
сложного диметилового эфира, которая может гид-
ролизоваться эстеразами клеток, а в HKOCl-4m
введен катионный митохондриально-нацелен-

ный фрагмент на основе трифенилфосфония
(рис. 10). Методом конфокальной микроскопии с
использованием HKOCl-4r было показано обра-
зование HOCl в клетках линии RAW264.7 при их
стимуляции PMA, а также LPS/IFN-γ, помимо
этого показано присутствие HOCl в тканях мозга
крыс с ишемическим повреждением. Методами
конфокальной микроскопии и проточной цито-
метрии с помощью HKOCl-4m была визуализи-
рована HOCl в митохондриях клеток линии
RAW264.7 при их стимуляции PMA или
LPS/IFN-γ [79].

Из указанных зондов на основе родола доступ-
ны к приобретению зонды HKOCl-4 и HKOCl-4m.

Зонды на основе 1,8-нафталимида

Несмотря на то, что 1,8-нафталимид и ранее
использовался для конструирования зондов для
HOCl, в последние годы его популярность воз-
росла. В 2017 г. группа во главе с J. Li синтезиро-
вала зонд типа “включения” на основе 1,8-нафтал-
имида – соединение (VI) (рис. 11) [80]. HOCl
окисляет гидроксильную группу данного зонда до
карбонильной, что сопровождается увеличением
интенсивности флуоресценции (λвозб = 414 нм;
λисп = 523 нм). Хемосенсор характеризуется относи-
тельно низкой чувствительность (ПО = 2.66 мкМ),
большим диапазоном линейной зависимости ин-
тенсивности флуоресценции от концентрации
HOCl (0.1–1.0 мМ), стабильностью в физиологи-
ческом диапазоне pH, хорошей селективностью и
высокой скоростью реакции с HOCl (плато изме-
нения интенсивности флуоресценции достигает-
ся в течение 3 с). Соединение (VI) было использо-
вано для визуализации экзогенной HOCl в клет-
ках линии A549 с помощью конфокальной
микроскопии [80].

В этом же году C. Liu et al. представили лизосо-
мо-нацеленный хемосенсор типа “включения”
PT-1 (рис. 11) [81]. 1,8-Нафталимид выступает в
качестве флуорофора, фенотиазиновый фраг-
мент – в качестве донора электронов, а морфоли-
новый фрагмент – в качестве лизосомо-нацелен-
ной группы. В результате реакции HOCl с атомом
серы в фенотиазиновом фрагменте происходит
блокировка процесса PET, что способствует уве-
личению интенсивности флуоресценции зонда
(λвозб = 460 нм; λисп = 535 нм). Зонд обладает вы-
сокими значениями таких параметров, как селек-
тивность, чувствительность (ПО = 0.88 нM) и
квантовый выход (0.57), а также быстрым откли-
ком (плато изменения интенсивности флуорес-
ценции достигается в течение 10 с), рабочий диа-
пазон pH соответствует кислой области, что не-
обходимо для регистрации HOCl в лизосомах
(pH 2–6). PT-1 был апробирован при регистра-
ции экзогенной HOCl в клетках линии L929 (ли-
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ния клеток подкожной соединительной ткани
мышей), а также эндогенной HOCl в клетках ли-
нии RAW264.7 при стимуляции LPS/PMA [81].

В начале 2020 г. C. Jiao et al. представили хемо-
сенсор типа “включения” NDS для регистрации
HOCl (рис. 11) [82]. В NDS нафталимид выступает
в качестве флуорофора, диметилтиокарбамат – в
качестве сайта реакции с HOCl, а морфолиновый
фрагмент обеспечивает проникновение зонда в
лизосомы. Предполагается, что HOCl реагирует с
атомом серы сенсора с последующим гидролизом
целевой группы. “Включение” интенсивности
флуоресценции зонда (λвозб = 420 нм; λисп =
= 525 нм) происходит благодаря процессу ICT.
NDS обладает высокой чувствительностью (ПО =
= 105 нМ), селективностью и скоростью реакции
с HOCl: плато изменения интенсивности флуо-

ресценции достигается в течение 16 с при реак-
ции NDS с HOCl в растворе и в течение 300 с при
реакции с HOCl, образующейся в системе
MPO/H2O2/Cl−. NDS был использован для реги-
страции образования HOCl в лизосомах клеток
HeLa при их стимуляции LPS/PMA [82].

В этом же году другая группа ученых во главе с
T. Yang разработала зонд типа “включения”
ER-NPA для регистрации HOCl в эндоплазмати-
ческом ретикулуме (рис. 11) [83]. В качестве флуо-
рофора был использован нафталимид, в качестве
сайта реакции с HOCl – п-аминофениловый
эфир, а в качестве целевой группы для эндоплаз-
матического ретикулума – метилсульфонамид.
Предполагается, что в ER-NPA PET обеспечивает
гашение флуоресценции нафталимида, а в при-
сутствии HOCl окисление и гидролиз эфирной

Рис. 10. Структурные формулы родола и новых флуоресцентных зондов на его основе.
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связи в ER-NPA приводит к отщеплению остатка
аминофенила и образованию гидроксильного ани-
она, что способствует процессу ICT и “включению”
флуоресценции (λвозб = 450 нм; λисп = 550 нм). Зонд
показал высокую чувствительность (ПО = 6.2 нМ) и
селективность, а также стабильность и высокий
уровень интенсивности флуоресценции при дей-
ствии HOCl в диапазоне pH 2–10. При реакции с
HOCl плато изменения интенсивности флуорес-
ценции достигается в течение 60 с. ER-NPA был
использован для регистрации экзо- и эндогенной
HOCl (при стимуляции LPS/PMA, а также туни-
камицином) в клетках HeLa методом конфокаль-
ной микроскопии в режиме двухфотонного воз-
буждения (λвозб = 800 нм; λисп = 550 нм). Данный
зонд показал эффективность также в случае реги-
страции экзо- и эндогенной HOCl (при стимуля-
ции LPS/PMA) in vivo в эмбрионах аквариумных
рыб Danio rerio [83].

В начале 2021 г. J. Xu et al. представили мито-
хондриально-нацеленный зонд типа “включе-
ния” – соединение (VII) [84]. Остаток нафтал-

имида использован в качестве флуорофора,
(2-аминоэтил)-тиомочевина – в качестве сайта ре-
акции, а кватернизованный пиридиновый фраг-
мент – в качестве митохондриально-нацеленной
группы. При взаимодействии с HOCl происходит
внутримолекулярная циклизация тиомочевин-
ной группы зонда, что сопровождается увеличени-
ем интенсивности флуоресценции (λвозб = 370 нм;
λисп = 488 нм). Зонд характеризуется избиратель-
ностью к HOCl по сравнению с другими активны-
ми формами, относительно высокой чувстви-
тельностью (ПО = 230 нМ), большим рабочим
диапазоном pH (pH 2–9), интенсивность флуо-
ресценции достигает плато в течение 60 с. Хемо-
сенсор был использован при визуализации экзо-
генной HOCl в митохондриях клеток линии PC-12
(клетки феохромоцитомы крысы), а также для ре-
гистрации образования эндогенной HOCl в клетках
линии RAW264.7 при их стимуляции PMA [84].

Ни один из указанных в данном подразделе
зондов не доступен для приобретения.

Рис. 11. Структурные формулы 1,8-нафталимида и новых флуоресцентных зондов на его основе.
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Иные малые молекулярные зонды

В 2016 г. группа ученых во главе с Y. Liu пред-
ставила гибридный зонд “переключения” на ос-
нове “ядер” BODIPY и родамина – BRT (рис. 12)
[85]. В отличие от предшественников, например,
HRS1 и соединения (IV) (рис. 6), атом кислорода
в родаминовом кольце заменен на атом серы. При
действии HOCl тиогидразид родамина переходит
в открытую форму, что сопровождается перено-
сом энергии по механизму FRET от BODIPY к
родамину (λвозб = 525 нм; λисп = 580/540 нм). Зонд
показал высокую чувствительность (ПО = 38 нM),
селективность, а также скорость реакции (выход
кинетической кривой изменения интенсивности
флуоресценции на плато достигался в течение 15 с)
в отношении HOCl по сравнению с другими
окислителями. Однако “переключение” интен-
сивности флуоресценции зонда сильно зависит
от pH (оптимум при pH 4.0–5.5). BRT был ис-
пользован для регистрации методом конфокаль-
ной микроскопии продукции HOCl клетками ли-
нии RAW264.7 при их активации LPS [85].

В 2018 г. группа во главе с G.J. Song синтезиро-
вала новый зонд типа “переключения” RPM
(рис. 12) [86]. В структуре хемосенсора в качестве
донора энергии использован имидазо[1,5-a]пи-
ридин, акцептора – модифицированный остаток
родамина. Зонд обладает собственной флуорес-
ценцией, характерной для имидазо[1,5-a]пири-
дина (λвозб = 400 нм; λисп = 462 нм). При реакции
с HOCl карбонильная группа в имидазо[1,5-a]пи-
ридине преобразуется в оксадиазол, что ослабля-
ет его способность принимать электроны. С дру-
гой стороны, происходит открытие кольца рода-
минового фрагмента, что в итоге приводит к
увеличению интенсивности флуоресценции в
оранжевой области спектра при сохранении флуо-
ресценции в синей области (λвозб = 400 нм; λисп =
= 587/462 нм). Авторы полагают, что подобный
эффект обусловлен комбинацией ICT и TBET.
RPM обладает высокой избирательностью по от-
ношению к HOCl, быстрым ответом (плато изме-
нения интенсивности флуоресценции достигает-
ся в течение 30 с), большим рабочим диапазоном
pH (5.5–8.0), в пределах которого эффективность
“переключения” максимальна и постоянна. Не-
достаток сенсора – сравнительно малая чувстви-
тельность (ПО = 2.08 мкМ). RPM был использо-
ван для визуализации методом конфокальной
микроскопии образования HOCl клетками линии
RAW264.7 при их стимуляции LPS [86].

Используя вышеописанный подход, H. Meng
et al. в 2019 г. сконструировали ратиометрический
зонд CR-Ly (рис. 12) [87]. “Ядра” кумарина и ро-
дамина были выбраны, соответственно, в каче-
стве донора и акцептора энергии, а морфолино-
вый фрагмент – в качестве лизосомо-нацеленной
группы. Механизм “переключения” CR-Ly и со-

единения (IV), описанного в подразделе о перехо-
де к концепции зондов “переключения” (рис. 6),
аналогичны. Диацилгидразин выступает в каче-
стве сайта реакции с HOCl, после взаимодействия
с которым родаминовый фрагмент претерпевает
превращение из спироциклической формы в
форму с раскрытым кольцом. При этом разбло-
кировка процесса FRET приводит к “переключе-
нию” флуоресценции с кумарина на родамин
(λвозб = 420 нм; λисп = 582/479 нм). CR-Ly характе-
ризуется крайне высокой чувствительностью
(ПО = 12 нM) и селективностью по отношению к
HOCl, относительно малым временем реакции
(плато изменения интенсивности флуоресцен-
ции достигается в течение 50 с). Соотношение из-
менения интенсивности флуоресценции макси-
мально и слабо зависит от рН в слабокислой обла-
сти (pH 4–6), что соответствует целям разработки
зонда для применения в лизосомах. Возможность
визуализации продукции HOCl в лизосомах была
показана на клетках линии RAW264.7 при их сти-
муляции LPS/PMA [87].

В 2018 г. D. Zheng et al. представили зонд типа
“включения” Dcp-EPtz на основе фенотиазин-ди-
цианоизофорона (рис. 12) [88]. Окисление атома се-
ры при действии HOCl приводит к образованию
альдегида в качестве продукта реакции, который ха-
рактеризуется интенсивностью флуоресценции в
красной области (λвозб = 475 нм; λисп = 618 нм) и
большим стоксовым сдвигом (>143 нм). Dcp-EPtz
обладает высокой селективностью в отношении
HOCl по сравнению с другими окислителями,
широким рабочим диапазоном pH 5–8. Однако
вследствие образования интермедиатов ради-
кальной природы интенсивность флуоресценции
продукта реакции нестабильна в течение первых
300 с после начала реакции. Dcp-EPtz был ис-
пользован для регистрации методом конфокальной
микроскопии экзогенной HOCl в клетках линии
L929 и продукции эндогенной HOCl в клетках ли-
нии RAW264.7 при их активации LPS/PMA [88].

В середине 2020 г. L. Liu et al. разработали и ре-
ализовали новый подход к регистрации базаль-
ной активности MPO [89]. В основу хемосенсора
типа “включения” FD-301 (рис. 12) положена
структура известного ингибитора MPO – гидра-
зида 4-аминобензойной кислоты, связанного с
помощью дибензоилгидразинового линкера с
флуорофором – метиленовым синим. FD-301
специфически связывается с MPO благодаря гид-
разидному фрагменту, однако стерические за-
труднения, вызванные наличием метиленового
синего, не приводят к ингибированию каталити-
ческой активности фермента. Мишенью реакции
выступает гидразидный остаток, окисление кото-
рого HOCl приводит к разрыву связи и высвобож-
дению флуорофора (λвозб = 620 нм; λисп = 686 нм).
FD-301 обладает высокой чувствительностью
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(ПО = 44 нМ) и скоростью реакции с HOCl (пла-
то изменения интенсивности флуоресценции до-
стигается за 10 с), широким рабочим диапазоном
pH 3–8, селективностью в отношении HOCl по
сравнению с другими окислителями. Хемосенсор
был успешно апробирован при визуализации эк-
зогенной HOCl в клетках линии RAW264.7, а так-

же спонтанной продукции эндогенной HOCl в
клетках линии HL-60. FD-301 был применен для
регистрации образования HOCl in vivo в модели
артрита, индуцированного инъекцией λ-карраги-
нана в голеностопный сустав мыши, и ex vivo в
модели язвенного колита мышей, индуцирован-
ного оральным приемом 5%-ного декстрана [89].

Рис. 12. Структурные формулы иных новых малых молекулярных флуоресцентных зондов.
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В 2018 г. L. Chen et al. предложили зонд типа
“включения” (соединение (VIII)) для обнаруже-
ния HOCl на основе флуоресцентного “ядра”
2-(2'-гидроксифенил)бензоксазола (рис. 12) [90].
DAMN был выбран в качестве сайта реакции с
HOCl. При реакции HOCl с зондом происходит
превращение иминогруппы в альдегидную. Реак-
ция сопровождается увеличением интенсивности
флуоресценции (λвозб = 360 нм; λисп = 435 нм) за
счет ингибирования PET. Зонд характеризуется
высокой чувствительностью, селективностью и
скоростью реакции (плато интенсивности флуо-
ресценции достигается в течение 30 с) в отноше-
нии HOCl. Хемосенсор был использован в режиме
двухфотонного возбуждения (λвозб = 740 нм) для ре-
гистрации образования HOCl в клетках линии
RAW264.7 при их стимуляции LPS/IFN-γ/PMA, а
также в срезах гиппокампа мыши при стимуля-
ции PMA [90].

В 2018 г. группа ученых во главе с S. Das пред-
ложила зонд “переключения” на основе хиноли-
на – HQMN (рис. 12) [91]. Как и у соединения
(VIII), DAMN служит в качестве сайта реакции с
HOCl. Полученный в ходе реакции зонда с HOCl
альдегид характеризуется значительным сдвигом
в синюю область максимума интенсивности флуо-
ресценции (λвозб = 370 нм; λисп = 468/572 нм). Зонд
показал высокую селективность в отношении
HOCl по сравнению с другими окислителями, а
также большой сдвиг максимума испускания при
действии HOCl (104 нм). Однако теоретический
предел обнаружения HOCl (ПО = 787 нМ) в ~10 раз
больше, чем у многих сенсоров, разработанных в
последние годы, а плато интенсивности флуорес-
ценции достигается в течение 100 с, что в ~3 раза
больше, чем у зондов феноксазинового ряда, зон-
дов на основе родола и др. С помощью HQMN по-
казано увеличение спонтанной продукции HOCl в
моноцитах больных сахарным диабетом по сравне-
нию с моноцитами здоровых доноров [91].

В 2018 г. J. Sun et al. предложили два флуорес-
центных зонда типа “включения” с бензофураза-
ном в качестве флуорофора – MeS-DMAB и
EtS-DMAB (рис. 12) [92]. Тиоэфирная группа окис-
ляется при действии HOCl до сульфоксида и сульфо-
новой группы для MeS-DMAB и EtS-DMAB соот-
ветственно, что приводит к увеличению интен-
сивности флуоресцентного сигнала за счет
активации процесса ICT (λвозб = 440 нм; λисп =
= 610 нм). Оба хемосенсора характеризуются
большим стоксовым сдвигом (170 нм), высокой
избирательностью в отношении HOCl, однако
время достижения плато интенсивности флуо-
ресценции после добавления HOCl составляет 30–
40 мин. Поскольку чувствительность EtS-DMAB
(ПО = 340 нМ) по отношению к HOCl выше в

сравнении с MeS-DMAB, он был использован
для регистрации методом конфокальной микро-
скопии экзогенной HOCl в клетках линии HeLa и
образования эндогенной HOCl в клетках линии
RAW264.7 при их активации LPS/IFN-γ/PMA [92].

В 2020 г. Y. Huang et al. предложил зонд двой-
ного действия NSSN для регистрации HOCl в ми-
тохондриях (рис. 12) [93]. Зонд содержит два бен-
зотиазольных фрагмента и один остаток п-метил-
фенола между ними. Реакция с HOCl протекает
по связи C=C, расположенной между орто-поло-
жением п-метилфенола и бензотиазола с после-
дующим отщеплением бензотиазольного фраг-
мента. При этом наблюдается “переключение”
интенсивности флуоресценции зонда с красной
на желтую область спектра (λвозб = 450 нм; λисп =
= 540/670 нм) предположительно за счет процес-
са ESIPT. При концентрации HOCl 30–70 мкМ
спектр испускания флуоресценции смещается в
красную область, и NSSN может быть использо-
ван в качестве зонда “включения” (λвозб = 450 нм;
λисп = 552 нм). Хемосенсор селективен в отноше-
нии HOCl, имеет низкий предел обнаружения
(ПО = 130 нМ), рабочий диапазон лежит в обла-
сти pH 7–10, однако время выхода на плато ин-
тенсивности флуоресценции составляет 5 мин.
NSSN был использован для визуализации экзо-
генной HOCl в митохондриях клеток HeLa, а так-
же при подкожной инъекции HOCl мышам [93].

В 2021 г. P. Luo совместно с X. Zhao представи-
ли зонд типа “включения” HDI-HClO (рис. 12)
[94]. Зонд содержит фрагменты индоленина, фе-
нола и, как и в некоторых других работах, N,N-
диметилтиокарбамат в качестве сайта реакции с
HOCl. При реакции хемосенсора с HOCl проис-
ходит активация ранее блокированного процесса
ICT, что приводит к “включению” зонда (λвозб =
= 440 нм; λисп = 520 нм). HDI-HClO продемон-
стрировал высокую селективность и чувствитель-
ность (ПО = 8.3 нM), быстрый выход на плато ки-
нетической кривой изменения интенсивности
флуоресценции (8 с), широкий рабочий диапазон
pH 7–10. При этом следует отметить незначи-
тельное влияние биологических тиолов на интен-
сивность флуоресценции зонда в режиме кинетиче-
ских исследований. HDI-HClO был апробирован
при визуализации экзогенной HOCl в клетках ли-
нии HeLa, а также эндогенной HOCl в макрофа-
гах RAW264.7 при их стимуляции LPS/PMA [94].

Ни один из указанных в данном подразделе
зондов не доступен для приобретения.

Краткая характеристика новых малых молеку-
лярных флуоресцентных зондов для регистрации
HOCl приведена в табл. S1 (см. дополнительные
материалы).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработка чувствительных, селективных и

биологически совместимых флуоресцентных
зондов с целью регистрации реакционных соеди-
нений, в том числе HOCl, в биологических объек-
тах вызывает интерес многих ученых, особенно
это стало заметно в последние 10 лет. За это время
было разработано множество зондов на основе
различных флуоресцентных “ядер”, групп распо-
знавания, типов и механизмов изменения интен-
сивности флуоресценции. Сами зонды стали бо-
лее специализированными и чаще применяемы-
ми для мониторинга образования HOCl с целью
изучения ее участия в физиологических и пато-
физиологических процессах, а также выяснения
роли этой молекулы в клеточной сигнализации.

В настоящем обзоре мы представили класси-
фикацию, стратегии обнаружения, а также дости-
жения в разработке флуоресцентных зондов для
обнаружения HOCl в биологических объектах.
Однако, несмотря на значительные успехи в этой
области, существует ряд ограничений использо-
вания флуоресцентных зондов вне зависимости
от их типа: 1) малый стоксов сдвиг, который при-
водит к потере чувствительности зонда вслед-
ствие поглощения испускаемого света;
2) меньшая скорость реакции сенсора с HOCl по
сравнению со скоростью реакции HOCl с функ-
циональными группами биомолекул, что затруд-
няет кинетические исследования функциональ-
ного ответа клеток на внешние стимулы; 3) слож-
ная процедура синтеза и, как следствие,
коммерческая недоступность, высокая стоимость
или низкая чистота продукта; 4) малый рабочий
диапазон рН и/или его сдвиг в кислотные или ще-
лочные области (за исключением случаев разра-
ботки зондов, нацеленных на определенную ор-
ганеллу клетки-мишени); 5) низкая стабильность
самого зонда (малое время хранения препарата)
и/или фотообесцвечивание флуоресцентного
продукта во время наблюдений; 6) влияние HOCl
и других АФК, АФГ и АФА на продукт реакции
зонда с HOCl; 7) малая селективность (высокая
степень влияния других АФК, АФГ и АФА, а так-
же ионов); 8) низкая чувствительность (большое
значение ПО) и т.д. [16].

В настоящее время получен ряд зондов, ли-
шенных большинства вышеперечисленных недо-
статков при их использовании в бесклеточных
средах. Однако данный факт не гарантирует до-
статочную чувствительность этого же зонда в кле-
точных культурах. Принимая во внимание специ-
фику клеточных систем, к зондам для регистрации
HOCl предъявляются некоторые дополнительные
требования.

1) В идеале сенсор должен позволять произво-
дить избирательную оценку образования HOCl во
внутри- или внеклеточных областях. Поэтому

при конструировании зонда должен быть соблю-
ден подходящий для конкретной задачи баланс
между гидрофобностью и гидрофильностью зон-
да в контексте проницаемости для мембран, удер-
жания в клетках и растворимости в физиологиче-
ских средах [14].

2) В качестве растворителя для сенсора идеаль-
но использование воды или буферного раствора с
физиологическим значением рН. В ряде случаев
допускаются малые добавки органического со-
растворителя. Большое содержание органиче-
ских растворителей может нарушать физико-хи-
мические свойства биомолекул и влиять на жиз-
неспособность клеток. Однако большинство
флуоресцентных зондов плохо растворимы в вод-
ных средах. В качестве растворителей или сорас-
творителей используют такие органические ве-
щества, как N,N-диметилформамид, диметил-
сульфоксид, ацетонитрил, этанол, глицерин [95].
Следует помнить, что часто используемый диме-
тилсульфоксид сам окисляется HOCl [96]. Чаще
других в качестве буферных растворов используют
фосфатно-солевой буфер, N-2-гидроксиэтилпипе-
разин-N'-2-этансульфоновую кислоту (HEPES),
2-амино-2-гидроксиметил-пропан-1,3-диол (Tris)
и др. [95]. Однако применение двух последних соеди-
нений нежелательно ввиду их реакции с HOCl [97].

3) Необходимо избегать сильного поглощения
зонда в ультрафиолетовой области, а также сов-
падения спектров поглощения и/или возбужде-
ния сенсора с полосами Соре основных белков
плазмы крови. Первую из этих проблем можно
обойти, если использовать режим двухфотонного
возбуждения хемосенсора, что, однако, не всегда
реализуемо.

4) Зонд должен быть нетоксичным для клеток
в используемых концентрациях на протяжении
всего периода измерений (в зависимости от ис-
пользуемых методов промежуток времени варьи-
руется от 30 мин до нескольких суток). При этом
желательно наличие у зонда высокого молярного
коэффициента поглощения, что дает возмож-
ность уменьшить его концентрацию, необходи-
мую для экспериментов, и, следовательно, сни-
зить вмешательство в изучаемые механизмы [14].

При разработке зонда, лишенного сразу не-
скольких недостатков, исследователи часто берут
за основу некоторое удачное решение с целью его
дальнейшей доработки. Так, среди тенденций в
разработке и применении малых молекулярных
зондов для регистрации HOCl можно отметить
частое использование DAMN в качестве мишени
для HOCl в составе сенсоров, например, в CSN
[63], RO610 [78], соединении (VIII) [90], HQMN
[91]. Новой ветвью стало использование зондов
на основе феноксазина (CB [70], RT-1 [73], BR-O
[74], BR-1 [75], BC-2 и BC-3 [77]), а также гибрид-
ного флуорофора родола (RO610 [78], HKOCl-4 и
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его производные [79]). Вызывает интерес страте-
гия одновременной регистрации нескольких ти-
пов окислителей, реализованная, например, в ра-
боте R. Zhang et al. [67] на примере зонда FHZ.

Наблюдается усложнение структуры зондов за
счет введения дополнительных мишеней для уве-
личения селективности и/или чувствительности
датчиков, а также более частое использование пар
донор–акцептор для создания зондов типа “пере-
ключения”. Общая тенденция – разработка зон-
дов с большим стоксовым сдвигом и регистрацией в
ближнем инфракрасном диапазоне (альтерна-
тивно – зондов с возможностью двухфотонного
возбуждения), совместимых с часто используемы-
ми длинами волн лазерного излучения (например,
488, 640, 750 нм и др.) [32, 33].

Из представленных в данном обзоре новых ма-
лых молекулярных зондов (табл. S1 в дополни-
тельных материалах), в зависимости от целей ис-
следования и исходя из данных, указанных авто-
рами статей, для регистрации HOCl подходят
следующие зонды:

1) по используемому методу регистрации HOCl:
а) для конфокальной микроскопии – все ука-

занные зонды;
б) для проточной цитометрии – HKOCl-3 [64],

CB [70–72], HKOCl-4r [79];
в) для исследования в суспензиях клеток с ис-

пользованием спектрофлуориметра – HKOCl-3
[64], CB [70–72];

г) для кинетических исследований образова-
ния HOCl (время реакции <1 мин) – все зонды,
кроме BCO и BETC (время реакции не определе-
но) [62], FN-1 и FN-2 [69], RT-1 [73], BR-O [74],
BR-1 [75], Dcp-EPtz [88], EtS-DMAB [92], NSSN
[93];

2) для регистрации продукции HOCl в клеточ-
ных органеллах:

а) в митохондриях – FHZ (в цитоплазме и ми-
тохондриях) [67], HKOCl-4m [79], соединение
(VII) [84], NSSN [93];

б) в лизосомах – NDS [82], CR-Ly [87];
в) в эндоплазматическом ретикулуме – ER-NPA

[83];
3) для регистрации образования HOCl:
а) in vivo – FHZ [67], BR-1 [75], BC-3 [77],

RO610 [78], ER-NPA [83], FD-301 [89], NSSN [93];
б) в срезах тканей – HKOCl-4r [79], соедине-

ние (VIII) [90];
4) использование ближнего инфракрасного диа-

пазона или режима двухфотонного возбуждения:
а) CSN – “переключение” из красной области

спектра в синюю (λисп = 470/640 нм) [63], NSSN –

“переключение” из красной области спектра в
желтую (λисп = 540/670 нм) [93];

б) возбуждение и испускание в красной обла-
сти спектра – BR-O [74], BR-1 [75] и BC-3 [77]
(λвозб = 610 нм; λисп = 670 нм), FD-301 (λвозб = 620 нм;
λисп = 686 нм) [89];

в) BRT – “переключение” из синей области
спектра в оранжевую с сохранением красной по-
лосы (λисп = 587/462 нм) [85];

г) возможность использования двухфотонного
возбуждения – соединение (VIII) (λвозб = 740 нм;
λисп = 435 нм) [90], ER-NPA (λвозб = 800 нм; λисп =
= 550 нм) [83].

К настоящему времени коммерчески доступ-
ны для приобретения следующие зонды: HKOCl-3
(CAS 2031170-80-4), FHZ (CAS 1883737-63-0), СВ
(CAS 1562-90-9), HKOCl-4 (CAS 2031170-85-9) и
HKOCl-4m (CAS 2031170-88-2).

В 2016–2021 гг. был достигнут несомненный
прогресс в разработке малых молекулярных флуо-
ресцентных зондов, а также их применении для
визуализации HOCl как in vitro, так и in vivo. Од-
нако многие проблемы, связанные с чувствитель-
ностью и селективностью зондов, скоростью их
реакции с HOCl (для кинетических исследова-
ний), малым стоксовым сдвигом, использовани-
ем органических растворителей, а также малой
фотостабильностью остаются актуальными и
сейчас. В связи с этим при выборе хемосенсора
для практического применения необходимо об-
ратить внимание на ту совокупность характери-
стик зонда, которая наиболее оптимально позво-
лит решить конкретно поставленную перед экс-
периментатором задачу. Кроме того, очень
небольшое количество разработанных хемосен-
соров доступно к непосредственному приобрете-
нию, что вызывает дополнительные затруднения
у исследователей, но вместе с тем открывает воз-
можность и необходимость дальнейшего кон-
струирования и синтеза новых зондов для реги-
страции HOCl.
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Fluorescent Probes for HOCl Detection in Living Cells
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Hypochlorous acid (HOCl) plays important role not only in immune system protecting the organism from
pathogens, but also, due to its high reactivity, provokes the development and complication of many diseases.
Therefore, the development of highly sensitive and selective for HOCl biosensors, including f luorescent
probes, for better understanding the roles of HOCl in living systems, is of a great importance. Nevertheless,
there are many difficulties, associated with HOCl registration in biological probes (chemo- and photostabi-
lity, cytotoxicity, f luorescence and absorption characteristics, selectivity, sensitivity etc.). Thus, the develop-
ment of new chemosensors has been relevant for many years. In this review, we describe classification of small
molecular probes for HOCl detection in biological systems, as well as summarize results of the development
of chemosensors, their photophysical properties, and biological applications. Particular attention is paid to
the achievements in this area over 2016–2021 years. A number of problems related to design and application
of small molecular probes were formulated. Due to the absence of a “gold standard” among the HOCl che-
mosenors, associated among others with the commercial unavailability or complex methods of synthesizing
new sensors, some recommendations are given on the field of chemosensors application mentioned. Trends
in the development of f luorescent chemosensors for HOCl visualization in living cells were outlined.

Keywords: fluorescence, fluorescent probes, reactive oxygen species, reactive halogen species, hypochlorous acid,
chemosensors
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Изучено взаимодействие антибактериального препарата левофлоксацина с липидным бислоем раз-
личного состава: 100%-ный дипальмитоилфосфатидилхолин и с добавлением 20% кардиолипина.
Для монокомпонентных липосом обнаружено заглубление левофлоксацина в приполярную об-
ласть на границе раздела фаз липид–вода. Установлена роль анионного липида в механизме взаи-
модействия активной молекулы с бислоем: левофлоксацин входит в микроокружение фосфатной
группы, вытесняя воду, и не продвигается вглубь гидрофобной части бислоя. Впервые проведено
изучение микроокружения левофлоксацина в липосоме методами ИК- и КД-спектроскопии. По-
добный подход на основе сочетания нескольких спектральных методов открывает перспективы ди-
зайна новых лекарственных свойств и возможности предсказания характера взаимодействия актив-
ных молекул с биомембранами для прогнозирования их эффективности и потенциальных побоч-
ных эффектов.

Ключевые слова: липосомы, фторхинолоны, левофлоксацин, ИК-спектроскопия, КД-спектроскопия
DOI: 10.31857/S0132342322040145

ВВЕДЕНИЕ

Как в России, так и в мире актуальна задача те-
рапии тяжелых инфекционных заболеваний, сре-
ди которых туберкулез и воспаление легких, в том
числе вторичные бактериальные пневмонии,
присоединяющиеся к внебольничным COVID-
ассоциированным случаям. Антибактериальные
препараты фторхинолонового ряда обладают вы-
сокой активностью и широким спектром дей-
ствия, это делает их привлекательными для тера-
пии инфекций легких, что подтверждается, напри-
мер, включением фторхинолона левофлоксацина
в протоколы лечения туберкулеза и вторичных
бактериальных пневмоний. В частности, терапия
левофлоксацином включена в алгоритм назначе-
ния антибактериальной терапии при SARS-CoV-2-
ассоциированном повреждении легких у пациен-
тов с COVID-19.

Для повышения эффективности терапии и
снижения риска возникновения побочных эф-
фектов перспективно ингаляционное введение
левофлоксацина [1]. Проведены клинические ис-
пытания аэрозольного препарата на основе рас-
твора левофлоксацина Aeroquin (MP-376, иден-
тификатор испытания NCT01180634) для борьбы
с инфекциями, в том числе вызываемыми Pseudo-
monas aeruginosa, при фиброзе легких [2], однако
до конечного пациента препарат не дошел (про-
ходит III фазу клинических испытаний). Необхо-
димо создание систем доставки левофлоксацина
для ингаляционного введения, в частности стоит
задача повышения сродство систем доставки к
тканям легкого [1]. Перспективным вариантом
представляются липосомы, строение которых
позволяет включать в них гидрофобные, гидро-
фильные и амфифильные соединения. Для ди-
зайна систем доставки на основе липосомальных
форм левофлоксацина необходимо глубокое по-
нимание механизма взаимодействия липидного
бислоя с активной молекулой. Известно, что ли-
пидный состав мембраны может оказывать суще-
ственное влияние на данный процесс [3]: ранее
такой эффект в нашей лаборатории был показан

Сокращения: ДПФХ – дипальмитоилфосфатидилхолин;
КЛ – кардиолипин; КД-спектроскопия – спектроскопия
кругового дихроизма; ЛФ – левофлоксацин; ЛЛФ – липо-
сомальная форма левофлоксацина.

# Автор для связи: (тел.: +7 (999) 800-89-55; эл. почта:
i.m.deygen@gmail.com).

УДК 577.352

EDN: WUDUJV
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для фторхинолона IV поколения – моксифлокса-
цина [4].

Заряженные группы липидов, в первую оче-
редь, фосфатные и карбонильные группы на по-
верхности мембраны, способны образовывать
электростатические связи с фторхинолонами.
Показано, что данный тип взаимодействий вно-
сит существенный вклад в связывание активных
молекул с бислоем [5]. Предположительно, элек-
тростатическое взаимодействие также может по-
высить степень загрузки и обеспечить большее
удержание левофлоксацина (ЛФ) во внутренней
сфере липосом.

Глубокое понимание механизма взаимодей-
ствия ЛФ с липосомами разного состава позволя-
ет оптимизировать липосомальные системы до-
ставки с заданными параметрами с целью контроля
высвобождения и регулировки доз применения ин-
капсулированного антибактериального препарата.
Цель настоящей работы – изучение механизма вза-
имодействия левофлоксацина с липосомальной
мембраной в зависимости от ее состава.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для установления механизма взаимодействия

ЛФ с липосомальным бислоем и определения
факторов, влияющих на этот процесс, были по-
ставлены следующие задачи: 1) определить, как в
зависимости от липидного состава изменяется
характер взаимодействия липосом с ЛФ, устано-
вить основные сайты связывания, определить эф-

фективность загрузки; 2) изучить состояние и
микроокружение функциональных групп ЛФ ме-
тодом спектроскопии кругового дихроизма (КД-
спектроскопии).

В зависимости от pH ЛФ может существовать в
нескольких формах (рис. 1). Ранее мы установили
[4], что моксифлоксацин (антибактериальный
препарат того же класса, что и ЛФ) взаимодей-
ствует с липидной матрицей в основном за счет
протонированного азота гетероцикла. Однако у
ЛФ протонированный азот (формы HX+–, H2X+

[6, 7]) экранирован метильной группой, таким
образом, характер взаимодействия с липидным
бислоем у ЛФ может быть иным. Потенциальны-
ми сайтами связывания с липидным бислоем вы-
ступают ионогенные группы, в то время как за-
глубление в толщу бислоя малых органических
молекул с большим числом полярных групп ма-
ловероятно, о чем свидетельствуют данные ком-
пьютерного моделирования, проведенного для
мембраны на основе дипальмитоилфосфатидил-
холина (ДПФХ) и доксорубицина [8].

Удобными и хорошо изученными модельными
системами для выяснения роли электростатиче-
ских взаимодействий при включении в липосомы
малых органических молекул выступают липосо-
мы ДПФХ 100%, в которых фосфатные группы
липидов экранированы от взаимодействия поло-
жительно заряженными группами холина, и ли-
посомы ДПФХ : кардиолипин (КЛ) 80 : 20% (m/m),
обладающие выраженными анионными свой-

Рис. 1. Ионогенные формы левофлоксацина в растворе. Величины pKa для переходов: pKa1 = 7.31; pKa2 = 8.22;
pKa3 = 7.14; pKa4 = 6.29 [6, 7].
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ствами. Предположительно, дополнительный от-
рицательный заряд на везикулах, привносимый
за счет добавления КЛ, способен внести измене-
ния в характер взаимодействия липосом с ЛФ за
счет формирования дополнительных электроста-
тических взаимодействий с гетероциклом фтор-
хинолона.

Получение липосомальных форм левофлоксаци-
на и определение эффективности включения. Из
литературы известно, что липидный состав ока-
зывает существенное влияние на физико-хими-
ческие свойства липосомальных форм малых ле-
карственных молекул [9], в том числе антибакте-
риальных препаратов. Для левофлоксацина
показано, что добавка холестерина к липосомам из
фосфатидилхолина яичного желтка значительно
уменьшает эффективность включения ЛФ при
пассивной загрузке [10] – от 20 до 9%, что указы-
вает на неблагоприятное действие повышенной
жесткости мембраны на эффективность загрузки.

В работе рассмотрены липосомы ДПФХ 100%
с характерной величиной ζ-потенциала –10 мВ и
липосомы, содержащие 20% КЛ, с электрокине-
тическим потенциалом –20 мВ. Включение лево-
флоксацина практически не влияло на ζ-потен-
циал ДПФХ-липосом и незначительно (сравнимо
с величиной погрешности) снижало ζ-потенциал
анионных липосом (табл. 1). Включение ЛФ в ли-
посомы не приводило к значимому изменению
размера везикул, что наблюдалось ранее для ли-
посомальной формы моксифлоксацина [4].

Степень включения левофлоксацина в липо-
сомы определяли по материальному балансу пу-
тем регистрации УФ-спектров промывных вод
после диализа. Для ЛФ характерна полоса погло-
щения с максимумом интенсивности при λ =
= 285–287 нм (в зависимости от pH), соответствую-
щая поглощению ароматического остова фторхи-
нолона. Данный пик представляется удобным для
анализа содержания препарата в растворе.

Были достигнуты высокие значения эффек-
тивности включения ЛФ: ~50%, что соответство-
вало ~4%-ному массовому соотношению ЛФ : ли-
пиды. Известно, что максимально возможное для
малых лекарственных молекул соотношение 10%
соответствует уже образованию нанокристаллов

лекарства внутри водной полости бислоя [11]. Ра-
нее для моксифлоксацина [4] было достигнуто
массовое соотношение 5–6% в зависимости от
состава липидной матрицы. В экспериментах с
ЛФ добавление в бислой анионного липида не
приводило к достоверному повышению эффек-
тивности загрузки, что указывает на незначитель-
ный вклад электростатических взаимодействий,
однако для уточнения характера взаимодействия
необходимо дополнительно изучить липосомаль-
ные формы ЛФ спектральными методами анализа.

Определение сайтов связывания липосом различ-
ного состава с левофлоксацином методом ИК-спек-
троскопии. Для изучения механизма взаимодей-
ствия ЛФ с липосомальной мембраной, определе-
ния основных сайтов связывания и для выявления
различий в структуре загруженных липосом разного
состава предложено использовать метод ИК-
спектроскопии Фурье.

ИК-спектроскопия Фурье – это высокоин-
формативный спектральный метод, подходящий
для изучения сложных коллоидных систем, в том
числе липосом [12, 13]. Данный метод позволяет
детально изучить взаимодействие ЛФ с различ-
ными функциональными группами липидов.
ИК-спектры липосом содержат ряд основных по-
лос поглощения, информативных при анализе
взаимодействия липосом с различными молеку-
лами. На рис. 2 приведен ИК-спектр липосом
ДПФХ 100%. Симметричным и асимметричным
валентным колебаниям СН2-группы соответству-
ют полосы в области 2850 ± 1 и 2919 ± 1 см–1. Эти
полосы поглощения чувствительны к изменени-
ям упаковки ацильных цепей липосом [14]. Поло-
са поглощения карбонильной группы расположе-
на в области 1715–1750 см–1, она чувствительна к
изменениям микроокружения на поверхности
липид–вода. Для фосфатной группы фосфолипи-
дов характерны две полосы валентных колеба-
ний:  s 1088 см–1 и  as 1250–1230 см–1.
Аналитически значимая полоса  as пред-
ставляет наибольший интерес как чувствительная
к взаимодействию катионных лигандов с поляр-
ной головной частью липосом. Изменение поло-
жения полос поглощения и их формы указывает

2νPO−
2νPO−

2νPO−

Таблица 1. Основные параметры липосомальных форм левофлоксацина (ЛЛФ) в сравнении с контрольными
незагруженными липосомами

Примечание: 0.01 М натрий-фосфатный буферный раствор (рН 7.4), 22°С. Dh – гидродинамический радиус.

Образец Эффективность 
включения, % ζ-Потенциал, мВ Dh, нм (Z-Ave)

Липосомы ДПФХ 100% – –10.1 ± 0.5 103 ± 2
ЛЛФ ДПФХ 100% 55 ± 2 –10.3 ± 0.2 100 ± 2
Липосомы ДПФХ : КЛ 80 : 20 – –20.1 ± 1.0 100 ± 2
ЛЛФ ДПФХ : КЛ 80 : 20 51 ± 7 –21.5 ± 1.0 103 ± 3
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на изменение микроокружения соответствующих
функциональных групп. Таким образом, анализ
ИК-спектров позволяет выявлять основные сай-
ты связывания лигандов, в том числе малых орга-
нических молекул [15].

Рассмотрим различия в ИК-спектрах ДПФХ-
липосом и липосомальной формы левофлокса-
цина (ЛЛФ) ДПФХ (рис. 2, табл. 2). Включение
ЛФ в липосомы не приводило к существенным
изменениям в областях поглощения валентных
колебаний CH2-групп, что свидетельствует о том,
что гидрофобная часть бислоя не включена во
взаимодействие с ЛФ. Это ожидаемо, т.к. суще-
ственное влияние на плотность упаковки цепей
могут оказывать, как правило, молекулы с круп-
ным гидрофобным фрагментом, например, гид-
рофобизированный доксорубицин [16]. Для по-
лосы фосфатной группы наблюдается незначи-
тельное изменение, связанное с увеличением
интенсивности плеча пика 1240 см–1. Данные из-
менения в спектре связаны со снижением степе-

ни гидратации фосфатной группы и могут свиде-
тельствовать о двух процессах. Возможно элек-
тростатическое связывание фосфатной группы с
катионным лигандом, обычно при этом смещает-
ся и основной пик 1223 см–1 [17]; с другой сторо-
ны, плечо 1240 см–1 может также быть связано с
вытеснением из микроокружения фосфатной
группы воды. Поскольку и в ЛФ, и в ДПФХ заряд
экранирован от взаимодействия, а плечо 1260 см–1

не наблюдается в спектре, мы предполагаем, что
изменения в области поглощения фосфатной
группы связаны с заглублением ЛФ в бислой
вплоть до границы раздела фаз липид–вода. Об
этом также свидетельствуют изменения в области
поглощения карбонильной группы: данная поло-
са претерпевает характерное расщепление, опи-
санное ранее [17]. Компонента 1740 см–1, соответ-
ствующая низкогидратированным карбонильным
группам, характерна для электростатического вза-
имодействия на границе раздела фаз липид–вода.
По-видимому, ЛФ частично вытесняет воду из

Рис. 2. ИК-спектры липосом: (а) – ДПФХ 100% (сплошная линия) и ДПФХ 100%, нагруженные левофлоксацином
(пунктир); (б) – ДПФХ : КЛ 80 : 20% (сплошная линия) и ДПФХ : КЛ, нагруженные левофлоксацином (пунктир).
Условия: 0.02 М натрий-фосфатный буферный раствор (рН 7.4), 22°С; концентрация липидов 5 мг/мл.
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Таблица 2. Положение основных полос поглощения в ИК-спектрах липосомальной формы левофлоксацина
ДПФХ 100% в сравнении с незагруженными липосомами

Примечание: 0.01 М натрий-фосфатный буферный раствор, рН 7.4, 22°С. Ошибка определения максимума полосы поглоще-
ния – 1 см–1.

Образец νCH2 as, см–1 νCH2 s, см–1 νCO, см–1  as, см–1

Липосомы ДПФХ 100% 2918 2850 1737 1223
Интерпретация Гелеобразное состояние
ЛЛФ ДПФХ 100% 2918 2850 1740, 1725 1221, 1240
Интерпретация Включение ЛФ не влияет на гидрофоб-

ную часть бислоя
Взаимодействие с 
ЛФ на границе
раздела фаз 
липид : вода

Вытеснение воды из 
микроокружения 
фосфатной группы

2νPO−
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ЛЕ-ДЕЙГЕН и др.

микроокружения карбонильной и фосфатной
групп. Аналогичный характер взаимодействия
мы наблюдали для моксифлоксацина [4]: ДПФХ-
мембрана не способна к существенному электро-
статическому взаимодействию с фторхинолонами.

Для анионных липосом состава ДПФХ : КЛ
80 : 20% наблюдается иная спектральная картина
(табл. 3). Сравнивая положение основных полос
поглощения в спектрах незагруженных липосом
ДПФХ и ДПФХ : КЛ 80 : 20%, следует отметить
существенные различия в областях, характерных
для карбонильной и фосфатной групп. Эти раз-
личия ожидаемы и соответствуют включению в
состав липосом анионного липида КЛ.

Полоса поглощения карбонильной группы в
спектре липосом ДПФХ : КЛ 80 : 20% расщепле-
на на две компоненты, соответствующие высоко-
(1723 см–1) и низкогидратированному (1739 см–1)
состояниям, а в спектре ДПФХ-липосом пред-
ставляет собой единый пик. Включение ЛФ в
бислой приводит к изменению вида полос в обоих
случаях. У ДПФХ-мембраны мы наблюдали рас-
щепление полосы за счет появления плеча, свя-
занного с низкогидратированными карбониль-
ными группами. Для смешанных анионных ли-
посом включение в бислой ЛФ приводит к
единообразному смещению полосы на 1740 см–1.
Компонента высокогидратированного состоя-
ния, по-видимому, соответствующая несвязан-
ным карбонильным группам КЛ, исчезает. Веро-
ятно, эти спектральные изменения связаны с вза-
имодействием данных функциональных групп с
ЛФ и вытеснением молекул воды из их микроокру-
жения. Таким образом, как для липосом ДПФХ
100%, так и для ДПФХ : КЛ 80 : 20% карбонильные
группы липидов – важный сайт связывания ЛФ.

Примечательны изменения в области погло-
щения фосфатной группы. Здесь изменения в со-
стоянии бислоя носят еще более выраженный ха-
рактер по сравнению с липосомами ДПФХ 100%:
существенно увеличиваются доли компонент, со-
ответствующих низкогидратированным фосфат-

ным группам, связанных с ЛФ. Очевидно, вклю-
чение КЛ в состав бислоя обусловливает более
интенсивное взаимодействие ЛФ с везикулами на
поверхности.

Полученные данные свидетельствуют о разли-
чии механизмов связывания ЛФ с липосомами
различного состава. ЛФ, по-видимому, не спосо-
бен существенным образом влиять на подвиж-
ность гидрофобных цепей бислоя, и взаимодей-
ствие происходит на поверхности раздела фаз ли-
пид–вода. Присутствие анионного липида КЛ,
вероятно, усиливает это взаимодействие за счет
образования электростатических связей. Однако,
если сравнивать эти результаты с полученными
ранее для моксифлоксацина [4], следует отме-
тить, что способность ЛФ к взаимодействию с
бислоем несколько меньше, что может быть объ-
яснено двумя факторами. С одной стороны, мок-
сифлоксацин – наиболее липофильный фторхи-
нолон, а с другой стороны, азот в его гетероцикле
не метилирован и открыт ко взаимодействию с
липидами. Для того чтобы более детально рас-
смотреть взаимодействие ЛФ с бислоем, рассмот-
рим, как меняется микроокружение самого
фторхинолона при включении в бислой методами
ИК-спектроскопии Фурье и КД-спектроскопии.

Изучение состояния левофлоксацина в липосо-
мах методом ИК-спектроскопии Фурье. Сравнение
спектров свободного ЛФ со спектрами ЛЛФ поз-
волит соотносить полученные спектральные дан-
ные для липосомальных форм с ионогенным со-
стоянием фторхинолона.

ИК-спектр ЛФ наиболее информативен в диа-
пазоне 1800–950 см–1: здесь расположены полосы
поглощения 1456 и 979 см–1, соответствующие ко-
лебаниям ароматического остова и пиперазоль-
ного фрагмента [18]. Эти полосы аналитически
значимы и могут быть использованы для опреде-
ления содержания ЛФ, а также его правовращаю-
щего стереоизомера офлоксацина в системе.

Рассмотрим влияние рН на спектры ЛФ, что
позволит соотнести ИК-спектры ЛФ в матрицах

Таблица 3. Положение основных полос поглощения в ИК-спектрах липосомальной формы левофлоксацина
ДПФХ : КЛ 80 : 20% в сравнении с незагруженными липосомами

Примечание: 0.01 М натрий-фосфатный буферный раствор, рН 7.4, 22°С. Ошибка определения максимума полосы поглоще-
ния – 1 см–1.

Образец νCH2 as, см–1 νCH2 s, см–1 νCO, см–1  as, см–1

Липосомы ДПФХ : КЛ 80 : 20 2919 2851 1739, 1723 (плечо) 1225
Интерпретация Гелеобразное состояние
ЛЛФ ДПФХ : КЛ 80 : 20 2918 2851 1740 1220, 1225, 1265
Интерпретация Включение ЛФ не влияет на гидро-

фобную часть бислоя
Взаимодействие 
с ЛФ на границе 
раздела фаз 
липид : вода

Вытеснение воды 
из микроокруже-
ния фосфатной 
группы

2νPO−
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систем доставки с ионногенным состоянием, ко-
торое будет преобладать в этой системе. В моле-
куле ЛФ присутствуют две ионогенные группы:
карбоксильная группа, сопряженная с аромати-
ческой структурой хинолона, и пиперазольная
группа.

Изменение pH существенно влияет на состоя-
ние молекулы, что сопровождается значительны-
ми изменениями в ИК-спектре молекулы при по-
вышении pH с 2 до 4 и далее до рН 7 (рис. 3а). Су-
щественные изменения наблюдаются в области
1640–1600 (область колебаний карбонильной и
карбоксильной групп) и 1590–1400 см–1 (область
колебаний ароматической структуры хинолона)
(рис. 3б). Повышение pH приводит к появлению
полосы 1580 см–1, соответствующей депротони-
рованной карбоксильной группе, a также к су-
щественным изменениям в структуре полос
1470–1450 см–1 – полосы с основным вкладом ва-
лентных колебаний С–С ароматического кольца и
полос 1400–1339 см–1, относящихся к колебаниям
связи C–N (ароматический третичный амин и
амин пиперазольного кольца). Существенное из-
менение наблюдается также для области погло-
щения связи С=О карбоксильной группы
(1270 см–1): повышение pH приводит к проявле-
нию данной полосы поглощения (рис. 3а).

Анализ ИК-спектров, полученных при разных
значениях рН (рис. 3), позволил провести соотне-
сение основных полос поглощения ЛФ с исполь-
зованием литературных данных [18, 19]. Так, по-
лосы 1730–1720 и 1622 см–1 соответствует валент-
ным колебаниям связи С=О в карбоксильной и
карбонильной группе соответственно, 1580 см–1 –
полоса депротонированной карбоксильной груп-
пы, полосы поглощения 1606–1549 см–1 соответ-
ствуют колебаниям связей С=С в структуре хино-

лона, группа полос 1500–1400 см–1 относится к
колебаниям связей С–С ароматического остова,
которые могут перекрываться с колебаниями ме-
тильной группы связи СН3–N, полосы поглоще-
ния 1390–1350 и 1208 см–1, наиболее вероятно, от-
носятся к колебаниям связи C–N (ароматиче-
ский третичный амин), полоса поглощения 1339
см–1 чувствительна к протонированию пипе-
разольного кольца и соответствует связи C–N
пиперазольной группы, полоса 1283–1270 см–1

отнесена к колебаниям связи С–О карбоксиль-
ной группы, полоса 1100 см–1 соответствует коле-
баниям связи С–О–С; колебаниям связи С–F со-
ответствуют полосы в области 1053–1028 см–1;
полоса 979 см–1 соответствует колебаниям пипе-
разольного остова колебания связей С–N и С–Н.

При включении ЛФ в липосомы в ИК-спектре
фторхинолона наблюдаются небольшие измене-
ния (рис. 4). Единообразно изменяется форма по-
лосы поглощения 1474 см–1, соответствующей по-
глощению ароматического остова. Плечо 1458 см–1,
характерное для полосы поглощения в спектре
свободного ЛФ, исчезает при включении в липо-
сомы, что указывает на изменение микроокруже-
ния фторхинолона за счет взаимодействия с би-
слоем. Обращает на себя внимание снижение ин-
тенсивности полосы поглощения 1580 см–1,
соответствующей колебаниям депротонирован-
ной карбоксильной группы, причем наиболее вы-
ражен этот эффект для анионных липосом. Это
хорошо согласуется с данными, представленны-
ми выше: очевидно, что взаимодействие ЛФ с ли-
посомами ДПФХ : КЛ происходит в приповерх-
ностном слое.

Изучение состояния левофлоксацина в липосо-
мах методом КД-спектроскопии. КД-спектроско-
пия – высокоинформативный метод анализа

Рис. 3. ИК-спектры левофлоксацина (1 мг/мл) при pH 7.0 (сплошная линия), рН 4.0 (прерывистая) и рН 2.0 (точки)
в области 1800–950 см–1 (а) и 1650–1450 см–1 (б).
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микроокружения и ионогенной формы оптиче-
ски активных молекул, в частности фторхиноло-
нов, в ахиральных матрицах, таких как липосомы.
Изучение состояния хиральных молекул, таких
как ЛФ, в липидных везикулах, – удобный способ
определения механизма взаимодействия лекарств
с бислоем.

В КД-спектре ЛФ наиболее информативна об-
ласть в интервале 220–310 нм с характерными
максимумами и минимумами эллиптичности
[20]. Для того чтобы проанализировать измене-
ния в спектрах КД при включении ЛФ в бислой,
необходимо в независимых экспериментах про-

следить, как изменяется спектр ЛФ при измене-
нии ионного состояния.

В зависимости от рН буферного раствора ЛФ
находится в различных ионогенных формах (рис. 1),
что отражается на КД-спектре (рис. 5а) [21]. В
КД-спектре ЛФ наблюдаются два минимума: пик
в области 287–300 нм соответствует сопряженной
ароматической системе ЛФ (“первый мини-
мум”), а пик при 222–231 нм в основном соответ-
ствует карбонильным и карбоксильным группам
ЛФ (“второй минимум”). Помимо двух миниму-
мов удается зафиксировать на спектре максимум
в области 268–285 нм, однако его анализ затруд-
нен: пик очень широкий.

При рН 4.0 основная форма – H2X+ c характер-
ным видом спектра (первый минимум 297 ± 0.5 нм,
второй минимум 222 ± 0.5 нм). В растворе с фи-
зиологическим значением рН 7.4 устанавливается
равновесие между несколькими формами, а
именно HX, HX+–, X–, что приводит к существен-
ным изменениям в спектре, в первую очередь к
смещению положения максимума на 16 нм в си-
нюю область (268 ± 0.5 нм) и к смещению второго
минимума в красную область на 6 нм (226 ± 0.5 нм).
В щелочной среде (рН 9.2) преобладает форма Х–,
завершается смещение первого минимума в синюю
область: итоговое смещение при переходе от рН 4.0
(полностью протонированная форма, 287 ± 0.5 нм)
до рН 9.2 составляет 10 нм (297 ± 0.5 нм).

КД-спектры ЛФ очень чувствительны к изме-
нению ионогенного состояния молекулы. С дру-
гой стороны, полярность микроокружения ЛФ
также влияет на спектр. Например, при переходе
в апротонный полярный растворитель 1,4-диок-
сан, который в первом приближении соответ-
ствует полярной части липидного бислоя, КД-
спектр меняется существенно. По сравнению с

Рис. 4. Нормированные ИК-спектры свободного ле-
вофлоксацина (сплошная линия), левофлоксацина в
липосомах ДПФХ (пунктир) и ДПФХ : КЛ (точки).
Условия: 0.02 М натрий-фосфатный буферный рас-
твор (рН 7.4), 22°С.
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водной средой, в 1,4-диоксане переход между раз-
ными ионогенными формами подавлен, и наблю-
даемый спектр соответствует форме HX (рис. 5б).
Относительно спектра раствора ЛФ в физиологиче-
ском рН спектр в 1,4-диоксане смещен единообраз-
но в красную область, при этом наиболее ярко про-
является первый минимум (табл. 4). Это хорошо
согласуется с литературными данными: так, при
увеличении гидрофобности среды для тирозина и
триптофана в КД-спектрах будет наблюдаться
сдвиг в красную область [22].

Первый минимум в ближней УФ-области из-
меняется аналогично подобному минимуму по-
глощения у триптофана, сдвигаясь в красную об-

ласть при уменьшении полярности растворителя
[22]. Второй минимум смещается при переходе в
органический растворитель более заметно: на
9 нм в красную область, что ожидаемо для пика,
соответствующего карбоксильным и карбониль-
ным группам в ЛФ.

Первый минимум удобен для изучения состо-
яния ЛФ в зависимости от рН среды: чем выше
рН, тем дальше в синюю область сдвинут пик.
Также первый минимум чувствителен к гидро-
фильности среды. Второй минимум удобен для
оценки гидрофильно-гидрофобного баланса мик-
роокружения ЛФ: при смене среды с водной на ор-
ганическую пик смещается в красную область.

Влияние включения в липосомы на КД-спектр
левофлоксацина. Рассмотрим изменения, наблю-
даемые в КД-спектре ЛФ при включении его в
липосомы (табл. 4, рис. 6).

Для ДПФХ-липосом включение ЛФ приводит
к смещению первого минимума в спектре на 5 нм
в красную область (с 291 на 296 нм) и второго ми-
нимума на 5 нм (с 224 до 229 нм). Данные измене-
ния указывают на возможное протонирование
карбоксильных групп и изменение микроокруже-
ния ЛФ на более гидрофобное. Эти данные под-
крепляют предположение, сделанное на основе
ИК-спектроскопии Фурье: ЛФ способен заглуб-
ляться в ДПФХ-бислой, взаимодействуя с грани-
цей раздела фаз липид–вода.

При введении в состав липосом анионного ли-
пида КЛ изменения в КД-спектре носят менее
выраженный характер. Первый минимум анало-
гично смещается на 3 нм – до 294 нм, а второй
остается неизменным. Взаимодействие ЛФ с ли-
посомами ДПФХ : КЛ 80 : 20 не приводит к изме-
нению гидрофильности микроокружения лекар-

Таблица 4. Положение основных полос в КД-спектре левофлоксацина в различных средах

Примечание: эксперимент проведен в следующих средах: 0.1 мМ раствор соляной кислоты (рН 4.0); 0.02 М натрий фосфат-
ный буферный раствор (рН 7.4); 0.01 М натрий-боратный буферный раствор (рН 9.2). Концентрация левофлоксацина во всех
случаях составляла 2 мМ, 22°С.

Положение 
пика, нм

Функциональная 
группа pH 4.0 pH 7.4 pH 9.2 1,4-

Диоксан
ЛЛФ ДПФХ 

100%

ЛЛФ 
ДПФХ : КЛ

80 : 20

Первый 
минимум

Сопряженная аро-
матическая система

297 ± 0.5 291 ± 0.5 287 ± 0.5 300 ± 0.5 296 ± 0.5 294 ± 0.5

Второй 
минимум

Карбонильные и 
карбоксильные 
группы + аромати-
ческий остов

222 ± 0.5 224 ± 0.5 223 ± 0.5 231 ± 0.5 229 ± 0.5 224 ± 0.5

Формы ЛФ H2X+ HX, HX+–, 
X–

X– HX Взаимодей-
ствие с би-

слоем на 
поверхности 
липид–вода

Взаимодей-
ствие преиму-
щенственно 
на поверхно-

сти бислоя

Рис. 6. Нормированные КД-спектры левофлоксаци-
на в буферном растворе (0.02 М натрий-фосфатный
буферный раствор, рН 7.4) и в липосомальных фор-
мах (ДПФХ : КЛ 80 : 20% и ДПФХ 100%), 25°С.
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ственной молекулы; взаимодействие, по-види-
мому, носит поверхностный характер за счет
вытеснения воды в микроокружении фосфатных
групп липидов.

Полученные данные позволяют предполо-
жить, что в нейтральных липосомах ЛФ встраива-
ется в бислой глубже относительно анионных ли-
посом. Возможно, бислой, содержащий КЛ, за
счет взаимодействия фосфатных групп КЛ с про-
тонированным гетероциклом удерживает ЛФ у
поверхности, не позволяя ему заглубиться в мем-
брану.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты. В работе использованы левофлокса-

цин, 1,4-диоксан (Sigma-Aldrich, США); HCl, ли-
монная кислота (тв.), динатрия гидрофосфат
(двенадцативодный кристаллогидрат), бура
Na2B4O7 ⋅ 10H2O (Реахим, Россия); таблетки для
приготовления натрий-фосфатного буферного
раствора с рН 7.4 (ПанЭко, Россия); кардиоли-
пин (КЛ) динатриевая соль, раствор в хлорофор-
ме (25 мг/мл); дипальмитоилфосфатидилхолин,
раствор в хлороформе (ДПФХ) – препараты фир-
мы Avanti Polar Lipids (США). В работе использо-
вали буферные растворы: 0.1 мM солянокислый
буферный раствор (pH 4.0); 0.02 М натрий-фос-
фатный буфер (pH 7.4); 0.01 М боратный буфер-
ный раствор (pH 9.2).

Получение липосом. Раствор липидов в хлоро-
форме был взят в весовом соотношении
ДПФХ : КЛ 80 : 20%, органический растворитель
тщательно удаляли на вакуумном роторном испа-
рителе (Ika, Германия) при температуре, не пре-
вышающей 55°С. Образующуюся тонкую пленку
липидов диспергировали в 0.02 М натрий-фос-
фатном буфере (pH 7.4). Препарат в течение 5 мин
подвергали воздействию ультразвуковой ванны
(37 Гц). Далее препарат был обработан ультразву-
ком (22 кГц) в течение 600 с (2 × 300 с) в непрерыв-
ном режиме при постоянном охлаждении на дис-
пергаторе 4710 (Cole-Parmer Instrument, США).

Получение липосомальных форм левофлоксаци-
на. Для получения загруженных левофлоксаци-
ном липосом (ЛЛФ) методом пассивной загрузки
была использована ранее описанная методика
[4]. Липидную пленку диспергировали 0.01 М на-
трий-фосфатным буферным раствором (pH 7.4),
содержащим левофлоксацин (4 мг/мл). Получен-
ную суспензию в течение 5 мин подвергали воз-
действию ультразвуковой ванны (37 Гц), затем
обрабатывали ультразвуком (22 кГц) в течение
600 с (2 × 300 с) в непрерывном режиме при по-
стоянном охлаждении на диспергаторе 4710
(Cole-Parmer Instrument, США). Свободный ле-

вофлоксацин отделяли методом диализа против
натрий-фосфатного буферного раствора (Serva
MW cut-off 3500) в течение 2 ч с последующим опре-
делением степени включения ЛФ в везикулы.

УФ-спектроскопия. УФ-спектры левофлокса-
цина регистрировали на спектрометре УФ- и ви-
димого диапазона UltraSpec 2100 pro (Amersharm
Biosciences, США) в интервале 200–400 нм в
кварцевой кювете на 1 мл (Hellma Analytics, Гер-
мания). Основной характеристический пик лево-
флоксацина наблюдался при 287 нм.

ИК-спектроскопия. Спектры регистрировали с
помощью ИК-Фурье-спектрометра Tensor 27
(Bruker, Германия), оснащенного MCT-детекто-
ром, охлаждаемым жидким азотом, и термоста-
том (Huber, США). Измерения проводили в тер-
мостатируемой ячейке BioATR II (Bruker, Герма-
ния) с использованием элемента однократного
отражения из ZnSe при 22°C и постоянной про-
дувке системы сухим воздухом с помощью ком-
прессора (JUN-AIR, Германия). На элемент
внутреннего отражения наносили аликвоту
(50 мкл) соответствующего раствора, спектр ре-
гистрировали трижды в интервале от 4000–
950 см–1 с разрешением 1 cм–1; производили 70-
кратное сканирование и усреднение. Спектр фо-
нового раствора регистрировался аналогично и
автоматически вычитался из спектра образца.
Для анализа спектров использовали программу
Opus 7.0 (Bruker, Германия). При регистрации
ИК-спектров липосом, загруженных ЛФ, в каче-
стве фонового раствора использовали раствор ЛФ
в равной концентрации. При регистрации ИК-
спектров ЛФ в липосомах в качестве фонового
раствора использовали суспензии соответствую-
щих незагруженных липосом.

КД-спектроскопия. КД-спектры регистрирова-
ли на спектрометре кругового дихроизма J-815
(Jasco, Япония) с термостатированным кюветным
отделением в интервале длин волн 310–220 нм.
В типичном эксперименте образец, содержащий
0.25–0.5 мг/мл препарата с фторхинолоном в со-
ответствующем растворителе, помещали при за-
данной температуре в кварцевую кювету с длиной
пути 1 мм (Hellma Analytics, Германия).

Динамическое рассеяние света. Измерение раз-
меров частиц и их ζ-потенциалов проводили с по-
мощью анализатора размера частиц Zetasizer Na-
no S (Malvern, Англия; 4 мВт He–Ne-лазер,
633 нм) в термостатируемой ячейке при 22°С с ис-
пользованием программного обеспечения Malvern.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследованы липосомальные формы лево-
флоксацина и их свойства. Определено, что со-
став липосом (анионный либо нейтральный) не
влияет на загрузку фторхинолона, удалось полу-
чить формы с относительно высокой эффектив-
ностью включения – с массовым процентным со-
отношением лекарство : липид 4%. Методом ИК-
спектроскопии Фурье установлено, что у ДПФХ-
липосом ЛФ заглубляется в приполярную область
на границе раздела фаз липид–вода. При взаимо-
действии со смешанными анионными липосомами
установлена роль анионного липида в механизме
взаимодействия активной молекулы с бислоем: ЛФ
входит в микроокружение фосфатной группы,
вытесняя воду, и не продвигается глубже.

Предложенный механизм подтвержден дан-
ными КД-спектроскопии. Обнаружено, что КД-
спектр ЛФ в интервале длин волн 220–350 нм со-
держит три пика, отвечающих за микроокружение
функциональных групп ЛФ: минимум в интервале
285–305 нм, соответствующий состоянию сопря-
женной азотсодержащей ароматической структуры,
который сдвигается в коротковолновую область
при повышении pH и в длинноволновую область
при переходе в апротонный органический рас-
творитель (при понижении гидрофильности сре-
ды); минимум в интервале 220–235 нм, соответ-
ствующий состоянию карбоксильной и карбо-
нильной групп, а также двойных связей, который
незначительно смещается при изменении pH и
сдвигается длинноволновую область при пони-
жении гидрофильности среды; минимум в интер-
вале 265–285 нм, соответствующий состоянию
ароматической структуры, который сдвигается в
коротковолновую область при повышении pH и
смещается в длинноволновую при понижении
гидрофильности среды.

Полученные экспериментальные данные поз-
воляют сделать вывод о механизме взаимодей-
ствия малых органических молекул, в первую
очередь антибактериальных препаратов, с бисло-
ем. Подобный подход на основе сочетания трех
спектральных методов открывает перспективы
создания новых лекарственных свойств и воз-
можности предсказания характера взаимодей-
ствия активных молекул с биомембранами для
прогнозирования их эффективности и потенци-
альных побочных эффектов.
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Influence of Lipid Matrix Composition on Micro-Environment 
of Levofloxacin in Liposomal Forms

I. M. Le-Deygen*, #, A. S. Safronova*, I. M. Kolmogorov*, A. A. Skuredina*, and E. V. Kudryashova*
#Phone: +7 (999) 800-89-55; e-mail: i.m.deygen@gmail.com

*Chemistry Department, Lomonosov Moscow State University, Leninskie gory 1/3, Moscow, 119991 Russia

We have studied the interaction of antibacterial drug levofloxacin with lipid bilayers of various compositions:
100% DPPC and with the addition of 20% cardiolipin. For DPPC liposomes, levofloxacin is deepened into
the subpolar region at the lipid-water interface. The role of anionic lipid in the mechanism of interaction of
an active molecule with a bilayer has been established: levofloxacin enters the microenvironment of the phos-
phate group, displacing water, and does not move deep into the hydrophobic part of the bilayer. For the first
time, the study of the microenvironment of levofloxacin in the liposome by IR and CD spectroscopy was car-
ried out. Such an approach based on a combination of several spectral methods opens up new prospects for
the creation of new medicinal properties and the possibility of predicting the nature of the interaction of ac-
tive molecules with biomembranes in order to predict their effectiveness and potential side effects.

Keywords: liposomes, fluoroquinolones, levofloxacin, FTIR spectroscopy, CD spectroscopy
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Целью данного исследования было изучение влияния липидных компонентов на иммуногенность
синтетического 24-членного пептида, содержащего B- и Th-эпитопы. Амидированный по C-концу
синтетический пептид имел первичную структуру VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK, которая соот-
ветствует фрагменту антигена NS4A вируса гепатита С. Для усиления иммуногенности было выпол-
нено ацилирование пептида по N-концевой α-аминогруппе путем присоединения липида 1,3-(ди-
пальмитоиламино)пропан-2-О-сукцината. Также получена липосомальная форма пептида с разме-
ром частиц 160 ± 20 нм и степенью включения пептида 80%. Препарат пептида в липосомах обладал
стабильностью в течение трех месяцев. Изучена иммуногенность пептида, липопептида и пептида
в липосомах по выработке антител В-клетками и цитокинов (IFN-γ и IL-2) специфическими CD4+-
T-лимфоцитами у иммунизированных лабораторных мышей. Наибольшей иммуногенностью обла-
дал 24-членный пептид, включенный в фосфатидилхолиновые липосомы, что свидетельствует о
перспективности использования данного пептида в дальнейших исследованиях по созданию кан-
дидатной вакцины от гепатита C.

Ключевые слова: синтетический пептид, антиген NS4A вируса гепатита С, пептид в липосомах, липо-
пептид, иммуногенность
DOI: 10.31857/S0132342322030046

ВВЕДЕНИЕ
Вирус гепатита С (ВГС) – этиологический

агент гепатита С, который инфицирует гепатоци-
ты и при развитии длительной хронической ин-

фекции может приводить к циррозу или гепато-
целлюлярной карциноме. В последние годы по-
явились средства эффективной терапии гепатита С.
Однако пока элиминация данной инфекции –
недостижимая задача, т.к. до сих пор не создана
профилактическая вакцина. В последние годы
ведутся исследования, нацеленные на получение
различных вариантов вакцин от гепатита С (ре-
комбинантных, векторных, субъединичных, пеп-
тидных и др.) [1]. Вакцинные препараты на осно-
ве синтетических пептидов привлекают разработ-
чиков тем, что имеют минимальное количество
побочных эффектов [2, 3].

Для обеспечения эффективности синтетиче-
ских пептидных вакцин большое значение имеет
правильный выбор целевых антигенных детерми-

1 Дополнительные материалы для этой статьи доступны по
doi 10.31857/S0132342322030046 для авторизованных поль-
зователей. 
Сокращения: ВГС – вирус гепатита C; НАФ – неполный
адъювант Фрейнда; DMAP – 4-диметиламинопиридин;
DMSO – диметилсульфоксид; DPBS – фосфатно-солевой
буферный раствор Дульбекко; IL-2 – интерлейкин-2; IFN-γ –
интерферон-гамма; NS4A – неструктурный полипептид 4A;
Pam2Suc – N-[2,3-бис(пальмитоилокси)пропил]сукцинат;
Pam2AP-Suc – 1,3-(дипальмитоиламино)пропан-2-О-сукци-
нат; PBS – фосфатно-солевой буфер; Th – T-хелперный;
TLR – Toll-подобный рецептор (Toll-like receptor).

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 246-05-55, доб. 934;
эл. почта: belyavcev@mirea.ru).

УДК 577.112.6

EDN: AJDXBW
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нант и адъюванта [2]. Одно из перспективных со-
временных направлений – использование в каче-
стве адъювантов синтетических вакцин липо-
фильных соединений. Показано, что некоторые
из них способны взаимодействовать с Toll-подоб-
ными рецепторами (TLRs) и усиливать иммун-
ный ответ на синтетические антигенные детерми-
нанты [4].

Исторической основой идеи конъюгирования
пептидного антигена с липофильным адъюван-
том было исследование T.P. Hopp в начале 1980-х гг.
[5]. При разработке синтетической пептидной
вакцины против гепатита B он обнаружил, что гу-
моральный иммунный ответ значительно усили-
вался после конъюгации пептида, воспроизводя-
щего эпитопы HBs-антигена вируса гепатита B, с
Nα,Nε-дипальмитоиллизином. В дальнейшем бы-
ли обнаружены другие свойства природных липо-
пептидов: митогенная активность трипальмитои-
лированного пентапептида из бактериальной мем-
браны Escherichia coli [6] и иммунная активность
выделенного из мембраны Mycoplasma fermentans
макрофаг-активирующего липопептида, содержа-
щего липидный компонент S-[2,3-бис(пальмитоил-
окси)пропил]цистеин (Pam2Cys) [7]. Проявление
иммунностимулирующей активности этими ли-
пофильными соединениями в составе диациль-
ных и триацильных липопептидных лигандов
сигнальных рецепторов связывают с наличием в
их структуре патоген-ассоциированных молеку-
лярных паттернов, которые распознаются этими
рецепторами. Благодаря наличию подобных ли-
пидных фрагментов липопептиды, содержащие
антигенные детерминанты, могут проявлять са-
моадъювантные свойства [8]. Еще одним спосо-
бом повышения иммуногенности пептидов мо-
жет служить их включение в липосомы [9, 10].

Ранее нами был синтезирован 24-членный
пептид – фрагмент антигена NS4A вируса гепати-
та C, содержащий консервативный B-клеточный
и Т-хелперный эпитопы антигена NS4A ВГС [11,
12], показана иммунореактивность этого пептида
с антителами из сывороток больных гепатитом C
[13]. Таким образом, данный пептид мог бы слу-
жить компонентом вакцины против гепатита С. Од-
нако известно, что пептиды примерно такой длины,
даже содержащие и B-, и Т-эпитопы, проявляют до-
статочно высокую иммуногенность только в при-
сутствии адъювантов [1]. Поэтому целью данного
исследования было изучение возможности повы-
шения иммуногенности ранее синтезированного
24-членного пептида путем конъюгации с потен-
циальным липофильным адъювантом 1,3-(ди-
пальмитоиламино)пропан-2-О-сукцинатом, а так-
же после включения в наноразмерные фосфати-
дилхолиновые липосомы.

Считается, что защиту от ВГС-инфекции в
значительной степени обеспечивает эффективная

продукция интерферона-γ (IFN-γ) и интерлейкина-
2 (IL-2) CD4+-Т-лимфоцитами (Th1-путь) [14].
Поэтому мы исследовали как продукцию анти-
тел, так и секрецию указанных цитокинов Т-лим-
фоцитами после иммунизации лабораторных мы-
шей различными препаратами на основе 24-член-
ного синтетического пептида.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение конъюгата 24-членного пептида с ли-
пофильным адъювантом и липосомальной формы
пептида. В качестве липофильного компонента,
конъюгируемого с синтетическим пептидом, нами
был выбран устойчивый к ферментативному рас-
щеплению амидный аналог диацилглицеролипи-
да – N-[2,3-бис(пальмитоилокси)пропил]сукци-
ната (Pam2Suc) [15, 16]. Ранее было показано, что
Pam2Suc обладает иммуностимулирующей ак-
тивностью в составе липопептидов, реализую-
щейся путем активации дендритных клеток через
Toll-подобные рецепторы 2-го типа (TLR-2) [16].
Поэтому были основания полагать, что более ста-
бильный амидный аналог глицеролипида будет
обладать по крайней мере не меньшей иммуно-
стимулирующей активностью.

Для разработки потенциального самоадъ-
ювантного препарата, представляющего собой
конъюгат амидированного по C-концу пептида
VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK (содержащего
фрагмент последовательности антигена NS4A ВГС
субтипа 1b [17]) с липофильным остатком, сначала
был получен 1,3-(дипальмитоиламино)пропан-2-
О-сукцинат (Pam2AP-Suc), имеющий структурное
сходство с уже исследованным липофильным
адъювантом Pam2Suc [16]. В структуре пропиль-
ного фрагмента Pam2Suc имеется одна амино-
группа (в 1-м положении), через которую он свя-
зан с сукцинильным остатком, а у пропильного
фрагмента Pam2AP-Suc имеются две аминогруп-
пы (в 1- и 3-м положениях), через которые он свя-
зан с остатками пальмитиновой кислоты.
Pam2AP-Suc имеет структурное сходство с липо-
фильными фрагментами лигандов TLR, иммуно-
стимулирующее действие которых при взаимо-
действии с этими рецепторами уже установлено.
Получение Pam2AP-Suc осуществляли ацилирова-
нием 1,3-(дипальмитоиламино)пропан-2-ола из-
бытком янтарного ангидрида (4 экв.) в присутствии
DMAP (2 экв.) в пиридине. Структура полученного
соединения подтверждена методом 1Н-ЯМР-спек-
троскопии и элементным анализом.

Введение Pam2AP-Suc в структуру липопепти-
да (рис. 1) проводили на смоле Ринка по оконча-
нии сборки последовательности 24-членного
пептида (2.5 экв. липида на 1 экв. пептида) в сме-
си растворителей дихлорметан/ДМФА (1 : 1, v/v)
при активации карбоксильной группы сочетанием
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Oxyma Pure, HBTU и 2,4,6-коллидина с последую-
щим деблокированием функциональных групп ли-
попептида и отщеплением его от твердой фазы
действием трифторуксусной кислоты со скэвен-
джерами.

Липопептид был нерастворим в воде и образо-
вывал устойчивые агрегаты, что существенно за-
труднило его очистку. Выделение липопептида
осуществляли методом офВЭЖХ с УФ-детекти-
рованием при длине волны 205 нм, используя в
качестве подвижной фазы элюент ацетонит-
рил/вода (с добавлением 0.1% трифторуксусной
кислоты) при линейном градиенте ацетонитрила
5–100% за 20 мин (дополнительные материалы,
рис. S1–S3). Молекулярная масса липопептида
подтверждена масс-спектрометрическим анали-
зом. Очищенный липопептид (степень чистоты
по данным аналитической офВЭЖХ >90%) был
лиофильно высушен.

Липосомальная форма амидированного по
C-концу 24-членного пептида была получена ме-
тодом пассивной загрузки [18], с экструзией –
пропусканием дисперсии мультиламеллярных
везикул фосфатидилхолина и пептида в стериль-
ном PBS через поликарбонатный фильтр с разме-
ром пор 100 нм. Размер частиц определяли мето-
дом светодинамического рассеяния (дополнитель-
ные материалы, рис. S4), он составил 160 ± 20 нм
при концентрации пептида 1 мг/мл и степени
включения ~80%. Степень включения пептида в
липосомы определяли методом гель-проникаю-
щей хроматографии на сефадексе G-25 с элюцией
ФСБ по количеству элюировавшегося свободно-
го пептида. Измерение размеров частиц липосом
с включенным пептидом показало их стабиль-
ность в течение трех месяцев. В течение этого пе-
риода не обнаружено формирования осадка, об-
разующегося при разрушении липосом.

Иммуногенность препаратов на основе 24-член-
ного пептида. Сравнительный анализ иммуноген-
ности полученных препаратов на основе 24-член-
ного пептида проводили на модели лабораторных
мышей (сток CD-1). Животных опытных групп
(n = 24, по 6 на каждое вещество) иммунизирова-
ли индивидуальным препаратом в дозе 100 мкг на

мышь: 1) синтетическим пептидом, 2) дипальми-
тоильным липопептидом, 3) пептидом с неполным
адъювантом Фрейнда (НАФ), 4) липосомальной
формой пептида (пептид в липосомах). Применя-
ли трехкратную схему иммунизации с интерва-
лом в две недели. Животным контрольной груп-
пы (n = 6) вводили по той же схеме физиологиче-
ский раствор. Через 10 дней после последней
иммунизации проводили эвтаназию мышей, за-
бор селезенки и крови, определяли гуморальный
иммунный ответ и продукцию цитокинов: IFN-γ
и IL-2.

Все вводимые препараты вызывали формиро-
вание B-клеточного ответа у лабораторных мы-
шей (рис. 2). В течение всего периода наблюдения
после иммунизации снижения веса животных и
изменения общего состояния не отмечено, что
говорит об отсутствии явного токсического эф-
фекта у исследуемых препаратов. B-клеточный
ответ был минимальным на свободный 24-член-
ный пептид, в 5.5 раз выше на липопептид, в
12.7 раз выше на пептид с НАФ и в 20 раз выше на
пептид в липосомах. Таким образом, максималь-
ный В-клеточный ответ был зафиксирован у мы-
шей, иммунизированных пептидом в липосомах,
однако внутри групп имелись индивидуальные
колебания в интенсивности иммунного ответа.

Результаты анализа продукции IFN-γ и IL-2
представлены на рис. 3. Максимальный уровень
выработки IFN-γ среди исследуемых препаратов
был зафиксирован у мышей, иммунизированных
24-членным пептидом в липосомах. Только при
использовании этого препарата из группы иссле-
дуемых веществ показано достоверное превыше-
ние (в 4.6 раза) в выработке IFN-γ относительно
контрольной группы животных (р < 0.01). Макси-
мальный уровень выработки IL-2 среди исследу-
емых препаратов был зафиксирован у мышей,
иммунизированных пептидом с НАФ (превыше-
ние в 2.9 раза относительно контрольной груп-
пы), однако отличия от контрольной группы в
выработке IL-2 не были статистически достовер-
ными (p > 0.05).

Уровень продукции цитокинов Т-лимфоцита-
ми мышей, иммунизированных липопептидом,

Рис. 1. Структура дипальмитоилированного липопептида Pam2AP-Suc-VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK-NH2.
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показывает, что конъюгация 24-членного пептида с
1,3-(дипальмитоиламино)пропан-2-О-сукцинатом
в незначительной степени усиливает иммунный от-
вет относительно исходного пептида.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование. Спектры 1Н-ЯМР регистрирова-
ли на импульсном ЯМР-спектрометре DPX-300
(Bruker, Германия) с рабочей частотой 300 МГц и

Рис. 2. Результат ИФА сывороток мышей, иммунизированных препаратами: пептид, липопептид, пептид с неполным
адъювантом Фрейнда, пептид в липосомах. По оси ординат отмечена шкала единиц КП (коэффициент позитивно-
сти). КП – это отношение OD образца сыворотки крови к пороговому значению OD.
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Рис. 3. Результаты анализа продукции IL-2 и IFN-γ Т-клетками иммунизированных мышей и контрольных животных
(физиологический раствор). На оси абсцисс отмечены вещества, вводимые животным. * Достоверное отличие от кон-
трольной группы (p < 0.02).
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записывали в дейтерированных растворителях с
тетраметилсиланом в качестве внутреннего стан-
дарта. Спектры в видимой и ультрафиолетовой
областях регистрировали на спектрофотометре
UV-1601 (Shimadzu, Япония). Размер частиц
определяли методом динамического светорассея-
ния на приборах Delsa Nano C (Beckman Coulter
Inc., США) и Zetasizer Nano ZS (Malvern, США).
Для регистрации результатов ИФА использовали
микропланшетный анализатор (фотометр) Stat-
Fax 3200 (Awareness Technology Inc., США). Ре-
зультаты анализа ELISpot регистрировали с по-
мощью прибора AID ELISpot Reader (Autoimmun
Diagnostika GmbH, Германия). Для отдельных
стадий ИФА и ELISpot использовали термостати-
руемый инкубатор-шейкер (Biosan, Латвия). Ли-
посомы получали с помощью миниэкструдера Li-
posoFast basic Avestin (США).

Реактивы. В работе использовали диметил-
формамид (о.с.ч.) (Компонент-Реактив, Россия);
хлороформ (х.ч.), метанол (х.ч.), диэтиловый
эфир (ч.д.а.), хлористый метилен (х.ч.), пиридин
(ч.д.а.) (Химмед, Россия). Хлороформ очищали
перегонкой над хлористым кальцием, хлористый
метилен перегоняли над пентоксидом фосфора,
диэтиловый эфир – над гидроксидом калия. DMF
очищали молекулярными ситами. В работе исполь-
зовали следующие реагенты: этиловый эфир циан-
гидроксииминоацетата (Oxyma Pure), 2,4,6-колли-
дин, O-(бензотриазол-1-ил)-N,N,N',N'-тетраметил-
урония гексафторфосфат (HBTU) (Chempep,
США); 4-диметиламинопиридин (DMAP), янтар-
ный ангидрид, TFA (Sigma-Aldrich, США); соляную
кислоту (Химмед, Россия); уксусную кислоту, три-
изопропилсилан (TIS), тиоанизол, соевый фосфа-
тидилхолин (Lipoid GmbH, Германия). 1,3-(Ди-
пальмитоиламино)пропан-2-ол был получен в ла-
боратории ранее по описанной методике [15].
Пептид VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK-NH2 был
синтезирован ранее на амидной смоле Ринка [13];
часть пептида не удаляли со смолы и не снимали
защитные группы с боковых функциональных
групп аминокислотных остатков.

Хроматография. Тонкослойную хроматогра-
фию проводили на пластинках Sorbfil (Сорбполи-
мер, Россия). Обнаружение пятен на хромато-
граммах осуществляли в УФ-свете, обработкой
10%-ной H2SO4 в метаноле, комплексом [ФМК +
+ Ce2SO4], нингидрином с последующим нагре-
ванием до 150°С во всех случаях.

Колоночную хроматографию проводили на
Silica gel (0.040–0.063 мм) (Merck, Германия).
Очистку липопептида производили методом по-
лупрепаративной офВЭЖХ на хроматографе Agi-
lent 1100 с использованием диодно-матричного
детектора. Применяли колонку Reprosilpur Basic
C18 (250 × 4.6 мм I.D., S – 5 мкм), элюент – во-
да/ацетонитрил с 0.1% TFA при градиенте кон-

центрации ацетонитрила 5–100% за 20 мин, ско-
рость потока 1 мл/мин, tR = 18.4 мин. Оптическое
поглощение элюента при аналитической и препа-
ративной ВЭЖХ измеряли в диапазоне длин волн
205–220 нм.

Синтез 1,3-(дипальмитоиламино)пропан-2-О-
сукцината. Раствор 200 мг (0.36 ммоль) 1,3-(дипаль-
митоиламино)пропан-2-ола, 88 мг (0.72 ммоль)
DMAP, 143 мг (1.42 ммоль) янтарного ангидрида в
пиридине (15 мл) кипятили в течение 8 ч, раз-
бавляли хлороформом (70 мл), затем получен-
ный раствор промывали 0.1 М раствором НCl
(1 × 75 мл) до слабокислой реакции, органическую
фазу промывали водой (2 × 75 мл), сушили над суль-
фатом натрия, упаривали, целевое вещество выде-
ляли методом колоночной адсорбционной хрома-
тографии на силикагеле, элюируя системой раство-
рителей хлороформ–метанол (2.5→5% метанола).

Выход 90 мг (37%), Rf 0.43 (хлороформ : мета-
нол, 8.5 : 1.5), Тпл 122–124°С (кристаллизация из
гексана).

1Н-ЯМР-спектр (DMSO-d6, δ, м.д.): 0.85 (т,
6Н, 2СН3, Pam), 1.21–1.28 (м, 48Н, 24CH2, Pam),
1.44–1.52 (м, 4Н, 2β-СН2, Pam), 2.02–2.18 (м, 4Н,
2α-СН2, Pam), 2.38–2.46 (м, 4Н, 2СН2, Suc), 4.07–
4.34 (м, 4Н, 2СН2, проп), 4.71–4.93 (м, 1Н, СН,
проп), 6.47–6.69 (м, 2Н, 2NH).

Синтез конъюгата 1,3-(дипальмитоилами-
но)пропан-2-О-сукцината с амидированным по
С-концу 24-членным пептидом (липопептида). К
связанному со смолой Ринка защищенному по
боковым функциональным группам пептиду
VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK (0.08 ммоль)
добавляли предварительно активированный по
карбоксильной группе сочетанием Oxyma Pure,
HBTU и 2,4,6-коллидина 1,3-(дипальмитоилами-
но)пропан-2-О-сукцинат (0.2 ммоль), перемеши-
вали смесь в течение 16 ч, затем промывали
ДМФА и хлористым метиленом. Липопептид от-
щепляли от смолы Ринка и деблокировали его бо-
ковые функциональные группы действием три-
фторуксусной кислоты с добавлением по 2.5%
скэвенджеров – тиоанизола, триизопропилсила-
на и воды, далее смывали с фильтра из пористого
стекла хлористым метиленом, концентрировали
на роторном испарителе, осаждали из хлористого
метилена диэтиловым эфиром, отделяя осадок
центрифугированием, высушивали и выделяли с
помощью офВЭЖХ.

Выход 0.054 г (20%); ESI-MS, m/z: найдено
[M + 3H]3+ 1123.8; [M + 4H]4+ 843.1; [M + 5H]5+

674.6; вычислено Mr (C163H288N40O35) 3368.34.
Получение липосомальной формы 24-членного

пептида VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK-NH2.
Раствор 34 мг фосфатидилхолина в хлороформе
упаривали на роторном испарителе для получе-
ния липидной пленки, добавляли 2 мг 24-членно-
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го пептида, растворенного в стерильном PBS
(рН 7.4, 1 мг/мл), и встряхивали на вортексе для
получения солюбилизированных с пептидом
мультиламеллярных везикул [19]. Полученные
мультиламеллярные везикулы пропускали через
поликарбонатный фильтр (размер пор 100 нм)
ручного экструдера 21 раз для получения одно-
слойных липосом с включенным пептидом. По-
лученные липосомы пропускали через колонку с
сефадексом G25 (эксклюзионную хромотогра-
фию проводили на колонке Illustra NAP-5 GE
Healthcare Life Science (Великобритания) с сор-
бентом Sephadex G25 Medium), элюируя PBS, и
определяли степень включения пептида в липо-
сомы (по суммарной оптической плотности
фракций, соответствующих свободному пептиду,
рассчитывали количество и долю не включенного в
липосомы пептида). На колонку наносили 0.5 мл
раствора липосомальной формы пептида с концен-
трацией в нем пептида 1 мг/мл, после выхода фрак-
ций липосом с включенным пептидом собрали две
фракции свободного пептида объемом по 2 мл
(спектрофотометрически при 210 нм определена
их оптическая плотность: 0.291 и 0.125). Затем по
закону Бугера–Ламберта–Бера определяли кон-
центрацию пептида в этих фракциях и рассчитыва-
ли эффективность включения (ЭВ) по формуле:

где V – объем соответствующей фракции, C –
концентрация пептида во фракции.

Размер липосом с включенным пептидом
определяли методом динамического рассеяния
света. Перед иммунизацией пептид в липосомах
пропускали через стерилизующий фильтр 200 нм.

Иммунизация животных. Для иммунизации ис-
пользовали лабораторных мышей-альбиносов
(сток CD-1, питомник ФГБУН НИЦБМТ ФМБА
России, филиал “Андреевка”, возраст 3 недели,
вес 18–20 г, самки, n = 30). Животные были разде-
лены на 5 групп по 6 особей. Каждая группа была
иммунизирована индивидуальным препаратом:
пептидом, липопептидом, пептидом с неполным
адъювантом Фрейнда, пептидом в липосомах.
Перед иммунизацией липопептид (1 мг) раство-
ряли в 100 мкл 10%-ного DMSO/DPBS (раствор
Дульбекко), после чего доводили до 1 мл DPBS. До-
за антигенной нагрузки составляла 100 мкг на мышь
для всех препаратов. Пятая группа была контроль-
ной – животные получали инъекцию стерильного
физиологического раствора (100 мкл). При имму-
низации мышей был выполнен легкий наркоз ме-
дицинским эфиром. Введение образцов было вы-
полнено подкожно в верхнюю часть спины. При-
меняли трехкратную схему иммунизации с
интервалом в две недели. Для выявления наличия
явных признаков токсического эффекта от вво-
димых соединений осуществляли ежедневный
осмотр общего состояния мышей и взвешивание:

1 1 2 2ЭВ  0.5 – –(( )/0.5 100%,)V C V C= ×

после первой инъекции каждые 3 дня, после вто-
рой – каждые 7-е сутки. Через 10 дней после по-
следней иммунизации была выполнена эвтаназия
мышей, забор селезенки и крови (после церви-
кальной дислокации и декапитации).

Клетки селезенки мышей культивировали, ис-
пользуя стерильные планшеты (Nunc, Дания),
среду RPMI-1640 с аланилглутамином (ПанЭко,
Россия) и сыворотку крови эмбриональную теля-
чью (HyClone, США). Для подсчета клеток исполь-
зовали набор Cell Counting Kit-8 (Sigma-Aldrich,
США), для стимуляции клеток – набор PepTivator
HCV 1b NS4 (Meltenyi Biotec, Германия).

Иммуноферментный анализ. Пептид, раство-
ренный в 0.05 М карбонатно-бикарбонатном бу-
фере (pH 9.25) в концентрации 0.01 мг/мл, сорби-
ровали в течение 16 ч при температуре 4°C в лун-
ки полистирольного планшета (Nunc, Дания).
После блокирования свободных зон лунок в тече-
ние 1 ч при 37°C бычьим сывороточным альбуми-
ном в PBS (1 мг/мл; Sigma, США) проводили им-
муноферментный анализ по методике, описан-
ной в работе [13]. По завершении реакции
регистрировали оптическую плотность (OD) в
лунках на планшетном спектрофотометре при
длине волны 450 нм. Статистически достоверно
отличающимися от контроля считали величины
OD, превышающие сумму среднего арифметиче-
ского OD лунок, в которых анализировали образ-
цы от контрольной группы мышей, и тройного
стандартного отклонения.

Выделение лимфоцитов из селезенки мышей.
Селезенку подопытных мышей гомогенизирова-
ли в DPBS (Thermo Fisher Scientific/Gibco, Вели-
кобритания) в конической пробирке с пластико-
вым пестиком. К гомогенату добавляли коллаге-
назу (100 ед./мл) и 3 мМ CaCl2, инкубировали 3 ч
при 37°С, периодически перемешивая. Клеточ-
ную суспензию фильтровали через стерильное
сито с размером пор 30 мкм. Эритроциты удаляли
с помощью лизирующего раствора следующего
состава: 150 мМ хлорид аммония (11.85 г/л),
10 мМ бикарбонат калия, 0.1 мМ ЭДТА, pH 7.2–
7.4. Отмывали клетки DPBS с 3-кратным осажде-
нием центрифугированием в течение 5 мин при
300 g. Полученные образцы содержали спленоци-
ты и Т-лимфоциты. После этого клетки подсчи-
тывали в камере Горяева с окрашиванием трипа-
новым синим, суспендировали в среде RPMI 1640
c аланилглутамином и 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки, затем сеяли в 96-луночный план-
шет для ELISpot в концентрации 1 × 105–2.5 ×
× 105 клеток на лунку. Клетки стимулировали
пептидом VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK-NH2
(10 мкг/мл) и пептидами из набора PepTivator
HCV 1b NS4 (10 мкг для стимуляции 1 × 108 кле-
ток). Неспецифическую стимуляцию клеток про-
водили смесью форбол-12-миристат-13-ацетата
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(20 нг/мл; Invitrogen, США) и иономицина
(1 мкг/мл; Invitrogen, США).

Методика выполнения ELISpot. Для оценки
продукции IFN-γ и IL-2 использовали тест-си-
стемы Mouse IL-2 ELISPOT Kit и Mouse Interferon
gamma ELISPOT Kit (Abcam, Великобритания).
Непосредственно перед экспериментом в сте-
рильных условиях в лунки планшета добавляли
клетки и оставляли в CO2-инкубаторе на 15 ч. За-
тем неадсорбированные клетки удаляли из план-
шета и отмывали лунки 4 раза по 100 мкл PBS
(pH 7.4) с 0.1% Tween 20 (с инкубацией 10 мин при
4°С после добавления PBS). Далее добавляли по
100 мкл антицитокиновых антител, конъюгиро-
ванных с авидином, и инкубировали 1.5 ч при
комнатной температуре. По завершении инкуба-
ции удаляли жидкость из планшета и добавляли
по 100 мкл PBS (pH 7.4) с 0.1% Tween 20 (отмыв-
ка), повторяли 4 раза по 100 мкл (с интервалом
5 мин). Добавляли по 100 мкл конъюгата стрепта-
видина с щелочной фосфатазой и инкубировали
1 ч при комнатной температуре. Промывали 4 ра-
за PBS (pH 7.4) с 0.1% Tween 20 по 100 мкл с интер-
валом 5 мин. Снимали с планшета верхнюю и
нижнюю крышки и промывали в струе дистилли-
рованной воды 3 раза. Удаляли избыток воды на
фильтровальной бумаге и добавляли субстрат ще-
лочной фосфатазы. Инкубировали 10–15 мин при
комнатной температуре до появления пятен без
фона. Затем промывали в струе дистиллирован-
ной воды 3 раза. Остатки воды удаляли на филь-
тровальную бумагу, планшет высушивали. Для
более полного проявления пятен планшет остав-
ляли в холодильнике при 4°С на ночь. Далее с ис-
пользованием автоматического считывающего
устройства AID ELISpot Reader регистрировали
прокрашенные зоны цитокинов.

Расчет статистической достоверности разли-
чий выполняли с использованием t-критерия
Стьюдента и χ2 Пирсона (статистически значи-
мыми считали отличия при p < 0.02).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При анализе влияния липидного компонента

на иммуногенность синтетического 24-членного
пептида VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK-NH2,
фрагмента антигена NS4A ВГС, содержащего B-
и Th-эпитопы, обнаружено значительное усиле-
ние иммуногенности при включении пептида в на-
норазмерные фосфатидилхолиновые липосомы.
Липопептид, состоящий из 24-членного пептида и
1,3-(дипальмитоиламино)пропан-2-О-сукцината,
был менее иммуногенным, чем немодифицирован-
ный пептид с неполным адъювантом Фрейнда.

Формирование высокого уровня иммунной
активности после иммунизации 24-членным пеп-
тидом в липосомах показывает, что подобный

препарат как компонент кандидатной вакцины
от гепатита С перспективен для дальнейших ис-
следований.
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Effect of Lipid Components on Immunogenicity of Synthetic Fragment 
of Hepatitis C Virus NS4A Antigen
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The aim of this study was to investigate the effect of lipid components on the immunogenicity of a synthetic
24-peptide containing B- and Th-epitopes. The synthetic amidated at the C-terminus peptide had the prima-
ry structure VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK, that is corresponds to fragment of the NS4A antigen of the
hepatitis C virus. To enhance the immunogenicity, the peptide was acylated at the N-terminus with a lipo-
philic compound 1,3-(dipalmitoylamino)propane-2-O-succinate. A liposomal form of the peptide with a
particle size of 160 ± 20 nm and a degree of peptide inclusion of 80% was also obtained. The particle size sta-
bility of this preparation has been shown for 3 months. The immunogenicity of peptide, lipopeptide and pep-
tide in liposomes was studied for the production of antibodies by B-cells and cytokines (IFN-γ and IL-2) by
specific CD4+ T-lymphocytes in laboratory mice. The 24-mer peptide included in phosphatidylcholine lipo-
somes had the highest immunogenicity, that indicates the prospects of using this peptide in further research
on the design of a vaccine against hepatitis C.

Keywords: antigen NS4A HCV, synthetic peptide, lipophilic adjuvant, liposome peptide, immunogenicity, lipopeptide
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Ранее обнаружено, что синтетический фрагмент (60–76) внеклеточного домена рецептора конеч-
ных продуктов гликирования (RAGE) оказывает защитное действие на животных и клеточных мо-
делях болезни Альцгеймера. Было высказано предположение, что этот эффект обусловлен взаимо-
действием пептида с бета-амилоидом (Aβ), одним из лигандов RAGE, путем ингибирования обра-
зования токсичных олигомеров Aβ. Цель настоящего исследования – изучить с помощью методов
физической химии способность пептида (60–76) предотвращать олигомеризацию Aβ40 в растворе в
сравнении с укороченным пептидом (65–76), не способствующим сохранению памяти мышей. Ди-
намику образования фибрилл Aβ40 в присутствии пептидов оценивали с помощью тиофлавина T,
относительные размеры олигомеров определяли методом динамического светорассеяния, связыва-
ние пептидов с Aβ40 исследовали флуоресцентным титрованием. С помощью двух методов было
показано, что пептид (60–76) RAGE способен значительно (более чем на 90%) подавлять образова-
ние олигомеров и фибрилл Aβ40, в отличие от пептида (65–76). Кроме того, показано, что протек-
тивная активность и способность пептидов ингибировать олигомеризацию Aβ40 не коррелируют с
их связыванием с мономерным/тетрамерным Aβ40. Нами получено in vitro подтверждение гипотезы
о том, что протективная активность синтетического фрагмента (60–76) RAGE связана с его способ-
ностью ингибировать олигомеризацию Aβ.

Ключевые слова: рецептор конечных продуктов гликирования, синтетические пептиды, болезнь Альц-
геймера, бета-амилоид, олигомеризация, динамическое светораcсеяние, тиофлавин Т
DOI: 10.31857/S0132342322040194

ВВЕДЕНИЕ
Известно, что процесс олигомеризации и об-

разования фибрилл бета-амилоида (Aβ), проис-
ходящий в мозге человека при болезни Альцгей-
мера (БА), играет решающую роль в развитии
нейродегенерации. Фибриллы образуют отложе-

ния вместе с тау-белком [1–5], в то время как рас-
творимые олигомеры, которые не достигли раз-
мера фибрилл, связаны с нейротоксичностью Aβ
[6–8], что было показано in vitro [9–16] и in vivo
[15]. Отметим, что олигомеризация и образование
фибрилл – результаты патологического накопле-
ния Aβ в головном мозге. Один из путей транспорта
Aβ из кровотока в мозг опосредуется рецептором
конечных продуктов гликирования (RAGE) [17].
RAGE локализуется на мембранах эндотелия, а
также на мембранах нейронов, астроцитов и мик-
роглии [18–21]. При развитии БА наблюдается
сверхэкспрессия этого рецептора, что приводит к

Сокращения: Aβ – бета-амилоид; БА – болезнь Альцгей-
мера; БЭ-мыши – мыши, подвергнутые операции обоня-
тельной бульбэктомии; Р1 – пептид (60–76); P2 – укоро-
ченный пептид (65–76); RAGE – рецептор конечных про-
дуктов гликирования; ThT – тиофлавин Т.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 336-57-77; эл. почта:
tdvol@mx.ibch.ru).
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чрезмерному накоплению Aβ в головном мозге
[18, 20, 22, 23]. Aβ – один из лигандов RAGE, ак-
тивирующих патогенные сигнальные каскады в
микроглии [24, 25], которые стимулируют общие
негативные эффекты, такие как неконтролируе-
мое воспаление, дисфункция митохондрий,
окислительный стресс и повреждение нейронов
[18, 26, 27]. Таким образом, RAGE способен опо-
средовать нейротоксический эффект Aβ, прояв-
ляющийся в ускорении развития когнитивных
нарушений и патологических изменений в ней-
ронах [28]. RAGE связывает все формы Aβ: моно-
мерные, олигомерные и фибриллярные; кроме
того, с помощью набора антител к RAGE было
показано, что различные формы Aβ, в зависимо-
сти от уровня его олигомеризации, связываются с
разными участками рецептора. В частности, фиб-
риллы Aβ связываются с доменом C2, а раствори-
мые олигомеры – с доменом V [29].

Ранее нами было показано, что синтетический
фрагмент (60–76) V-домена RAGE при интрана-
зальном введении проявляет терапевтический
эффект на животных моделях БА, предотвращая
нарушение пространственной памяти у бульбэк-
томированных (БЭ) и трансгенных мышей
5xFAD – моделях БА, в которых мыши проявля-
ют поведенческие, биохимические и морфологи-
ческие признаки заболевания [30, 31]. Введение
пептида также предотвращает как накопление Aβ в
головном мозге, так и патологические изменения в
нейронах [32]. Способность пептида (60–76)
предотвращать токсические эффекты Aβ в смешан-
ной первичной культуре нейронов и астроцитов
также была продемонстрирована ранее [33]. По-
казана специфическая активация RAGE пепти-
дом (60–76), которая приводит к высвобождению
глутамата преимущественно из астроцитов [34].
Косвенные данные, указывающие на возмож-
ность взаимодействия пептида с Aβ, были полу-
чены после интраназального введения флуорес-
центно меченного аналога мышам 5xFAD. В ре-
зультате наблюдалась совместная локализация
пептида с амилоидными бляшками в срезах мозга
[32]. Обнаружена также способность пептида свя-
зывать Aβ в растворе [33, 35]. Принимая во вни-
мание все полученные данные, мы предположи-

ли, что механизм защитной активности пептида
может осуществляться через его взаимодействие с
Aβ путем ингибирования образования токсичных
олигомеров.

Цель данной работы состояла в изучении дву-
мя физико-химическими методами – динамиче-
ского светорассеяния (ДСР) и анализа связывания с
флуоресцентным красителем тиофлавином Т –
способности синтетического пептида (60–76)
RAGE, обладающего защитной активностью,
предотвращать олигомеризацию Aβ в растворе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В табл. 1 приведена последовательность пеп-
тида (60–76) (P1) и выбранного для сравнения его
укороченного фрагмента (65–76) (P2), который
не проявлял активности на животной модели БА
[32, 36]. В исследованиях мы использовали Aβ40 –
одну из двух основных аллоформ Aβ, присутству-
ющих в амилоидных бляшках [37, 38]. Раствори-
мость Aβ40 намного выше, а скорость олигомери-
зации – ниже, чем у изоформы Aβ42, что позво-
ляет работать с водными растворами точной
концентрации и дает время для манипуляций на
лабораторных приборах [39]. Размер частиц в рас-
творе Aβ40 после его агрегации и влияние пепти-
дов P1 и P2 на эту агрегацию изучали с помощью
динамического светорассеяния (ДРС). Одновре-
менно с этим способность пептидов ингибиро-
вать образование протофибрилл и фибрилл Aβ40
в растворе анализировали по изменению флуо-
ресценции тиофлавина T. Кроме того, способ-
ность пептидов P1 и P2 напрямую связываться с
Aβ40 изучали с помощью флуоресцентного тит-
рования.

Определение размеров олигомеров Aβ40 в рас-
творах методом динамического светорассеяния.
Для изучения влияния фрагментов RAGE на оли-
гомеризацию Аβ40 использовали метод динами-
ческого светорассеяния. Вначале определяли раз-
меры молекул Aβ40 в исходных растворах, приго-
товленных по различным методикам. На рис. 1а
показано распределение частиц по размерам в
растворе дезагрегированного Aβ40, на рис. 1б –

Таблица 1. Результаты ингибирования олигомеризации Aβ40 фрагментами RAGE и их способность предотвра-
щать нарушение пространственной памяти бульбэктомированных мышей в модели болезни Альцгеймера

Обозначение Фрагмент Аминокислотная 
последовательность

Ингибирование 
олигомеризации Аβ40

Связывание 
с Аβ40 

(флуоресцент-
ное титрование)

Защита 
памяти 

БЭ-мышей 
[13]

ДРС ThT

P1 60–76 AWKVLSPQGGGPWDSVA + + + +
P2 65–76 SPQGGGPWDSVA – ± + –



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 4  2022

ФРАГМЕНТ RACE ИНГИБИРУЕТ ОЛИГОМЕРИЗАЦИЮ β-АМИЛОИДА 463

для Aβ40, растворенного в воде без предваритель-
ной дезагрегации.

В растворе дезагрегированного Aβ40 можно
видеть два пула частиц (рис. 1а). Первый включа-
ет мелкие частицы со средним гидродинамиче-
ским диаметром 0.9 нм, что соответствует диамет-
ру мономеров. Второй пул содержит частицы со
средним диаметром 3.8 нм, которые представля-
ют собой димеры, тримеры и тетрамеры Aβ40
[40]. В растворе Aβ40, не подвергавшегося дез-
агрегации, не обнаружено мелких частиц, что
означает отсутствие мономеров, димеров, триме-
ров и тетрамеров. Вместо этого обнаружен пул с
широким спектром частиц размером 8–80 нм
(рис. 1б), а кроме того, есть немного крупных ча-
стиц диаметром 200–2000 нм, которые представ-
ляют собой высокоолигомеризованные молеку-
лы. Для всех дальнейших исследований был ис-
пользован дезагрегированный Aβ40 (рис. 1а).

Далее раствор дезагрегированного Aβ40 с пеп-
тидами или без них подвергали агрегации, т.е. ин-
кубировали в условиях, способствующих агрега-
ции, а затем методом динамического светорассе-

яния определяли размер всех молекул Aβ40 в
смеси (рис. 2).

Анализ распределения частиц по размерам
подтвердил, что олигомеризация Aβ40 прошла.
В растворе Aβ40 без пептидов имелся только один
пул агрегатов со средним значением гидродина-
мического диаметра 2500 нм (рис. 2а). После ин-
кубации Aβ40 в присутствии пептида P1 распре-
деление частиц по размерам в растворе резко из-
менилось. На рис. 2б можно увидеть два пула
мелких частиц, подобных тем, которые представ-
лены на рис. 1а. Это означает, что в смеси оста-
лось большое количество мелких частиц диамет-
ром 1–6 нм. Кроме того, есть два небольших пула
более крупных агрегатов со средним диаметром
500 и 1100 нм, которые, тем не менее, намного
меньше, чем в случае “чистого” Aβ40. После ин-
кубации Aβ40 в присутствии пептида P2 распре-
деление частиц в растворе было аналогично тому,
которое наблюдалось для Aβ40 без пептида. На
графике представлен только один пул очень круп-
ных агрегатов со средним диаметром 1500 нм, что
немного ниже, чем в случае чистого Aβ40, но зна-

Рис. 1. Распределение размеров олигомеров исходного раствора Аβ40, измеренное методом ДРС: (а) – дезагрегиро-
ванный Аβ40; (б) – недезагрегированный Аβ40.
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чительно выше, чем в смеси Aβ40 с P1 (рис. 2в).
Мелких частиц в растворе не осталось. Таким об-
разом, методом динамического светорассеяния
доказано, что P1 значительно ингибирует олиго-
меризацию Aβ40 и предотвращает образование
крупных агрегатов, в то время как P2 практически
не может влиять на процесс олигомеризации
Aβ40.

Изучение фибриллогенеза Аβ40 в присутствии
фрагментов RAGE по изменению флуоресценции
тиофлавина Т. Следующей задачей исследования
было выяснение способности пептидов RAGE
влиять на образование фибрилл Aβ40 – крупных
олигомеров вытянутой структуры, входящих в со-
став амилоидных бляшек в мозге больных БА.
Для этого динамику олигомеризации Aβ40 в при-
сутствии двух пептидов изучали методом флуо-

Рис. 2. Распределение размеров олигомеров Аβ40 после 40-часовой инкубации, измеренное методом ДРС: (а) – только
Аβ40; (б) – Аβ40 с P1; (в) – Аβ40 с P2.
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ресцентной спектрофотометрии с использовани-
ем красителя тиофлавина Т (ThT), который поз-
воляет детектировать образование β-структуры,
специфичной для протофибрилл и фибрилл Aβ.
Перед добавлением буфера Aβ40 дезагрегировали
так же, как и в других исследованиях, так что со-
держание олигомеров в начале эксперимента бы-
ло на самом низком уровне. Ранее мы показали,
что синтетический Aβ40, используемый в этом
эксперименте, способен образовывать характер-
ные β-складчатые фибриллы бета-амилоида в
водных растворах [41].

Данные флуоресценции, полученные для Aβ40
в присутствии P1 или P2, сравнивали с данными
для Aβ40 в отсутствие пептидов (рис. 3). Экспери-
ментальные данные демонстрируют типичную
кривую агрегации амилоида с 10-часовой лаг-фа-
зой, в которой не происходит изменения флуо-
ресценции (фаза нуклеации). За ней следует 6-ча-
совая фаза элонгации, в которой образование
амилоидных протофибрилл и фибрилл проявля-
ется увеличением флуоресценции ThT. Явное су-
ществование лаг-фазы означает отсутствие ами-
лоидных фибрилл в наших начальных препара-
тах. Во время фазы элонгации флуоресценция
ThT увеличивалась в 15 раз в растворе чистого
Aβ40. В присутствии P1 флуоресценция ThT уве-
личивалась менее чем в 2 раза, следовательно,
данный пептид ингибировал процесс образования
фибрилл Aβ40 более чем на 90%. В присутствии P2
флуоресценция ThT также была ниже, чем в отсут-
ствие пептидов, но заметно выше, чем в присут-
ствии P1. Пептид P2 подавлял образование прото-
фибрилл и фибрилл Aβ40 только на 50%.

Влияние пептидов на олигомеризацию Aβ40,
изученное методом ДРС, показало, что P1, кото-
рый обладает защитной активностью на живот-

ных и клеточных моделях БА, значительно инги-
бирует процесс олигомеризации Aβ40 в растворе,
в то время как неактивный укороченный фраг-
мент (65–76) (P2) практически не оказывает та-
кого действия. Одновременно в исследовании с
помощью ThT было показано, что P1 ингибирует
образование фибрилл Aβ40 более чем на 90%.
Эффект P2 был намного меньше. Следует отме-
тить, что с помощью флуоресценции ThT можно
выявить только β-структуры фибрилл, в отличие
от анализа методом ДРС, который позволяет
идентифицировать весь спектр олигомеров. Сле-
довательно, только метод ДРС отражает объек-
тивное различие в способности P1 и P2 ингиби-
ровать процесс олигомеризации Aβ.

Флуоресцентное титрование фрагментов RAGE
с помощью Aβ40. Для того чтобы найти объясне-
ние различного влияния пептидов P1 и P2 на оли-
гомеризацию Aβ40, мы решили исследовать на-
прямую способность их связывания с Aβ. Для
этого проводили флуоресцентное титрование
обоих пептидов при помощи Aβ40. Входящий в
состав пептидов триптофан изменяет свою флуо-
ресценцию в момент связывания пептида с ли-
гандом, поэтому его удобно использовать как ис-
точник флуоресценции при титровании [42]. Это
позволило избежать введения флуоресцентной
метки и таким образом сохранить нативные свой-
ства пептидов. Концентрация P1, который содер-
жит два остатка Trp, составляла 0.5 мкМ, а кон-
центрация P2, имеющего только один остаток
Trp, – 2 мкМ для усиления сигнала. Раствор Aβ40,
как и в предыдущих экспериментах, предвари-
тельно готовили в условиях, минимизирующих
содержание олигомеров в растворе. Начальная
концентрация Aβ40 составляла 200 нМ. Данные
экспериментов по флуоресценции были пред-
ставлены в виде графика отношения 1/ΔF по
сравнению с 1/[S], где [S] – концентрация Aβ40 в
кювете, ΔF – разница между измерениями интен-
сивности в отсутствие Aβ40 и в присутствии Aβ40
с определенной концентрацией (рис. 4).

Были вычислены константы диссоциации: для
P1 Kd = 1.41 ± 0.29 мкМ (рис. 4а), для P2 Kd = 0.51 ±
± 0.08 мкМ (рис. 4б). Результаты флуоресцентно-
го титрования в настоящем исследовании показа-
ли, что оба пептида образуют комплексы с Aβ40,
причем, как следует из рассчитанных Kd, P2 обра-
зует с Aβ40 даже более стабильный комплекс, чем
P1. Очевидно, что метод флуоресцентного титро-
вания не может объяснить различную способ-
ность пептидов ингибировать олигомеризацию
Aβ. Интересно, что в работе Kamynina et al. [33] по
результатам флуоресцентного титрования P2 не
связывался с Aβ40, тогда как Kd для P1 была прак-
тически идентична значению, полученному в на-
стоящем исследовании. Вероятно, это связано с
тем, что Aβ40 не подвергался дезагрегации в рабо-Рис. 3. Кинетика образования фибрилл Aβ40.
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те Kamynina et al. [33]. Возможно, P2 образует
комплексы только с мономерами-тетрамерами
Aβ40, но не может связываться с олигомерами.
В то же время P1 способен связываться с любой
формой Aβ40. Эти результаты демонстрируют,
что связывания пептида с мономерами-тетраме-
рами Aβ40 недостаточно для ингибирования об-
разования крупных олигомеров и фибрилл. Веро-
ятно, для подавления олигомеризации требуется
также связывание пептида с малыми и средними
олигомерами.

Все результаты, полученные в данной работе,
объединены в табл. 1.

В последнем столбце табл. 1 представлены ра-
нее полученные данные тестирования простран-
ственной памяти у мышей, подвергнутых обоня-
тельной бульбэктомии (БЭ) после интраназаль-
ного введения P1 или P2 [32]. Из табл. 1 видно,
что защитную активность проявляет только P1,
который способен ингибировать процесс олиго-
меризации Aβ, что показано двумя методами – по
изменению флуоресценции ThT и с помощью ДРС.
В то же время способность пептидов P1 и P2 инги-
бировать олигомеризацию Aβ не коррелирует с их
связыванием с мономерным/тетрамерным Aβ40.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез пептидов. Фрагменты RAGE человека
(Q15109, UniProtKB/SwissProt) и Aβ40 человека
(P05067.3, UniProtKB/Swiss-Prot) были синтези-
рованы твердофазным методом на полимере Ван-
га с использованием Fmoc/But-схемы и очищены
с помощью ВЭЖХ, как описано ранее [32, 41]. Го-
могенность пептидов составляла >95%.

Дезагрегация бета-амилоида (1–40). Лиофили-
зированный синтетический Aβ40 растворяли в
1,1,1,3,3,3-гексафторпропан-2-оле (HFIP) (99%;
Sigma-Aldrich, США) в концентрации 1 мг/мл и
разделяли на аликвоты. HFIP выпаривали в пото-
ке газообразного аргона, пептидную пленку рас-
творяли в DMSO (Sigma-Aldrich, США) до конеч-
ной концентрации 20 мг/мл. Этот раствор энер-
гично встряхивали и выдерживали при –20°C в
течение 12 ч перед добавлением буфера.

Формирование олигомеров и фибрилл Аβ40. К
250 мкг Аβ40 в 12.5 мкл DMSO добавляли
1850 мкл буфера (20 мМ Тris-HCl, 100 мМ NaCl,
pH 7.4) и сразу же встряхивали в течение 30 с. Для
приготовления смеси Аβ40 и одного из фрагмен-
тов RAGE 200 мкг Р1 либо 140 мкг Р2 растворяли
в 1850 мкл буфера и добавляли к 250 мкг Аβ40 в
DMSO, после чего встряхивали в течение 30 с.
Образцы перемешивали при 37°C в течение 40 ч.

Динамическое светорассеяние. Измерения ди-
намического рассеяния света (ДРС) проводили
на анализаторе Zetasizer Nano ZS (Malvern Instru-
ments Ltd, Великобритания) с использованием
лазерного источника с λ = 633 нм и детекции при
угле рассеяния 173°. Образцы получали из дез-
агрегированного Aβ40 или дезагрегированного
Aβ40, инкубированного в условиях образования
олигомеров и фибрилл с пептидами или без них.
В кювету ДРС переносили 100 мкл полученного
раствора на 20 мин. Данные рассеяния света были
проанализированы для оценки распределения
частиц по размерам и их усредненного по z гидро-
динамического диаметра (dh) с применением
уравнения Стокса–Эйнштейна, предполагающе-
го сферическую форму частиц.

Рис. 4. Флуоресцентное титрование пептидов с помощью Aβ40: (а) – P1 в концентрации 0.5 мкМ; (б) P2 в концентра-
ции 2 мкМ. Кривые изменения интенсивности флуоресценции триптофана 1/[ΔF] в зависимости от концентрации
1/[S] Aβ40 при измерении на длине волны 520 нм. Показаны результаты одного из пяти независимых экспериментов.
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Анализ фибриллогенеза Аβ40 с использованием
тиофлавина Т. Образование фибрилл Аβ40 отсле-
живали по связыванию тиофлавина Т [43] с помо-
щью флуоресцентного планшетного ридера Cla-
riostar Plus (BMG LABTECH, Германия). Раствор
Аβ40 или Аβ40 в смеси с одним из пептидов объе-
мом 75 мкл отбирали в указанное время и смеши-
вали с 25 мкл 50 мкМ раствора ThT в лунках план-
шета из черного полистирола (SPL) для обнару-
жения флуоресценции тиофлавина Т. Конечная
концентрация Аβ40 составляла 25 мкМ, пептидов –
50 мкМ, ThT – 12.5 мкМ. Флуоресценцию образ-
цов измеряли при λвозб = 450 нм, λисп = 486 нм. В
каждый момент времени из каждого раствора от-
бирали по четыре аликвоты, затем их добавляли в
лунки планшета и измеряли флуоресценцию ThT
в каждой лунке не менее четырех раз на разной
высоте. Вычитали фоновую флуоресценцию бу-
фера. В каждой точке рассчитывали среднее зна-
чение и стандартную ошибку среднего (SEM).

Флуоресцентное титрование. Флуоресцентное
титрование синтетических пептидов проводили,
как описано ранее [33]. Концентрация пептида
Р1 составляла 0.5 мкМ, пептида Р2 – 2 мкМ.
К ним добавляли дезагрегированный Aβ40, пред-
варительно растворенный в DMSO, в увеличива-
ющихся концентрациях: 200, 400, 800, 1200, 1600,
2000, 2500, 3000, 4000 и 5000 нМ. Максимум ин-
тенсивности флуоресценции обнаружен при
355 нм. В программе Statistica 10 (StatSoft, США)
набор интенсивностей был представлен на гра-
фике с координатами 1/[S] относительно 1/ΔF
[42]. Для каждого пептида проводили три незави-
симых измерения константы диссоциации (Kd).
Значения Kd представляли, как среднее ± стан-
дартная ошибка среднего.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В проведенных исследованиях выявлено, что
биологически активный синтетический фраг-
мент (60–76) RAGE оказывает влияние на про-
цесс олигомеризации Aβ. Методами динамиче-
ского светорассеяния и анализа флуоресценции
тиофлавина Т показано, что пептид (60–76), ока-
зывающий протективное действие на простран-
ственную память мышей в экспериментальных
моделях болезни Альцгеймера, значительно по-
давляет образование олигомеров и фибрилл Aβ40.
Неактивный укороченный фрагмент (65–76) это-
го пептида такой способностью не обладает. В то
же время ингибирование олигомеризации Aβ
пептидами (60–76) и (65–76) и их защитная ак-
тивность не коррелируют со связыванием пепти-
дов с мономерным/тетрамерным Aβ40.

Таким образом, нами получено подтвержде-
ние гипотезы о том, что протективная активность
синтетического пептида (60–76) RAGE связана с

его способностью ингибировать образование
токсичных олигомеров Aβ. Выявлен один из воз-
можных механизмов реализации протективного
действия пептида (60–76), перспективного для
разработки терапии болезни Альцгеймера.
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Protective Fragment of the Receptor for Advanced Glycation End Products 
Is Able to Inhibit Amyloid Beta Oligomerization
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It was found earlier that a synthetic fragment (60–76) of the extracellular domain of the receptor for advanced
glycation end products (RAGE) has a protective effect in animal and cellular models of Alzheimer’s disease.
It has been suggested this effect is due to the interaction of the peptide with amyloid beta (Aβ), one of the
RAGE ligands, by inhibiting the formation of toxic Aβ oligomers. The aim of this study was to investigate,
using physical chemistry methods, the ability of the (60–76) peptide to prevent Aβ40 oligomerization in solu-
tion in comparison with a non-protective truncated peptide (65–76). The dynamics of the Aβ40 fibril forma-
tion in the presence of peptides was evaluated using thioflavin-T, the relative sizes of oligomers were deter-
mined by dynamic light scattering, the binding of peptides to Aβ40 was investigated by f luorescence titration.
Using two methods, it has been shown that the protective peptide of the (60–76) RAGE sequence is able to
significantly (by more than 90%) suppress the formation of Aβ40 oligomers and fibrils, in contrast to the non-
protective peptide (65–76). In addition, the ability of peptides to inhibit Aβ40 oligomerization and their pro-
tective activity do not correlate with their binding to monomeric/tetrameric Aβ40. Thus, we obtained in vitro
confirmation of the hypothesis that the protective activity of the (60–76) RAGE synthetic fragment is related
to its ability to inhibit Aβ oligomerization.

Keywords: receptor for advanced glycation end products, synthetic peptides, Alzheimer’s disease, amyloid beta,
oligomerization
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В эксперименте показана динамика взаимосвязанных показателей – уровня окислительной моди-
фикации (карбонилирования) тканевых белков и активности протеиназ, осуществляющих кон-
троль качества и утилизацию поврежденных, в том числе окисленных, белков (протеасом) – в пече-
ни культивируемой радужной форели (Oncorhynchus mykiss Walb.), как в периоды, благоприятствую-
щие росту рыб, так и при воздействии естественных неблагоприятных факторов. Оба показателя
демонстрировали корреляцию с темпом роста рыб, отражающим уровень общего метаболизма и
окислительных процессов: содержание белковых карбонилов – положительную (r = 0.42, p < 0.01),
а активность протеасом – отрицательную (r = –0.46, p < 0.01). При действии повреждающих факто-
ров физиологическая динамика образования и утилизации белковых карбонилов нарушалась. Так,
кратковременная гипоксия, вызванная падением уровня растворенного в воде кислорода, и метабо-
лическая депрессия по окончании подледного периода приводили к уменьшению окислительного
повреждения белков печени рыб, а инфекционные патогены, напротив, – к накоплению окислен-
ных белков, менее выраженному при введении в рацион растительной добавки с антиоксидантной
активностью. Активность протеасом, играющих ведущую роль в поддержании протеостаза клетки в
условиях окислительного стресса, в рассматриваемых нами ситуациях повышалась лишь при воз-
действии множественных стрессоров – гипоксии с последовавшим инфицированием рыб. Экспе-
риментальный рацион, содержащий натуральные биоактивные вещества, не изменял физиологиче-
скую динамику окисления белков и скорости их утилизации у рыб, растущих в оптимальных усло-
виях, но способствовал сохранению баланса в этой системе и, в целом, повышению устойчивости
рыб к действию повреждающих факторов.

Ключевые слова: белковые карбонилы, протеасомы, радужная форель, гипоксия, температура среды,
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ВВЕДЕНИЕ
Окислительные процессы лежат в основе

энергообмена клетки и служат источником сво-
бодных радикалов – активных форм кислорода
(АФК), азота и др., которые участвуют в физиоло-
гических процессах, но, образуясь в избытке, спо-
собны повреждать клеточные компоненты – орга-
неллы, мембраны и макромолекулы. Свободно-ра-
дикальные процессы усиливаются при старении,
действии прооксидантов и неблагоприятных средо-

вых факторов [1–3] и, в случае их преобладания над
эффективностью антиоксидантной системы
(АОС), приводят к оксидативному стрессу и накоп-
лению поврежденных макромолекул, в том числе
продуктов окислительной модификации белков
(ОМБ) [4]. По современным представлениям, АОС
включает не только классические ферменты (ката-
лазу, SOD, GPx, GST и др.) и молекулярные анти-
оксиданты (глутатион, ретинол, токоферолы), но
и ряд транскрипционных факторов (например,
Nrf2) и протеиназы контроля качества белков [5].
Контроль качества клеточных белков (в том числе
элиминация окисленных (карбонилированных),
аминокислотные остатки в которых необратимо
модифицированы альдегидными или кетоновы-
ми группами, и в силу этого утративших натив-
ную структуру и биологическую функцию [6])

Сокращения: АГ – арабиногалактан; АОС – антиокси-
дантная система; АФК – активные формы кислорода; ДГК –
дигидрокверцетин; МДА – малоновый диальдегид; ОМБ –
окислительная модификация белков; ПОЛ – перекисное
окисление липидов; 2,4-ДНФГ – 2,4-динитрофенилгидразин.

#Автор для связи: (тел.: +7 (8142) 76-98-10; эл. почта:
nkantserova@yandex.ru).
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осуществляется путем их протеолитической де-
градации в аутофаголизосомах [7] и протеасомах
[5]. В печени рыб преобладает протеасомный путь
гидролиза окисленных белков, включающий
энергозависимые этапы их распознавания проте-
иназами и, в ряде случаев, селективного мечения
убиквитином [8]. Убиквитин-протеасомная си-
стема (УПС) включает 20S и 26S протеасомные
комплексы, в полости которых расщепляются
мономерные неубиквитинированные или мечен-
ные убиквитином полипептиды [9]; недостаточ-
ность протеасомной активности приводит к на-
коплению дефектных белков.

Помимо физиологической зависимости окис-
лительных процессов в организме рыб от темпа
их роста и эффективности АОС, снижающихся с
возрастом, уровень белкового окисления у искус-
ственно выращиваемой рыбы зависит от дей-
ствия множественных стрессоров. Так, в услови-
ях садкового рыбоводства радужная форель Onco-
rhynchus mykiss Walb. подвержена воздействию
слабой проточности воды, высокой плотности
посадки, летнего подъема температуры воды и ас-
социированного с ними кислородного голодания
[10, 11]. Стрессоры приводят к снижению темпов
роста рыбы, распространению бактериальных
инфекций, повышению летальности [12–14].
В современной аквакультуре отдается приоритет
стимуляции естественной резистентности выра-
щиваемых видов к повреждающим факторам и
сопутствующему окислительному стрессу путем
использования натуральных антиоксидантов.
Показано, что экстракты гвоздики Eugenia caryo-
phyllus и корицы Cinnamomum zeylanicum, богатые
фенольными соединениями с антиоксидантной
активностью, снижают степень перекисного
окисления липидов (ПОЛ) в скелетных мышцах
нильской тиляпии Oreochromis niloticus [15]. При
введении в состав корма солодки Glycyrrhiza glabra
и астрагала Astragalus membranaceus усиливается
ответная реакция АОС печени желтого окуня Perca
flavescens на кратковременные гипер-, гипотермию
и гипоксию [16]. Стимулирующий потенциал ве-
ществ из лиственничного сырья – дигидрокверце-
тина (ДГК), флавоноида с доказанной антиокси-
дантной, противовоспалительной и противовирус-
ной активностью [17, 18], и арабиногалактана (АГ),
полисахарида с пребиотическим и иммуномодули-
рующим действием, – успешно применяется в ме-
дицине и ветеринарии [18, 19], но недостаточно
изучен в аквакультуре [20–22]. Преимущество ис-
пользования подобных соединений заключается
прежде всего в их безопасности для живых орга-
низмов и окружающей среды.

Цель настоящей работы – изучение уровня
карбонилированных белков и протеолитической
активности протеасом в печени садковой радуж-
ной форели, выращенной на стандартном или
обогащенном ДГК и АГ корме, при воздействии

сезонных изменений средовых факторов, вклю-
чая повреждающие (летнюю гипертермию, кис-
лородное голодание и бактериальные патогены).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Проведено сравнение биохимических и фи-

зиологических показателей у двух групп радуж-
ной форели, получавших в течение двух вырост-
ных сезонов стандартный коммерческий корм
(BioMar, Дания) без добавок (контрольные сад-
ки) или с добавкой, включавшей 25 мг ДГК и
50 мг АГ на 1 кг корма (опытные садки). В этот
период на выращиваемую в садках форель дей-
ствовали следующие неблагоприятные факторы:
бактериальная инфекция, сезонное повышение
температуры воды, гипоксия.

Рост и выживаемость форели. Статистически
достоверные различия по темпу роста форели,
выращиваемой в течение двух выростных сезонов
на стандартном (контроль) и обогащенном сме-
сью ДГК и АГ (опыт) корме, обнаружены не были
(табл. 1). Тем не менее можно говорить о тенден-
ции к более высокой скорости роста рыб, выра-
щенных на экспериментальном рационе, по-
скольку к концу эксперимента средняя масса рыб
контрольной группы составила 1947.3 ± 314.7 г,
опытной – 2289.3 ± 120.3 г. Несмотря на ранее
описанное активирующее влияние смеси ДГК и
АГ на механизмы роста мышечной ткани радуж-
ной форели (снижение отрицательной регуляции
миогенеза миостатином, повышение уровня экс-
прессии гена тяжелой цепи миозина) при кратко-
временном действии неблагоприятных факторов

Таблица 1. Относительный темп роста радужной форе-
ли, выращиваемой на стандартной диете (контроль) и
с добавлением смеси ДГК + АГ (опыт)

Примечание: данные представлены в виде среднего и стан-
дартного отклонения (n = 60).

Год Дата
Относительный темп 
роста, % массы/сутки

контроль опыт

2017 14.07 2.2 ± 1.2 1.7 ± 0.8
26.07 2.7 ± 0.4 2.7 ± 0.9
12.08 2.8 ± 1.4 3.7 ± 0.9
28.08 3.5 ± 1.6 4.3 ± 1.0
12.09 4.3 ± 1.4 5.3 ± 0.6
16.11 4.4 ± 0.9 4.2 ± 0.7

2018 12.05 2.2 ± 0.9 2.2 ± 0.6
27.06 2.7 ± 1.2 3.4 ± 0.9
17.07 3.5 ± 1.5 3.7 ± 1.3
24.08 3.9 ± 1.3 4.8 ± 1.6
18.09 4.1 ± 1.5 4.9 ± 0.7
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[21], добавка, по-видимому, не обладает способ-
ностью к стимуляции роста рыб в долговремен-
ной перспективе.

Летальность среди рыб контрольной и опыт-
ной групп была сходной в начале периода наблю-
дений (июнь 2017 г.) – 0.96 против 0.95% и досто-
верно различалась (р < 0.05, значения в контроле
и опыте соответственно) на пике инфекционного
заболевания (середина июля – начало августа
2017 г.) – 2.18 против 0.67%, в период низких тем-
ператур (подледный период декабрь 2017 г. – ап-
рель 2018 г.) – 3.15 против 0.19%, в период высо-
ких температур (конец июля – начало августа
2018 г.) – 1.15% против 0.82%. Полученные ре-
зультаты согласуются с отмеченной ранее спо-
собностью растительных добавок повышать вы-
живаемость культивируемых видов рыб, напри-
мер, нильской тиляпии – на 11% при введении в
состав корма экстракта прополиса и алое [23],
морского окуня Dicentrarchus labrax, инфициро-
ванного Photobacterium damselae, при скармлива-
нии 5% экстракта морских водорослей Gracilaria
sp. [24].

Окислительная модификация белков печени фо-
рели. Окислительная модификация белков печени
садковой форели, оцениваемая по концентрации
карбонилированных групп в их составе, варьирова-
ла в ходе наблюдения вслед за изменением внешних
факторов и различалась в ряде случаев у рыб кон-
трольной и опытной групп. Относительно низкое
содержание белковых карбонилов в печени форели,
выловленной по окончании подледного периода
(май 2018 г.; рис. 1), по всей видимости, связано
со сниженным уровнем общего метаболизма,
включая окислительные процессы, у рыб в ходе
зимовки. Описанная реакция была в равной степе-
ни выражена у рыб, выращенных на контрольном
или обогащенном ДГК и АГ рационе (1.4 ± 0.3
против 1.3 ± 0.3 нмоль/мг белка). Содержание
белковых карбонилов, аналогично скорости ве-
сового прироста, повышалось в соответствии с
сезонным ростом температуры воды (в пределах
температурного оптимума O. mykiss 14–19°С) у
рыб, обитающих в благоприятных для роста усло-
виях и в отсутствие повреждающих факторов
(рис. 1). Сезонное накопление окисленных бел-
ков в печени форели, коррелирующее с весовым
приростом рыб (r = 0.42, р < 0.01) и достигающее
максимума к концу выростного сезона, особенно
ярко проявилось в 2018 г. Положительная сезон-
ная динамика ОМБ нарушалась при действии не-
которых средовых факторов. Так, при кратковре-
менной гипоксии, вызванной резким падением
растворенного в воде кислорода до 5.0 мг/л (при
оптимуме >7.0 мг/л для форели) 11–19 июля 2017 г.,
в печени исследуемых рыб наблюдалось двух-
кратное снижение уровня белковых карбонилов – с
4.2 ± 0.5 до 1.9 ± 0.3 нмоль/мг белка (р < 0.05;
рис. 1). Это согласуется с имеющимися данными

о том, что гипоксия и аноксия приводят к сниже-
нию продукции АФК [25], карбонилированных
белков и продуктов ПОЛ в органах и клетках
(включая иммунные) рыб, а возвращение к нор-
моксии – к постепенному восстановлению их
уровня [26, 27]. Гипоксия нередко (как и в нашем
эксперименте) провоцирует бактериальное зара-
жение рыб; предполагают [27], что повышению
восприимчивости рыб к инфекциям способству-
ет вызванная гипоксией дисфункция иммунных
клеток крови, цитотоксическое действие которых
зависит от АФК. Последовавшее за кислородным
голоданием спонтанное инфицирование форели
бактериальными патогенами (вторая половина
июля 2017 г.) и, возможно, антибиотикотерапия
энрофлоксацином (начало августа) вызвали двух-
кратное повышение уровня белковых карбони-
лов, сохранившееся в контрольной группе рыб до
конца выростного сезона 2017 г., в опытной – с
частичной отменой эффекта (рис. 1). Бактериаль-
ные инфекции, по данным многих исследователей
[24, 28], приводят к развитию окислительного
стресса и, как следствие, к увеличению содержа-
ния белковых карбонилов и продуктов ПОЛ у
рыб, а натуральные антиоксиданты способны
замедлить окисление белков и липидов в этих
условиях [24, 29].

Положительная сезонная динамика ОМБ так-
же нарушалась в период повышения температуры
воды сверх оптимальных для форели значений
(август 2018 г.; рис. 1), критичного для жизне-
стойкости особей в целом. Сочетанное действие
гипертермии и вызванного ею снижения уровня
растворенного кислорода (показатели связаны
обратной зависимостью) до нижней границы оп-
тимума O. mykiss привело к умеренному сниже-
нию ОМБ и, вероятно, других кислород-зависи-
мых процессов (энергопродукции, иммунных ре-
акций цитотоксичности) в тканях рыб. При этом
ведущим действующим на рыб фактором, по всей
видимости, стала именно умеренная гипоксия,
поскольку изолированное влияние гипертермии,
по данным литературы, оказывает противопо-
ложный биологический эффект – разобщение
дыхательной цепи митохондрий, утечку прото-
нов, неполное восстановление кислорода и уве-
личение продукции АФК [30, 31].

Достоверная разница по содержанию карбо-
нильных производных белков в печени форели
контрольной и опытной групп наблюдалась в
конце каждого выростного сезона; их содержание
было ниже у рыб, получавших с кормом ДГК и
АГ, чем у рыб контрольной группы (р < 0.05): в
2017 г. – 2.5 ± 0.5 против 4.1 ± 0.6, в 2018 – 3.5 ±
± 0.6 против 6.5 ± 1.2 нмоль/мг белка (рис. 1). По-
лученные результаты, свидетельствующие о спо-
собности добавки снижать степень окисления
клеточных белков в период нормального роста и
при действии повреждающих факторов, согласу-
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ются с ранее описанными эффектами других ан-
тиоксидантов близкой ДГК структуры. Напри-
мер, природный флавоноид ресвератрол снижал
in vitro уровень МДА и белковых карбонилов в
эритроцитах человека, обработанных трет-бутил-
гидропероксидом [32], а также возраст-зависимое
накопление окисленных белков в скелетных
мышцах камбалы [33] и мыши [34].

Интенсивность протеасомного протеолиза в пе-
чени радужной форели. Полученные данные ука-
зывают на физиологически обусловленную зави-
симость изученных параметров – активности
протеасом и белкового окисления – от общего
уровня белкового обмена, повышенного в перио-
ды, благоприятные для роста рыб и, напротив,
сниженного при действии субоптимальных фак-
торов, включая температурный (гипо- и гипер-
термию). В нашем эксперименте подтверждено,
что более высокий темп роста и метаболизма и
сопутствующий им базальный уровень окисли-
тельных процессов у молоди рыб компенсируется
развитой антиоксидантной системой [34, 35].
Аналогично скорости роста рыб, эффективность
АОС, оцениваемая по активности протеасом в
печени, была максимальной у рыб первого года
жизни, а на втором демонстрировала возрастной
регресс (рис. 2). Возрастное снижение интенсив-
ности внутриклеточного белкового обмена и про-

теолитических процессов обнаружено у многих
организмов, включая рыб [35, 36].

В благоприятный для роста рыб сезон 2018 г.
уровень активности протеасом в их печени поло-
жительно коррелировал (r = 0.325, р < 0.05) с со-
держанием карбонилированных белков, сходным
образом для садковой форели контрольной и
опытной групп; однако взаимосвязь нарушалась
при действии множественных повреждающих
факторов в 2017 г. (r = –0.11). Наблюдаемая зави-
симость отличалась от ранее описанной для кле-
точных культур, испытывающих внешние воз-
действия или возрастные изменения, включая
астроциты крысы [37], кератиноциты человека
при старении [38], фибробласты кожи человека
при воздействии УФ-излучения [39], в которых
при снижении протеасомной активности возрас-
тало содержание окисленных белков. Как следует
из наших и ранее опубликованных наблюдений,
подобная взаимосвязь прослеживается не всегда,
что предполагает неоднозначную зависимость
двух показателей друг от друга и многофактор-
ность их регуляции. Так, в нашей работе повы-
шенная активность протеасом не повлияла на со-
держание окисленных белков в печени форели
при понижении температуры среды (ноябрь 2017 г.,
по сравнению с сентябрем 2017 г.; рис. 1, 2), ана-
логично ранее описанному эффекту акклимации
молоди рыб семейства Anarhichadidae к гипотер-

Рис. 1. Содержание карбонилированных белков в печени садковой форели, выращиваемой на стандартной диете
(контроль) и с добавлением смеси ДГК + АГ (опыт). * Различия достоверны между контролем и опытом. # Различия
достоверны между значениями в текущую и предыдущую дату взятия материала (p < 0.05).
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мии, сопровождавшемуся активацией 20S проте-
асом в скелетных мышцах при отсутствии влия-
ния на ОМБ [40]. По другим свидетельствам [41],
высокая нагрузка на антиоксидантную систему
радужной форели, вызванная действием сточных
вод, приводила к повышению содержания окис-
ленных белков в печени, но не к изменению ак-
тивности 20S протеасомы. К настоящему момен-
ту данные об особенностях регуляции протеасом
у рыб практически отсутствуют, вместе с тем из-
вестно, что активность их каталитических субъ-
единиц регулируется на трансляционном и пост-
трансляционном уровнях [42]. Установлено, что
20S протеасома более устойчива к воздействию
окислительного стресса, чем 26S протеасома;
кроме того, последняя в условиях окислительно-
го стресса диссоциирует на коровую частицу 20S
и регуляторные комплексы 19S [5], что увеличи-
вает тотальную неселективную (убиквитин-неза-
висимую) активность 20S протеасом в клетках.
Известно, что 4-гидроксиноненал, продукт ПОЛ,
способен связываться с 20S протеасомой и инак-
тивировать ее [43]. Кроме того, показано [5, 42,
44], что накопление сильно окисленных белков
может приводить к образованию устойчивых к
протеолизу агрегатов, которые подвергаются
убиквитинированию и связываются с протеасо-
мами, ингибируя их активность. Таким образом,
на активность протеасом могут влиять различные
факторы – как эндогенные (продукты окисления

белков и липидов, возраст организма), так и экзо-
генные (средовые факторы, токсиканты).

В нашем эксперименте особенно выраженное
стимулирующее действие на протеасомный меха-
низм утилизации окисленных белков оказал фак-
тор инфицирования рыб. Известно, что провос-
палительные сигнальные пути, активирующиеся
при инфекции, приводят к усилению катаболиче-
ских процессов в клетках и подавляют транс-
крипцию факторов иммунной защиты [45, 46].
У рыб, содержавшихся на контрольном рационе,
в ответ на действие инициирующего фактора –
гипоксии и, возможно, латентной стадии инфек-
ции (14 июля, рис. 2) – наблюдалась инактивация
протеасом (644.7 ± 45.2, р ≤ 0.05), сопоставимая с
ранее описанным эффектом подавлением проте-
асомной активности у рыб в гипоксических усло-
виях [47], вместе с тем у особей, получавших обо-
гащенный ДГК и АГ корм, в этих условиях разви-
валась обратная реакция – срочная активация
протеасом (1045.8 ± 233.1, р ≤ 0.05). Вероятно, ак-
тивация защитного клеточного механизма – про-
теасомного пути, развивающаяся в более корот-
кий срок в присутствии биодобавки, отражает
один из механизмов ее гепатопротекторного дей-
ствия, подтвержденного, в частности, для ДГК-
содержащего лекарственного средства Legalon®
[17, 18]. Гипоксия, как мы предполагаем, сыграла
триггерную роль в развитии у рыб бактериальной
инфекции, в связи с чем гипоксическое состоя-

Рис. 2. Химотрипсиноподобная активность протеасом в печени садковой форели, выращиваемой на стандартной ди-
ете (контроль) и с добавлением смеси ДГК + АГ (опыт). * Различия достоверны между контролем и опытом. # Разли-
чия достоверны между значениями в текущую и предыдущую дату взятия материала (p < 0.05).
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ние сменилось окислительным стрессом, кото-
рый предсказуемо привел к активации протеасом-
ного пути. Более выраженный протеасомозави-
симый ответ у рыб контрольной группы (26 июля,
рис. 2) позволяет предположить у них окисли-
тельный стресс большей силы. Как показано ра-
нее, именно 20S протеасомы путем убиквитин-
независимого протеолиза поддерживают протео-
стаз клетки в условиях окислительного стресса
[48, 49].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Схема эксперимента и отбор проб. Исследова-

ния проводили на форелевом хозяйстве Респуб-
лики Карелия с июня 2017 г. по сентябрь 2018 г.
В июне 2017 г. самок форели (1+) сходной массы
100 ± 2.3 г поместили в садки (5 тыс. особей на са-
док) и выращивали по сентябрь 2018 г. на диффе-
ренцированном рационе в соответствии со схе-
мой эксперимента. В течение двух выростных се-
зонов (с мая по сентябрь) форель контрольной
группы получала стандартный коммерческий
корм (BioMar, Дания) без добавок, форель экспе-
риментальной группы – стандартный корм с до-
бавлением смеси ДГК и АГ (25 и 50 мг на кг корма
соответственно); дозировка рекомендована про-
изводителем (ОАО “Аметис”, Россия; сертифи-
кат № 396-08.17); скармливание добавки прово-
дили двухнедельными курсами с двухнедельными
перерывами. По окончании выростного сезона
2017 г. обе выборки форели были оставлены на
подледный период в тех же садках. В мае 2018 г.
рыба (возраст 2+) была выведена из голодания,
отсортирована по размеру, и особи среднего раз-
мера (733 ± 62.1 и 770 ± 87.1 г для контрольного и
опытного садков соответственно) включены в
продолжение эксперимента в 2018 г.

Ежедневно фиксировали температуру воды в
садках и содержание растворенного кислорода
оксиметром Seven2Go Pro S9 (Mettler Toledo,
Швейцария). В период наблюдений 2017 г. макси-
мальная температура воды в водоеме составляла
17°С, при этом содержание растворенного кисло-
рода было высоким (7.0–10.9 мг/л), за исключе-
нием периода его резкого падения (11–19 июля)
до 6.0 мг/л, в отдельные дни – до 5 мг/л (при оп-
тимуме для форели >7.0 мг/л). В 2018 г., с 17 июля
по 22 августа, отмечался температурный максимум
19–22°С (при оптимуме для форели 14–19°С), со-
провождавшийся снижением уровня растворен-
ного кислорода до 7.2–8.0 мг/л, минимального за
выростной сезон 2018 г.

Помимо естественных вариаций средовых
факторов, форель подверглась действию спора-
дического фактора – бактериальных патогенов.
Во второй половине июля 2017 г. у форели обеих
групп манифестировала бактериальная геморра-
гическая септицемия, вызванная ассоциацией

Pseudomonas putida и Cytophaga psychrophila (за-
ключение микробиологической экспертизы
№ 939/22 от 23.08.2017, ФГБНУ “ФНЦ – Всерос-
сийский научно-исследовательский институт
экспериментальной ветеринарии им. К.И. Скря-
бина и Я.Р. Коваленко” РАН), в связи с чем рыба
обеих групп была подвергнута антибактериаль-
ной терапии энрофлоксацином (25 мг/кг рыбы;
10–15 августа 2017 г.). Рыба получала антибиотик
с кормом.

В ходе эксперимента, с 25 июня 2017 г. (до вве-
дения добавки, нулевая точка) и далее каждые две
недели выростного сезона 2017 г. и ежемесячно – в
2018 г., проводили измерения массы и длины форе-
ли. Относительный темп роста (% массы/сутки) рас-
считывали по формуле: (W2 – W1)/W1/(t2 – t1) × 100,
где W1 – начальный вес, W2 – конечный вес рыб,
(t2 – t1) – количество суток между измерениями
(табл. 1). В те же сроки на льду отбирали образцы
(100–200 мг) печени рыб (от 8 особей из каждого
садка). Образцы хранили в жидком азоте до нача-
ла анализа.

Реагенты и оборудование. В работе использова-
ли химические реагенты, ингибиторы и субстра-
ты протеиназ (Sigma-Aldrich, США), гомогениза-
тор TissueLyser LT (Qiagen, Германия), центрифу-
гу Allegra 64R (Beckman Coulter, США),
мультимодальный планшетный ридер CLARIO-
star (BMG LABTECH, Германия).

Получение препаратов протеиназ. Паренхиму
печени гомогенизировали в 20 мМ Tris-HCl-бу-
фере (рН 7.5) с добавлением 150 мМ NaСl, 5 мМ
ЭДТА-Na, 20 мМ ДТТ, 0.1%-ного Triton X-100,
1 мМ АТР, 5 мМ MgCl2, ингибиторов протеиназ
(1 мМ PMSF, 1 мкг/мл лейпептина, 1 мкг/мл пеп-
статина) в соотношении 1 : 10 (w/v) и центрифу-
гировали (20000 g, 20 мин).

Анализ протеолитической активности протеа-
сом. Химотрипсиноподобную (ХТП) активность
протеасом определяли по гидролизу флуороген-
ного олигопептида Suc-LLVY-AMC. Реакционная
смесь содержала 20 мМ Tris-HCl (pH 7.5), 1 мМ
ДТТ, 5 мМ MgCl2, 1 мМ ATР и 30 мкМ субстрат.
Флуоресценцию образцов измеряли при длине
волны 380 (ex) и 440 нм (em). Истинную ХТП-ак-
тивность протеасом рассчитывали за вычетом ак-
тивности примесных протеиназ, определенной в
присутствии 5 мкM MG132, ингибитора ХТП-ак-
тивности протеасом. Активность (ед. акт.) выра-
жали в условных единицах показаний флуори-
метра и нормализовали по содержанию в пробах
белка.

Cодержание белковых карбонильных групп оце-
нивали по методу Levine et al. [50]. К 100 мкл исследу-
емого образца, полученного при гомогенизации тка-
ни в 20 мМ Tris-HCl-буфере, рН 7.5 (соотношение
1 : 10, w/v) и дальнейшем центрифугировании
(20000 g, 20 мин), добавляли 500 мкл 0.2%-ного
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2,4-ДНФГ, растворенного в 2 М HCl (опыт), или
500 мкл 2 М HCl (контроль). Реакционную смесь
инкубировали 1 ч в темноте при комнатной тем-
пературе, затем добавляли 500 мкл 20%-ной ТХУ,
выдерживали 10 мин при 4°С и центрифугировали
(10000 g, 10 мин). Осадок промывали дважды сме-
сью этанол : этилацетат (1 : 1), высушивали и рас-
творяли в 1 мл 6 М гуанидингидрохлорида при на-
гревании до 90°С. Продукты реакции кетоновых и
альдегидных функциональных групп с 2,4-ДНФГ –
2,4-динитрофенилгидразоны – регистрировали
спектрофотометрически при 370 нм. Количе-
ственное содержание динитрофенилгидразонов
рассчитывали с использованием коэффициента
их молярной экстинкции, равного 21 мМ–1 см–1,
и выражали в нм/мг белка.

Анализ содержания белка. Концентрацию бел-
ка определяли по методу Брэдфорд [51] с исполь-
зованием BSA в качестве стандарта.

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческий анализ результатов проводили при помо-
щи критерия Краскела–Уоллиса с последующим
сравнением выборок с использованием критерия
Манна–Уитни. Коэффициенты корреляции
между сравниваемыми показателями определяли
по Пирсону.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе работы изучен уровень

карбонилированных белков и протеолитической
активности протеасом в печени садковой радуж-
ной форели, выращенной на стандартном или
обогащенном ДГК и АГ корме, при воздействии
средовых факторов (летней гипертермии, кисло-
родного голодания и бактериальной инфекции).
Изученная в работе динамика содержания окис-
ленных клеточных макромолекул и активности
протеасомного пути их утилизации оказалась тес-
но связана с процессами роста рыб и, по всей ви-
димости, интенсивностью обменных процессов,
включая белковый метаболизм и окислительные
пути энергопродукции, приводящие к генерации
АФК. Нами установлена зависимость уровня бел-
кового окисления в печени форели от сезонной
вариабельности природных факторов, включая
повреждающие – гипо- и гипертермию, гипо-
ксию, бактериальную инфекцию. В условиях
окислительного стресса, вызванного инфекцион-
ным заболеванием, избыточное образование бел-
ковых карбонилов приводит к активации протеа-
сом – компонентов АОС, отвечающих за деграда-
цию необратимо поврежденных окислением
белковых молекул. Наблюдаемое накопление
окисленных тканевых белков, вызванное дей-
ствием на организм повреждающих средовых
факторов, может быть следствием как их избы-
точного образования, так и подавления путей их
элиминации; по нашим данным, обогащение ра-

циона кормовой растительной добавкой с анти-
оксидантным действием способствует поддержа-
нию баланса этих процессов.

Основным показанием к практическому при-
менению изученной добавки может служить про-
филактика заболеваемости и повышение есте-
ственной резистентности рыб в условиях искус-
ственного выращивания, связанного с действием
неблагоприятных факторов различной природы
(погодных, инфекционных, антропогенных).
Учитывая природное происхождение ДГК и АГ,
получаемых водно-спиртовой экстракцией из от-
ходов заготовки лиственницы, и, как следствие,
их безопасность, нетоксичность, биоразлагае-
мость, становится очевидным преимущество изу-
ченной добавки в сравнении с применяемыми в
рыбоводной практике антибиотиками, гормона-
ми, вакцинами, как для здоровья выращиваемой
рыбы, так и для экосистем водоемов, используе-
мых для садкового рыбоводства.
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Oxidative Modification and Proteolysis of Hepatic Proteins in Reared Rainbow Trout 
Impacted by Environmental Variables

N. P. Kantserova*, #, E. D. Tushina*, I. V. Sukhovskaya*, and L. A. Lysenko*
#Phone: +7 (8142) 76-98-10; e-mail: nkantserova@yandex.ru

*Institute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences,
ul. Pushkinskaya 11, Petrozavodsk, 185910 Russia

The experiment shows the dynamics of related indices, such as the level of oxidative modification (carbo-
nylation) of tissue proteins and the activity of proteases of quality control and utilization of damaged and oxi-
dized proteins (proteasomes), in the liver of cultivated rainbow trout both during periods favorable for fish
growth, as well as when impacted by unfavorable environmental variables. Both parameters showed a correla-
tion with fish growth rate corresponding with the level of total metabolism and oxidative processes, while po-
sitive for the content of protein carbonyls (r = 0.42, p < 0.01) and negative for the activity of proteasomes
(r = –0.46, p < 0.01). In fish affected by damaging factors, the physiological dynamics of the generation and
utilization of protein carbonyls had been disturbed. Thus, short-term hypoxia caused by a drop in the level of
dissolved oxygen and metabolic depression at the end of the wintering period both have led to a decrease in
oxidative damage to proteins in fish liver, whereas infectious pathogens resulted in the accumulation of oxi-
dized proteins, less pronounced if the diet included a plant supplement with antioxidant activity. The activity
of proteasomes, which play a key role in maintaining cell proteostasis under oxidative stress, increased in fish
under multiple stressors, including hypoxia and subsequent infection. The experimental diet containing na-
tural bioactive substances did not change the physiological dynamics of protein oxidation and the rate of their
utilization in fish growing under optimal conditions whereas maintained a balance in this system and, in ge-
neral, increased fish resistance to the effect of unfavorable factors.

Keywords: protein carbonyls, proteasomes, rainbow trout, hypoxia, water temperature, bacterial infection
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На основании роли аденозинового рецептора А1 в модуляции внутриглазного давления, повыше-
ние которого – важный фактор развития глаукомы, и структурного анализа среди известных инги-
биторов данного рецептора были отобраны и синтезированы шесть соединений ряда 5(7)-алкил-
амино-6-нитроазолопиримидинов и 8-алкилазоло[5,1-b]пуринов. Показано, что данные гетеро-
циклы проявляют слабое сродство к аденозиновому рецептору А1 на модели аденозинзависимого
изменения хронотропного эффекта in vitro с использованием изолированных предсердий белых мы-
шей. С другой стороны, тиадиазоло[3,2-a]пиримидины и триазоло[5,1-b]пурин продемонстрирова-
ли гипотензивное действие в экспериментах in vivo на крысах: при использовании соединения-ли-
дера (5-метил-8-(гидроксиэтил)триазоло[5,1-b]пурин, 0.2%-ный раствор) офтальмотонус снижался
на 34% через 3 ч, нежелательный резорбтивный эффект не наблюдался. Кроме того, с помощью
МТТ-теста на линии клеток гепатоцеллюлярной карциномы человека HepG2 было показано, что
гетероциклы, оказывающие влияние на ВГД, демонстрируют 1–2 порядка меньшую цитотоксич-
ность, чем препарат сравнения доксорубицин.

Ключевые слова: азолопиримидины, азолопурины, аденозиновые рецепторы, аденозин, внутриглазное
давление, глаукома
DOI: 10.31857/S0132342322040182

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время глаукома – одна из веду-

щих причин необратимой слепоты в мире. Коли-
чество больных глаукомой даже по самым опти-
мистичным прогнозам будет непрерывно расти [1],
что коррелирует с тенденцией по увеличению числа
инвалидов по зрению вследствие глаукомы [2].

Несмотря на определенные успехи в изучении
патогенеза и разработке схем лечения данного за-
болевания, снижение внутриглазного давления
(ВГД) остается первоочередной задачей при тера-
пии глаукомы [3].

В местной медикаментозной терапии глауко-
мы используются препараты с различным меха-

низмом действия: как снижающим продукцию
ВГД (β-адреноблокаторы, ингибиторы карбоан-
гидразы II, α-адреномиметики), так и улучшаю-
щим ее отток (аналоги простагландинов, м-холи-
номиметики, α-адреномиметики). В последнее
время в литературе обсуждается появление новых
классов препаратов, снижающих ВГД путем воз-
действия на определенные биологические мише-
ни. К ним относятся препараты, снижающие оф-
тальмотонус путем повышения трабекулярного
оттока – ингибиторы Rho-киназы [4], соедине-
ния, обладающие сродством к III подтипу мела-
тониновых рецепторов, способные снижать ВГД
концентрационно-зависимым образом [5], доно-
ры оксида азота и препараты, воздействующие на
глобулярные белки, содержащиеся в клетках тра-
бекулярной сети и шлеммова канала, а также ан-
тагонисты рецепторов аденозина.

Сокращения: А1 АР – аденозиновый рецептор А1; ВГД –
внутриглазное давление; ЧСС – частота сердечных сокра-
щений.

# Автор для связи: (эл. почта: i-krafttt@yandex.ru).
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Было показано, что аденозиновый рецептор А1
(А1 АР) экспрессируется в переднем сегменте че-
ловеческого глаза и представляет собой привле-
кательную мишень для контроля за ВГД [6]. Но-
вые исследования в этой области установили, что
данный рецептор активно представлен в дренаж-
ной системе глаза, в частности в протоках с водя-
нистой влагой, и играет значительную роль в мо-
дуляции ВГД [7, 8].

Так, избыток аденозина – эндогенного агони-
ста А1-рецептора – в передней камере глаза при-
водит к развитию глазной гипертензии [9]. Соот-
ветственно, поиск новых ингибиторов данного
подтипа аденозиновых рецепторов – перспектив-
ное направление для снижения ВГД.

Цель данной работы – синтез гетероциклов
азолоазинового ряда и исследование их влияния
на аденозиновый рецептор А1 и внутриглазное
давление у крыс для установления возможной
взаимосвязи между ингибирующей активностью
и гипотензивным действием.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Синтез гетероциклов азолоазинового ряда. Ра-

нее нами было показано, что нитросодержащие
азолоазины – это близкие структурные аналоги
известных антагонистов аденозинового рецепто-
ра А2а [10]. При этом известно, что сайты связыва-
ния А2а- и А1-рецепторов близки по структуре,
что, с одной стороны, диктует необходимость по-
иска селективных эффекторов, с другой стороны,
можно заключить, что эффекторы А2а-рецептора
будут иметь сродство и к сайту связывания адено-
зинового рецептора А1. Для исследования антаго-
нистического эффекта были синтезированы ал-
киламин-содержащие нитроазолопиримидины
(III–V) по разработанному нами ранее методу по-
следовательного хлордезоксигенирования с по-
мощью смеси хлористого фосфорила и пиридина
и нуклеофильного замещения атома галогена на
алкиламины (схема 1) [11–13]. Подобная страте-
гия была использована и при синтезе 5-алкил-
амино-6-нитро-1,3,4-тиадиазоло[3,2-a]пирими-
дин-8-онов, содержащих фрагменты п-хлорфе-
нилэтиламина (VIII) и тирамина (IX) (схема 2).

Схема 1. Двухстадийный синтез 6-нитро-7-алкиламиноазоло[1,5-a]пиримидинов (III–V).

Схема 2. Синтез 5-алкиламино-6-нитро-1,3,4-тиадиазоло[3,2-a]пиримидин-7-онов (VIII) и (IX).
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Схема 3. Снятие ацильной защиты с гидроксильной группы гетероцикла (X) 
с получением 5-метил-8-(2-гидроксиэтил)-1,2,3-триазоло[5,1-b]пурина (XI).
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Кроме того, был получен 5-метил-8-(2-гид-
роксиэтил)триазоло[5,1-b]пурин (XI), который
представляет собой структурный аналог трицик-
лических ингибиторов аденозиновых рецепторов.
С этой целью было выполнено снятие ацильной за-
щиты с гидроксигруппы полученного ранее триазо-
ло[5,1-b]пурина (X) с помощью каталитического
количества хлорной кислоты при кипячении в ме-
таноле (схема 3).

Фармакологические свойства синтезированных
гетероциклов. Антагонистическая активность по
отношению к аденозиновому рецептору А1 in vitro.
Исследование антагонистического действия син-
тезированных азолоазинов (III–V), (VIII), (IX) и
(XI) в концентрации 10 мкМ в отношении адено-
зинового рецептора А1 проведено на модели аде-
нозинзависимого изменения хронотропного эф-
фекта in vitro с использованием изолированных
предсердий белых мышей. Было обнаружено, что
наибольшую антагонистическую активность про-
являют гетероциклы 6-нитроазолопиримидино-
вого ряда (III–V), в то время как соответствую-
щие тиадиазолопиримидины (VIII), (IX) и три-
азолопурин (XI) фактически не оказывали
статистически значимого действия на А1 АР. Од-
нако все исследуемые соединения уступали по
данному показателю препарату сравнения кофе-
ину (табл. 1). Тем не менее полученные результа-
ты позволяют рассматривать триазоло[1,5-a]пи-
римидиновый скаффолд как перспективную ос-
нову для поиска структур с более высоким
сродством к данной биологической мишени.

Офтальмогипотензивные свойства соединений
in vitro. Влияние соединений на уровень ВГД изу-
чали на беспородных интактных крысах методом
тонометрии. Показано, что все исследуемые со-
единения обладают офтальмогипотензивными
свойствами. Так, при изучении действия гетеро-
цикла (VIII) выявлено повышение офтальмото-
нуса на 10% в течение 60 мин, после чего проис-
ходило незначительное снижение ВГД до исход-
ных значений (рис. 1а) как в тестовом, так и в
контрольном глазах, что выступает показателем
нежелательного резорбтивного эффекта. Однако
к третьему часу ВГД тестового глаза снижалось на
20%, а в контрольном глазу не изменялось.

Исследования соединения (IX) продемонстри-
ровали, что в течение 60 мин после его закапыва-
ния в тестовый глаз ВГД практически не изменя-
лось. Однако ко второму часу исследования на-
блюдалось снижение ВГД на 13% и к третьему
часу – на 18% (рис. 1б). В контрольном глазу ди-
намика ВГД находилась в пределах нормы, что
свидетельствует об отсутствии системного дей-
ствия изучаемого соединения.

Закапывание в тестовый глаз азоло[5,1-b]пу-
рина (XI) приводило к снижению офтальмотону-
са на 26% уже к первому часу исследования, на
30% через 2 ч и достигала максимального эффекта
(34%) через 3 ч (рис. 1в). В контрольном глазу
ВГД изменялось в диапазоне 1–2 мм рт. ст., что
свидетельствует об отсутствии системного дей-
ствия изучаемого соединения (XI).

При этом оказалось, что наиболее активные в
отношении А1 АР гетероциклы (III–V) не приво-
дят к снижению ВГД в исследуемых концентра-
циях. По всей видимости, влияние соединений
(VIII), (IX) и (XI) на ВГД не связано с ингибиро-

Таблица 1. А1-антагонистическая активность синтези-
рованных гетероциклов

Примечание. Концентрация исследуемых соединений и ко-
феина составляла 10 мкМ. Данные представлены в виде
среднего арифметического значения ± стандартная ошибка
среднего арифметического значения. * p < 0.05 по сравнению
с показателями, полученными для кофеина (критерий Крас-
кела–Уоллиса с постестом Данна для множественных срав-
нений).

Соединение или препарат

Подавление 
отрицательного 

хронотропного эффекта 
аденозина, Δ%

(III) 36.9 ± 5.4
(IV) 32.5 ± 3.8
(V) 45.9 ± 3.7

(VIII) 0.5 ± 0.5*
(IX) 2.5 ± 2.5*
(XI) 2.5 ± 1.1*

Кофеин 60.5 ± 3.7
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ванием А1 АР, а задействует другой механизм
биологического действия.

Цитотоксичность соединений. На заключи-
тельном этапе с целью предварительной оценки
токсикологических характеристик наиболее ак-
тивных соединений (VIII), (IX) и (XI) была изуче-
на их цитотоксичность в МТТ-тесте на линии кле-
ток человека HepG2. Для 6-нитротиадиазоло[3,2-
a]пиримидинов (VIII) и (IX) цитотоксичность LC50
составила 0.073 и 0.072 мМ соответственно, что в
30–40 раз меньше, чем у препарата сравнения док-
сорубицина. Наименьшее цитотоксическое дей-
ствие выявлено для триазоло[5,1-b]пурина (XI),
уровень LC50 для которого превышает 1 мМ и нахо-
дится за пределами максимальных исследованных
концентраций (табл. 2), превосходя по безопасно-
сти доксорубицин более чем в 500 раз.

Было показано, что с точки зрения сродства к
А1 АР наиболее выгоден 1,2,4-триазоло[1,5-a]пи-
римидиновый (III) и тетразоло[1,5-a]пиримиди-
новый скаффолд (IV,V), тогда как 1,3,4-тиадиазо-
ло[3,2-a]пиримидины (VIII), (IX) и 1,2,4-триазо-

Рис. 1. Влияние соединений (VIII) (а), (IX) (б) и (XI) (в) на внутриглазное давление интактных крыс.
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Таблица 2. Цитотоксичность соединений (VIII), (IX) и
(XI) в сравнении с доксорубицином на клетках гепато-
целлюлярной карциномы человека HepG2 (МТТ-тест)

Соединение или препарат LC50, мМ

(VIII) 0.073
(IX) 0.072
(XI) >1

Доксорубицин 0.002
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ло[5,1-b]пурин (XI) не проявили статистически
значимого ингибирующего эффекта в отношении
этого рецептора. С другой стороны, полученные
6-нитроазоло[1,5-a]пиримидины уступали в
сродстве к А1 АР препарату сравнения кофеину,
что свидетельствует о необходимости дальней-
шей структурной модификации для создания бо-
лее мощных ингибиторов.

Обратная закономерность наблюдалась при
исследовании офтальмогипотензивных свойств
полученных гетероциклов: азоло[1,5-a]пирими-
дины (III–V) не оказывали влияния на ВГД крыс,
в то время как тиадиазоло[3,2-a]пиримидины
(VIII), (IX) и триазоло[5,1-b]пурин (XI) проде-
монстрировали гипотензивное действие. При
этом соединение-лидер, 5-метил-8-(гидрокси-
этил)триазоло[5,1-b]пурин (XI), снижало офталь-
мотонус на 34% через 3 ч, не проявляя нежела-
тельного резорбтивного эффекта. Кроме того,
было показано, что гетероциклы, оказывающие
влияние на ВГД, демонстрируют значительно
меньшую цитотоксичность, чем препарат сравне-
ния доксорубицин.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез гетероциклов азолоазинового ряда.
Спектры 1Н- и 13С-ЯМР полученных соединений
регистрировали на спектрометре Avance II (400 и
100 МГц соответственно; Bruker, Германия) при
температуре 25°С, внутренний стандарт ТМС,
растворитель DMSO-d6 и CDCl3. Элементный
анализ выполняли на анализаторе 2400 CHN
(PerkinElmer, США). Контроль за ходом реакций
осуществляли при помощи ТСХ на пластинках
Silufol UV-254 (Imid LTD, РФ, Краснодар). Тем-
пературу плавления измеряли на приборе Stuart
SMP3. Гетероциклы (III) [14], (IV) и (V) [12],
(VIII) и (IX) [13] и (X) [11] были синтезированы по
ранее разработанным методикам.

Синтез 5-метил-8-(2-гидроксиэтил)триазоло-
[5,1-b]пурина (XI). К раствору 2.18 г (0.01 моль)
5-метил-8-(2-ацетоксиэтил)триазоло[5,1-b]пури-
на в 40 мл MeOH добавляли 0.5 мл 60%-ной HClO4,
полученную смесь кипятили в течение 24 ч. Реак-
ционную массу упаривали в вакууме при 35°С,
остаток перекристаллизовывали из изо-бутанола.

Белый порошок. Rf (EtOAc) 0.4, Т. пл. 214–
216°С. Выход 89%. Найдено, %: С 49.44; Н 4.50;
N 38.80. Брутто-формула: C9H10N6O. Вычислено, %:
С 49.54; Н 4.62; N 38.51. Спектр 1H-ЯМР (400 МГц,
DMSO-d6), δ (м.д.): 2.84 (3Н, c, CH3), 3.87 (2Н, т,
J 4.0, OСН2), 4.69 (2Н, т, J 4.0, NСН2), 8.40 (1Н, c,
С7Н), 8.84 (1Н, c, C2H). Спектр 13С-ЯМР
(100 МГц, CDCl3), δ (м.д.): 20.2 (CH3), 49.0
(NCH2), 59.8 (OCH2), 127.5 (C5a), 134.3 (C8a),
142.6 (C7), 151.2 (C3a), 152.3 (C2), 159.4 (C5).

Фармакологические исследования полученных
соединений. Антагонистическая активность со-
единений по отношению к аденозиновому рецептору
A1. Исследование антагонистической активности
соединений (III–V), (VIII), (IX) и (XI) по отноше-
нию к A1 АР проводили на изолированных пред-
сердиях 20 белых мышей обоих полов возрастом
4 месяца (питомник “Рапполово”, Ленинград-
ская область) на модели аденозинзависимого из-
менения хронотропного эффекта in vitro в моди-
фикации Бригадировой с соавт. [15] с использо-
ванием буферного раствора Кребса–Хенселейта
(состав, мМ): NaCl – 118.0; KCl – 4.7; KH2PO4 –
1.18; MgSO4 – 1.2; CaCl2 – 2.5; NaHCO3 – 25.0;
глюкоза – 5.55; pH 7.4) при постоянной оксигена-
ции (95% O2 – 5% СО2) и термостатировании при
37°С. Исследуемые вещества в концентрации
10 мкМ вносили в ванночку с изолированными
предсердиями, после чего добавляли аденозин
(10 мкМ; Sigma-Aldrich, США). Активность со-
единений оценивали по степени подавления ин-
дуцированного аденозином снижения хронотро-
пизма изолированных предсердий, работающих в
собственном ритме (без стимуляции), в сравне-
нии с контрольным эффектом аденозина (в Δ%).
Сокращения предсердий регистрировали с исполь-
зованием изометрического датчика TSD125C при
изометрической нагрузке в 1 г в 4-канальной уста-
новке поддержания жизнедеятельности изолиро-
ванных тканей DA100C (Biopac Systems, Inc., США)
и программного обеспечения AcqKnowledge 4.0
(Biopac Systems, Inc., США). Количество сокраще-
ний изолированных предсердий измеряли за 30-се-
кундный интервал с последующим расчетом ча-
стоты сердечных сокращений (ЧСС). В качестве
препарата сравнения использовали неселектив-
ный антагонист аденозиновых рецепторов А1/2а –
кофеин (10 мкМ; Sigma-Aldrich, США).

Величину подавления хронотропизма пред-
сердий (Δ%) рассчитывали по формуле:

где ΔЧССконтр – разница между исходной ЧСС и
ЧСС, рассчитанной после введения аденозина в
контрольном измерении; ΔЧССопыт – разница
между исходной ЧСС и ЧСС, рассчитанной после
введения аденозина на фоне экспозиции иссле-
дуемых соединений в опытном измерении.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием непараметрического кри-
терия Краскела–Уоллиса с постестом Данна для
множественных сравнений в программе Graph-
Pad Prism 7.0 (GraphPad Software, США).

Офтальмогипотензивные свойства соединений
in vitro. Изучение влияния соединений на уровень
ВГД проводили на 48 взрослых беспородных ин-
тактных крысах обоих полов возрастом 2 месяца
(питомник “Рапполово”, Ленинградская об-

( )контр опыт%  100 – ЧСС / ЧСС 100 ,Δ = Δ Δ ×
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ласть) методом тонометрии с использованием
прибора TonoVet (Финляндия) [16]. Исследова-
ние соединений производили по методике Mar-
cus et al. [17]. Производные азолопиримидинов
(III–V), (VIII), (IX) и (XI) закапывали в правый
(тестовый) глаз лабораторного животного в кон-
центрации 0.2% однократно в объеме 50 мкл, а в
левый глаз – деионизированную воду в том же
объеме. В качестве препаратов сравнения исполь-
зовали 0.5%-ные глазные капли тимолол (Тимо-
лол-СОЛОфарм; Гротекс, Россия) и 0.1%-ные
глазные капли бримонидин (Сантибрим; Сен-
тисс Фарма Пвт. Лтд., Индия) с доказанным ВГД-
снижающим действием, применяемые в клини-
ческой практике. Препараты сравнения также за-
капывали в правый (тестовый глаз) лабораторных
животных в объеме 50 мкл, в левый глаз – де-
ионизированную воду в том же количестве. Ле-
вый глаз, в свою очередь, служил для оценки воз-
можного системного воздействия исследуемых
соединений. Измерение ВГД проводили в пяти
временных точках (0, 30, 60, 120, 180 мин), где
0 мин – исходное значение. Наличие ВГД-сни-
жающей активности оценивали по максимально-
му уменьшению ВГД от исходных значений.

Цитотоксичность соединений. Оценку цито-
токсичности наиболее активных соединений
(VIII), (IX) и (XI) проводили с помощью МТТ-те-
ста [18] в модификации на клетках линии HepG2
(гепатоцеллюлярной карциномы человека)
(ATCC® HB-8065™). Культивирование клеток
проводили в полной ростовой среде F-12 (Gibco,
США) с добавлением 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки (Gibco, США), 1% пенициллина-
стрептомицина (Gibcо, США), 1% незаменимых
аминокислот (NEAA) (Sigma-Aldrich, США),
2 мМ пирувата натрия (Sigma-Aldrich, США) в
СО2-инкубаторе Galaxy 170R (New Brunswick,
Германия) при температуре 37°С в атмосфере 5%
СО2. Соединения и наиболее широко используе-
мый цитостатик сравнения доксорубицин (Sig-
ma-Aldrich, США) исследовали в диапазоне кон-
центраций от 0.1–1.0 мМ с инкубацией в течение
48 ч. Жизнеспособность клеток, коррелирующую
со способностью митоходриальных дегидрогеназ
превращать МТТ-реагент (бромид 3-(4,5-диме-
тилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия) в фор-
мазан, определяли по данным оптической плот-
ности при 555 нм (референсная длина волны
650 нм) с использованием планшетного ридера
CLARIOstar (BMG LABTECH, США). Обработку
данных и расчет LC50 (концентрация, подавляю-
щая жизнедеятельность клеток на 50% относи-
тельно интактного контроля) проводили с помо-
щью программного обеспечения MARS Data
Analysis Software (BMG LABTECH, США) и
GraphPad Prism v.7.0 (GraphPad Software, США).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, были синтезированы шесть

соединений ряда азолоазинов. На модели адено-
зинзависимого изменения хронотропного эф-
фекта in vitro с использованием изолированных
предсердий белых мышей показано, что с точки
зрения сродства к аденозиновому рецептору А1
наиболее выгоден 1,2,4-триазоло[1,5-a]пирими-
диновый (III) и тетразоло[1,5-a]пиримидиновый
(IV), (V) скаффолд, тогда как 1,3,4-тиадиазо-
ло[3,2-a]пиримидины (VIII), (IX) и 1,2,4-триазо-
ло[5,1-b]пурин (XI) не проявили статистически
значимого ингибирующего эффекта в отношении
этого рецептора. С другой стороны, полученные
6-нитроазоло[1,5-a]пиримидины уступали пре-
парату сравнения кофеину в сродстве к аденози-
новому рецептору А1, что свидетельствует о необ-
ходимости дальнейшей структурной модифика-
ции для создания более мощных ингибиторов.
Обратная закономерность наблюдалась при ис-
следовании офтальмогипотензивных свойств по-
лученных гетероциклов: азоло[1,5-a]пиримидины
(III–V) не оказывали влияния на внутриглазное
давление крыс, в то время как тиадиазоло[3,2-a]пи-
римидины (VIII), (IX) и триазоло[5,1-b]пурин (XI)
продемонстрировали гипотензивное действие. При
этом при использовании соединения-лидера, 5-ме-
тил-8-(гидроксиэтил)триазоло[5,1-b]пурина (XI),
офтальмотонус снижался на 34% через 3 ч, неже-
лательный резорбтивный эффект не наблюдался.
Кроме того, в МТТ-тесте на линии клеток гепато-
целлюлярной карциномы человека HepG2 было
показано, что гетероциклы, оказывающие влия-
ние на ВГД, демонстрируют на 1–2 порядка
меньшую цитотоксичность, чем препарат сравне-
ния доксорубицин.
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Nitroazolopyrimidines: Effects on A1 Adenosine Receptor and Intraocular 
Pressure on Rats

K. V. Savateev*, #, V. L. Rusinov*, S. K. Kotovskaya*, A. A. Spasov***, L. V. Naumenko**, 
A. S. Taran***, A. A. Brigadirova**, D. S. Yakovlev***, K. T. Sultanova***, and N. M. Shcherbakova**

#E-mail: i-krafttt@yandex.ru
*Ural Federal University named after the First President of Russia B.N. Eltsin, ul. Mira 19, Yekaterinburg, 620002 Russia

**Volgograd State Medical University, pl. Pavshikh Bortsov 1, Volgograd, 400131 Russia
***Volgograd Medical Research Center, pl. Pavshikh Bortsov 1, Volgograd, 400131 Russia

A few compounds of the 5(7)-alkylamino-6-nitroazolopyrimidine and 8-alkylazolo[5,1-b]purine series were
selected based on the structural analysis of A1 adenosine receptor inhibitors and role of this biological target
in the modulation of intraocular pressure which is an important factor in the pathogenesis of glaucoma. In
this paper we synthesized six compounds of the 5(7)-alkylamino-6-nitroazolopyrimidine and 8-alkylazo-
lo[5,1-b]purine series. It has been shown that these heterocycles possess low affinity towards A1 adenosine
receptor in a model of adenosine-dependent changes in chronotropic effect in vitro on isolated atria of white
mice. On the other hand, thiadiazolo[3,2-a]pyrimidines and triazolo[5,1-b]purine have shown hypotensive
effect in vivo at rats: the leader compound (5-methyl-8-(hydroxyethyl)triazolo[5,1-b]purine) (0.2% solution)
resulted in a 34% reduction in ophthalmotonus after 3 hours, while no undesirable resorptive effect was ob-
served. In addition, heterocycles that affect IOP have been shown to exhibit 1–2 order less cytotoxicity than
reference compound doxorubicin by MTT-test on the human HepG2 cell line.

Keywords: azolopyrimidines, azolopurines, adenosine receptors, adenosine, intraocular pressure, glaucoma



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2022, том 48, № 4, с. 486–494

486

НОВЫЕ ГИБРИДНЫЕ МОЛЕКУЛЫ НА ОСНОВЕ СЕРОСОДЕРЖАЩИХ 
НИКОТИНОНИТРИЛОВ: СИНТЕЗ, АНАЛЬГЕТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ in vivo 

В ТЕСТЕ УКСУСНОКИСЛЫХ КОРЧЕЙ И МОЛЕКУЛЯРНЫЙ ДОКИНГ1

© 2022 г.   Д. С. Кривоколыско*, В. В. Доценко**, ***, #, Е. Ю. Бибик*, А. А. Самокиш*,
Ю. С. Венидиктова*, К. А. Фролов****, С. Г. Кривоколыско****, А. А. Панков****,

Н. А. Аксенов***, И. В. Аксенова***
*Луганский государственный медицинский университет имени Святителя Луки,

ЛНР, Украина, 91045 Луганск, кв. 50-летия Обороны Луганска, 1г
**Кубанский государственный университет, Россия, 350040 Краснодар, ул. Ставропольская, 149
***Северо-Кавказский федеральный университет, Россия, 355009 Ставрополь, ул. Пушкина, 1-А

****Луганский государственный университет им. Владимира Даля,
ЛНР, Украина, 91034 Луганск, кв. Молодежный, 20-А/7

Поступила в редакцию 23.08.2021 г.
После доработки 22.09.2021 г.

Принята к публикации 26.09.2021 г.

Синтезированы новые гибридные молекулы, содержащие фурановый и 1,4-дигидроникотинонит-
рильный (либо 1,4,5,6-тетрагидроникотинонитрильный) фрагменты. Проведено исследование
анальгетической активности in vivo на крысах в тесте уксуснокислых корчей. Выявлены соедине-
ния, активность которых превосходит таковую для референтного препарата (метамизол натрия).
Для всех соединений проведен молекулярный докинг к циклооксигеназе-1 и циклооксигеназе-2,
а также докинг с целью поиска наиболее вероятных протеиновых мишеней.

Ключевые слова: никотинонитрилы, 1,4-дигидропиридины, 1,4,5,6-тетрагидропиридины, анальгетики,
молекулярный докинг
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ВВЕДЕНИЕ
В современном мире особое внимание уделя-

ется хроническому болевому синдрому, который
часто возникает как следствие различных патоло-
гических процессов. Так, боль – неотъемлемый
спутник более чем у 60% онкологических боль-
ных, особенно при наличии распространенного
опухолевого процесса [1–3]. Среди существую-
щих в настоящее время лекарственных средств
нестероидного происхождения наиболее мощной
противовоспалительной активностью обладают
индометацин, кеторолак, ибупрофен и диклофе-
нак [4–6]. Однако вызываемая ими гастропатия в
ряде случаев ограничивает длительное примене-
ние этих препаратов (см., например, работу Var-
rassi et al. [7]). По этой причине на сегодняшний

день остро стоит вопрос разработки, исследова-
ния и введения в клиническую практику новых
высокоэффективных, безопасных и доступных
низкомолекулярных анальгетиков нового поколе-
ния [8–10]. Особый интерес с этой точки зрения
представляют частично насыщенные производ-
ные никотинонитрила (3-цианопиридина) – син-
тетически доступные соединения, для которых не-
давно была выявлена высокая активность в отно-
шении вирусов рода Flavivirus (вирус клещевого
энцефалита, вирус Повассан [11]), выраженные
противовоспалительные [12] и аналептические
эффекты [13], адаптогенное [14] и анальгетическое
действие [15]. Несмотря на достаточно хорошую
изученность никотинонитрилов (обзорные рабо-
ты [16–19]), частично гидрированные аналоги ис-
следованы в недостаточной мере, особенно в пла-
не их биологической активности.

В последние годы весьма популярное направ-
ление дизайна лекарственных средств – синтез
так называемых гибридных, или мультимодаль-
ных, молекул [20–25]. Данная концепция основа-
на на соединении в одной молекуле фрагментов с
различным фармакотерапевтическим профилем,
связанных непосредственно либо через гибкий
спейсер. Следствием такой “конъюгации” может

1 Дополнительные материалы для этой статьи доступны по
doi 10.31857/S0132342322030101 для авторизованных поль-
зователей. 
Сокращения: НПВП – нестероидные противовоспалитель-
ные препараты; ADMET (Absorption, Distribution, Metabolism,
Excretion, Toxicity) – фармакокинетические параметры: аб-
сорбция, распределение, метаболизм, экскреция, токсич-
ность; COX-1 – циклооксигеназа-1; COX-2 – циклоокси-
геназа-2.
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быть усиление действия препарата за счет более
эффективного связывания с протеиновой мише-
нью, возникновение новых видов активности,
устранение побочных эффектов или снижение
резистентности к препарату.

Цель настоящей работы – создание гибридных
молекул, связывающих фармакофорные субъеди-
ницы – фрагменты частично гидрированного пи-
ридинового цикла и 2-фурильный остаток, и изу-
чение анальгетической активности полученных
соединений in vivo в тесте уксуснокислых корчей.
Частично насыщенные пиридиновые субъедини-
цы относятся к группе привилегированных скаф-
фолдов [26, 27]. Выбор фуранового фрагмента
обусловлен биологической значимостью произ-
водных фурана [28–31] и препаративным удоб-
ством введения 2-фурильного заместителя.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Скрининг соединений. С использованием про-

граммных сервисов OSIRIS Property Explorer [32],
SwissADME [33], admetSAR [34] и GUSAR [35]
проведена оценка параметров ADMET (Absorp-
tion, Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity)
и соответствия критериям биодоступности для
базы соединений из 170 синтезированных нами
ранее новых серосодержащих производных
1,4-ди- и 1,4,5,6-тетрагидропиридинов, содержа-

щих 2-фурильный заместитель в положении 4 пи-
ридинового цикла. Оценивались следующие па-
раметры: молекулярная масса соединения, липо-
фильность как сLogP – логарифм коэффициента
распределения между н-октанолом и водой
log(coctanol/cwater), TPSA (топологическая полярная
площадь поверхности), число акцепторов и доно-
ров водородных связей, растворимость (logS), ряд
токсикологических характеристик (расчетный
мутагенный потенциал по Эймсу, острая токсич-
ность и др.), возможность гастроинтестинальной
абсорбции и проникновения через гематоэнцефа-
лический барьер, общая оценка фармакологиче-
ского потенциала соединения (drug score) (см. до-
полнительные материалы, табл. S1 и S2). По резуль-
татам анализа из библиотеки были отобраны пять
соединений (I–V) (схема 1), которые по большей
части соответствуют критериям пероральной био-
доступности, не обнаруживают прогнозируемого
риска токсичных эффектов и имеют достаточно вы-
сокие предсказанные значения показателя фарма-
кологического потенциала соединения (drug score).
Расчетная оценка острой токсичности позволяет
отнести соединения (I–V) к IV и V классам опасно-
сти согласно критериям OECD [36]. С помощью
онлайн-сервиса Swiss Target Prediction [37, 38] также
проведена предварительная оценка биомишеней.

Cхема 1. Синтез 4-(2-фурил)-1,4-дигидропиридин-3-карбонитрилов (I–III) и 4-(2-фурил)-1,4,5,6-тетрагидро-
пиридин-3-карбонитрилов (IV) и (V). NMM – N-метилморфолин, Mf – морфолин.
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Отобранные с помощью программ виртуаль-
ного биоскрининга пять образцов серосодержа-
щих ди- и тетрагидропиридинов наиболее пер-
спективны с учетом предполагаемых биомише-
ней для фармакокоррекции болевого синдрома.
Возможными мишенями для соединений (I–V),
по предварительным оценкам, могут быть цикло-
оксигеназы COX-1 и COX-2.

Синтез соединений (I–V). Исходный 6-метил-
4-(2-фурил)-5-[(2,4-дихлорфенил)карбамоил]-3-
циано-1,4-дигидропиридин-2-тиолат N-метил-
морфолиния (VI), необходимый для получения
соединения (I), был синтезирован по общей про-
цедуре, описанной в работах [39–41] (схема 1).
Соединение (I) синтезировано последующим
S-алкилированием исходного тиолата (VI) N-хлор-
ацетильным производным бензокаина в водно-
спиртовой среде в присутствии 10%-ного раствора
КОН. Необходимый для получения 1,4-дигидрони-
котинонитрилов (II) и (III) 5-[(аллилокси)карбо-
нил]-6-метил-4-(2-фурил)-3-циано-1,4-дигидро-
пиридин-2-тиолат морфолиния (VII) был получен
по описанным в литературе процедурам [42, 43].
Серосодержащие дигидропиридины (II) и (III)
были получены алкилированием тиолата (VII) со-
ответствующими α-хлорацетамидами. При на-
гревании 1,4,5,6-тетрагидропиридин-2-тиолата
(VIII) [44–46] в водном спирте с орто-R-заме-
щенными хлорацетанилидами получали целевые
соединения (IV) и (V) (схема 1).

Строение соединений (I–V) подтверждено
данными ИК- и ЯМР-спектроскопии на ядрах 1Н
и 13С. Данные спектров приведены в дополни-
тельных материалах.

Анальгетическая активность соединений (I–V)
in vivo в тесте уксуснокислых корчей. Определение
анальгетической активности соединений прово-
дили на модели уксуснокислых корчей, основан-
ной на сокращении абдоминальной мускулатуры
вследствие раздражения серозной оболочки вве-
денным внутрибрюшинно раствором уксусной

кислоты. Критерием анальгетической активно-
сти в этом тесте считается достоверное уменьше-
ние числа корчей в получавшей лекарственное
средство группе животных относительно кон-
трольной группы при условии отсутствия у соеди-
нения миорелексантного действия [47, 48].

Опыты проводили на половозрелых крысах-
самцах (n = 70) в осенне-зимний период согласно
рекомендациям [49–51]. Крыс разделили на семь
групп (n = 10): контрольную (с моделируемой пе-
ритовисцеральной болью без фармакокоррек-
ции), референтную (группа сравнения – аналь-
гин) и пять опытных групп по количеству иссле-
дуемых соединений (I–V). Крысам референтной
группы вводили анальгин (7 мг/кг), животным
опытных групп – соединения (I–V) (внутрижелу-
дочно, 5 мг/кг) за 1.5 ч до введения альгогена.
Альгоген (уксусную кислоту) вводили внутри-
брюшинно в объеме 1.0 мл 7%-ного раствора од-
нократно [47–49], через 20 мин подсчитывали
число уксуснокислых корчей за 15-минутный ин-
тервал.

Полученные экспериментальные данные, за-
фиксированные в процессе наблюдения за под-
опытными животными контрольной группы, в
цифровом выражении по количеству уксуснокис-
лых корчей приведены в табл. 1. Так, результаты
анализа полученного массива данных показали,
что спустя 20 мин после внутрибрюшинного вве-
дения 1 мл 7%-ной уксусной кислоты крысы на-
чинали оттягивать задние конечности кзади, пе-
реднюю брюшную стенку они прижимали ко дну
клетки. При этом все крысы этой группы испы-
тывали жажду. На протяжении 15 мин наблюде-
ния количество уксуснокислых корчей составило
23.0. Использование нестероидного противовос-
палительного препарата (НПВП) метамизола на-
трия (анальгина) (референтная группа) за 1.5 ч до
инъекции альгогена (раствора уксусной кислоты)
способствовало уменьшению числа корчей на
8.7% (до 21.0).

Таблица 1. Дисперсионный анализ показателей анальгетической активности соединений (I–V) in vivo на крысах
в тесте уксуснокислых корчей

Примечание: животным контрольной группы вводили 1 мл 7%-ного раствора уксусной кислоты внутрибрюшинно.

Группа животных Доза, мг/кг Среднее 
арифметическое, а Дисперсия, σ2

Среднеквадратич-
ное отклонение, 

σ

Коэффициент 
вариации, V

Контроль – 23.0 2.22 1.49 6.48
Анальгин 7 21.0 1.78 1.33 6.35
(I) 5 18.8 0.84 0.91 4.89
(II) 5 14.9 0.99 0.99 6.70
(III) 5 17.6 1.15 1.07 6.11
(IV) 5 15.3 0.9 0.95 6.20
(V) 5 10.3 1.34 1.16 11.26
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Как видно из приведенных в табл. 1 данных,
все исследуемые соединения (I–V), вводимые
внутригастрально, способны уменьшать число
уксуснокислых корчей у крыс опытных групп по-
сле внутрибрюшинной инъекции 1 мл 7%-ного
раствора уксусной кислоты в большей степени,
чем препарат сравнения. Так, у лабораторных жи-
вотных, получавших соединение (I) за 90 мин до
введения альгогена, установлено уменьшение ук-
суснокислых корчей в сравнении с контрольной
группой крыс на 18.3%. В опытной группе живот-
ных, получавших с целью фармакокоррекции
острого болевого синдрома 1,4-дигидропиридин
(III), выявлено снижение уксуснокислых корчей
на 23.5% в сравнении с крысами контрольной
группы. Тетрагидропиридин (IV) еще более эф-
фективен как анальгетик – в этой группе зареги-
стрировано снижение изучаемого количествен-
ного показателя на 33.5% в сравнении с крысами
контрольной группы без фармакокоррекции (эф-
фективнее анальгина на 27.1%).

Наиболее значимые результаты в эксперимен-
те были зарегистрированы в опытных группах
крыс, получавших 1,4-дигидроникотинонитрил
(II) и тетрагидроникотинонитрил (V). Соедине-
ние (II), содержащее в своей структуре фрагмент
пара-аминобензойной кислоты, способно на
35.2% уменьшать число уксуснокислых корчей
при сопоставлении с показателями в контроль-
ной группе. Сравнение с крысами референтной
группы показало, что соединение (II) в 1.4 раза
эффективнее анальгина устраняет острый боле-
вой синдром. Введение соединения (V) привело к
уменьшению числа уксуснокислых корчей на
55.2% по сравнению с контрольной группой. При
этом его анальгетическая активность превышает
таковую у анальгина в 2.04 раза.

Молекулярный докинг. Молекулярный докинг со-
единений (I–V) проводили с использованием
веб-сервиса Webina 1.0.3 (https://durrant-
lab.pitt.edu/webina/) – онлайн-приложения для за-
пуска AutoDock Vina в браузере [52]. Кристаллогра-
фические модели целевых белков – циклооксигеназ
COX-1 (PDB ID 1HT5) и COX-2 (PDB ID 1CX2) –
были взяты из Protein Data Bank (www.rcsb.org) и
подготовлены с использованием Autodock Tools
(https://autodock.scripps.edu/). В качестве соеди-
нений сравнения использовали НПВП из группы
неселективных ингибиторов COX-1 (ибупрофен,
диклофенак, индометацин, кеторолак, аспирин),
а также селективных ингибиторов COX-2 (мелок-
сикам, нимесулид, вальдекоксиб). 3D-структуры
препаратов сравнения были взяты из базы Drug-
bank (https://go.drugbank.com/). В табл. 2 приве-
дены значения рассчитанных скоринг-функций
связывания соединений (I–V) и референтных
препаратов с активными сайтами циклооксиге-
наз COX-1 и COX-2.

Исходя из результатов, приведенных в табл. 2,
наибольшую аффинность к циклооксигеназам
COX-1 и COX-2 проявляют соединения (I), (III) и
(V). При этом все соединения (I–V) обнаружива-
ют большее сродство к COX-1 и COX-2 в сравне-
нии с НПВП из числа неселективных ингибито-
ров COX-1. Cелективные ингибиторы COX-2 из
числа референтных соединений (особенно ме-
локсикам) показывают бóльшую аффинность к
COX-2, нежели исследуемые соединения, тогда
как для COX-1 результаты можно считать сопо-
ставимыми.

С целью определения других возможных про-
теиновых мишеней для соединений (I–V) был
проведен поиск с использованием нового прото-
кола протеин-лигандного докинга GalaxySagitta-
rius [53] на базе веб-сервера GalaxyWeb [54, 55].
3D-структуры соединений были предварительно
оптимизированы средствами молекулярной ме-
ханики в силовом поле ММ2 для выбора геомет-
рии, соответствующей минимуму энергии. Моле-
кулярный докинг с использованием протокола
GalaxySagittarius проводили в режимах Binding
compatability prediction и Re-ranking using docking.
В табл. S3 (см. дополнительные материалы) пред-
ставлены результаты докинга по каждому из со-
единений (I–V) для 20 комплексов “протеин–ли-
ганд” с минимальным значением свободной
энергии связывания ΔGbind и наилучшей итоговой
оценкой протеин-лигандного взаимодействия.
Прогнозируемые протеиновые мишени указаны
с помощью ID-идентификаторов в Protein Data

Таблица 2. Значения скоринг-функций для соедине-
ний (I–V) и препаратов сравнения

Соединение

Рассчитанное значение 
скоринг-функции, ккал/моль

COX-1 
(PDB ID 1HT5)

COX-2 
(PDB ID 1CX2)

(I) –10.1 –7.3
(II) –8.2 –6.6
(III) –9.4 –7.0
(IV) –8.9 –6.8
(V) –9.0 –7.2
Анальгин –7.7 –6.3
Ибупрофен –6.4 –5.9
Диклофенак –7.1 –6.1
Индометацин –9.2 –7.4
Кеторолак –7.2 –6.5
Аспирин –5.7 –6.1
Мелоксикам –9.6 –9.7
Нимесулид –8.2 –9.0
Валдекоксиб –8.5 –8.5
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Bank (PDB) и в базе данных UniProt. В целом
можно отметить, что общие мишени для соедине-
ний (I–V) – фактор свертывания крови Ха (PDB
ID 2P95), рецептор эпидермального фактора ро-
ста (EGFR, PDB ID 3BEL), активируемый перок-
сисомными пролифераторами рецептор-гамма
(hPPARgamma, PDB ID 2VV0), рецептор-1 сво-
бодных жирных кислот (GPR40, PDB ID 5TZR),
Х-рецептор печени (LXRβ, PDB ID 5JY3) и ряд
других. Тетрагидропиридины (IV) и (V) – вероят-
ные лиганды для протеинкиназы А (PDB ID

4UJA), первого бромодомена бромодомен-содер-
жащего белка 4 (BRD4, PDB ID 5D3S), мутантной
Bcr-AblT315I тирозинкиназы (PDB ID 4TWP), игра-
ющей ключевую роль в патогенезе хронического
миелоидного лейкоза, а также для тирозин-про-
теинкиназы ITK (PDB ID 4PQN). Следует отме-
тить более высокое сродство к протеиновым мише-
ням производных 1,4-дигидропиридина (I–III) в
сравнении с 1,4,5,6-тетрагидропиридинами (IV) и
(V). На рис. 1 и 2 представлены 3D-визуализации
отдельных комплексов “лиганд–рецептор” для
соединений (I) и (V).

В целом по результатам докинга соединения
(I–V) представляют интерес для дальнейшего
скрининга с целью поиска антитромботических,
противоопухолевых агентов, средств для лечения
аутоиммунных заболеваний.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование и общие условия идентификации
соединений. Спектры ЯМР 1Н и 13С регистрирова-
ли на спектрометре 400/MR (Agilent, США; 400 и
100 МГц соответственно) в растворе ДМСО-d6, в
качестве стандарта использовали остаточные сиг-
налы растворителя (δ 2.49, 39.50 м.д., ДМСО).
ИК-спектры получали на спектрофотометре Ver-
tex 70 (Bruker, Германия) с приставкой НПВО на
кристалле алмаза, погрешность ± 4 см–1. Эле-
ментный анализ проводили на приборе Elementar
Vario Microcube (Elementar, Германия). Индиви-
дуальность полученных образцов контролирова-
ли методом ТСХ на пластинах Сорбфил-А (ООО
“Имид”, Краснодар, Россия), элюент ‒ аце-

Рис. 1. Прогнозируемая структура протеин-лиганд-
ного комплекса дигидропиридина (I) и фактора свер-
тывания крови XIa (PDB ID 4X6O).

Рис. 2. Прогнозируемая структура протеин-лигандного комплекса тетрагидропиридина (V) и протоонкогенной
серин-треониновой протеинкиназы B-raf (PDB ID 4MBJ).
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тон‒гексан, 1 : 1, проявитель – пары иода, УФ-
детектор.

Этиловый эфир 4-(2-((6-метил-4-(2-фурил)-5-
((2,4-дихлорфенил)карбамоил)-3-циано-1,4-ди-
гидропиридин-2-ил)тио)ацетамидо)бензойной кис-
лоты (I). 1,4-Дигидропиридин-2-тиолат N-метил-
морфолиния (VI) [41] (0.6 г, 1.18 ммоль) суспендиро-
вали в 5 мл EtOH, добавляли при перемешивании
0.65 мл (1.25 ммоль) 10%-ного водного КОН. Полу-
ченный раствор через бумажный фильтр прибавля-
ли к теплому (40–50°С) раствору этилового эфира
4-(2-хлорацетамидо)бензойной кислоты (0.29 г,
1.18 ммоль) в 3 мл EtOH. Смесь перемешивали и
нагревали (40–50°С), в течение 5 мин образовы-
вался осадок, который через 12 ч отфильтровыва-
ли, промывали водным EtOH и высушивали при
60°С. Белый порошок, выход 0.61 г (84%).

Аллиловые эфиры 6-[(2-(R-амино-2-оксоэтил)-
тио]-2-метил-4-(2-фурил)-5-циано-1,4-дигидро-
пиридин-3-карбоновой кислоты (II), (III). Общая
методика. 1,4-Дигидропиридин-2-тиолат морфо-
линиия (VII) [42, 43] (0.75 г, 1.93 ммоль) суспен-
дировали в 8 мл EtOH, добавляли при перемеши-
вании 1.0 мл (1.93 ммоль) 10%-ного водного КОН
и перемешивали до растворения. Полученный
раствор через бумажный фильтр медленно при-
бавляли к раствору соответствующего α-хлорацет-
амида (1.95 ммоль) в EtOH (5–6 мл). Смесь пере-
мешивали в течение 3 ч, осадок отфильтровыва-
ли, промывали водным EtOH и высушивали при
60°С.

Аллиловый эфир 6-{[2-(4-ацетилфенил)амино-
2-оксоэтил]тио}-2-метил-4-(2-фурил)-5-циа-
но-1,4-дигидропиридин-3-карбоновой кислоты (II).
Белый порошок, выход 81%.

Аллиловый эфир 2-метил-6-{[2-(дифенилами-
но)-2-оксоэтил]тио}-4-(2-фурил)-5-циано-1,4-
дигидропиридин-3-карбоновой кислоты (III). Бе-
жевый порошок, выход 72%.

2-{[6-Оксо-4-(2-фурил)-3-циано-1,4,5,6-тет-
рагидропиридин-2-ил]тио}-N-(2-R-фенил)ацет-
амиды (IV), (V). Общая методика. Тетрагидропи-
ридин-2-тиолат N-метилморфолиния (VIII) [44–
46] (0.5 г, 1.6 ммоль) растворяли при нагревании в
60%-ном EtOH (7 мл). Полученный раствор через
бумажный фильтр добавляли к теплому (40–50°С)
раствору соответствующего орто-R-замещенного
хлорацетанилида (1.6 ммоль) в EtOH (3–4 мл) при
перемешивании. Выпавший осадок через 48 ч от-
фильтровывали, промывали 60%-ным EtOH и
петролейным эфиром, высушивали при 60°С.

N-(2-Метилфенил)-2-{[6-оксо-4-(2-фурил)-3-
циано-1,4,5,6-тетрагидропиридин-2-ил]тио}ацет-
амид (IV). Бежевый порошок, выход 74%.

2-{[6-Оксо-4-(2-фурил)-3-циано-1,4,5,6-тет-
рагидропиридин-2-ил]тио}-N-(2-этилфенил)ацет-
амид (V). Бежевый порошок, выход 77%.

Данные спектров и элементного анализа со-
единений (I–V) приведены в дополнительных ма-
териалах.

Анальгетическое действие соединений (I–V)
in vivo на крысах в тесте уксуснокислых корчей.
Опыты проведены на белых беспородных кры-
сах-самцах (n = 70) массой 220–250 г половозре-
лого возраста (6 месяцев) из вивария ГУ ЛНР
“Луганский государственный медицинский уни-
верситет имени Святителя Луки” в осенне-зим-
ний период согласно рекомендациям [49–51].
Перед началом эксперимента проводили тща-
тельный осмотр всех крыс, учитывали их вес, воз-
раст, двигательную активность и состояние шер-
стяного покрова. Экспериментальные группы,
состоящие из 10 крыс, формировали методом
случайного отбора. Крысы были распределены на
семь групп: контрольную (с моделируемой пери-
товисцеральной болью без фармакокоррекции),
референтную (группа сравнения – анальгин) и
пять опытных групп по количеству исследуемых
соединений (I–V). Альгоген (уксусную кислоту)
вводили в объеме 1.0 мл 7%-ного раствора одно-
кратно, согласно классическим фармакологиче-
ским методикам [47–49]. В качестве препарата
сравнения для референтной группы крыс исполь-
зовали анальгин (метамизол натрия, ОАО
“Фармстандарт”, Россия) в дозе 7 мг/кг. Соеди-
нения (I–V) вводили внутрижелудочно в дозе
5 мг/кг за 1.5 ч до введения используемого альго-
гена. Количественная экспериментальная харак-
теристика в работе – число уксуснокислых кор-
чей за 15-минутный интервал через 20 мин после
введения альгогена (1.0 мл 7%-ного раствора ук-
сусной кислоты внутрибрюшинно).

Cтатистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили на основе рекомендаций
[49–51] и по известным формулам и методам ма-
тематической статистики, характеризующим ко-
личественную изменчивость. При обработке экс-
периментальных данных определяли следующие
показатели: среднее арифметическое числа чеса-
тельных движений а, дисперсия значений σ2 во-
круг среднего арифметического, среднеквадрати-
ческое отклонение σ, коэффициент вариации V.
Достоверность различий между референтной и
опытными группами оценивали в сравнении с
контрольной группой по t-тесту Стьюдента.

Молекулярный докинг. Молекулярный докинг
к циклооксигеназам COX-1 и COX-2 выполняли с
помощью сервиса Webina 1.0.3 (https://durrant-
lab.pitt.edu/webina/), молекулярный докинг с це-
лью поиска новых вероятных протеиновых ми-
шеней – с использованием сервиса GalaxySagit-
tarius [53] на базе веб-сервера GalaxyWeb [54, 55].
Молекулярную графику обрабатывали и визуали-
зировали с использованием программного ком-
плекса UCSF Chimera [56, 57].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В соответствии с критериями биодоступности

и оценкой параметров ADMET из библиотеки 170
производных пиридина отобраны синтезиро-
ванные нами в лаборатории “Химэкс” пять со-
единений – производные 4-(2-фурил)-1,4-ди-
гидроникотинонитрила и 4-(2-фурил)-1,4,5,6-
тетрагидроникотинонитрила. Исследовано in vivo
анальгетическое действие указанных соединений в
тесте уксуснокислых корчей на крысах. Все исследо-
ванные соединения проявили анальгетическую ак-
тивность различных степеней выраженности, пре-
вышающую таковую у метамизола натрия. Анальге-
тическое действие тетрагидропиридина (V) более
чем в 2 раза превышает таковое для препарата срав-
нения (анальгин). Проведен молекулярный докинг
соединений по отношению к COX-1 и COX-2, а
также докинг с целью поиска других вероятных ми-
шеней. Результаты докинга показывают, что наи-
большим сродством к активным центрам COX-1 и
COX-2 обладают соединения (I), (III) и (V).

Новые соединения представляют интерес для
дальнейших исследований в области поиска про-
тивовоспалительных средств и средств фармако-
терапии болевого синдрома.
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New hybrid molecules bearing furyl and 1,4-dihydronicotinonitrile (or 1,4,5,6-tetrahydronicotinonitrile)
fragments have been prepared. The analgesic activity was studied in vivo (rats) in acetic acid-induced writhing
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docking was performed with all the compounds against COX-1 and COX-2. Also, we performed the docking
studies in order to find new possible protein targets.
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Синтезировано семь новых цианиновых красителей. Данные соединения, вместе с одиннадцатью
описанными производными этого же класса, опробованы в качестве флуорогенов для белков FAST
и nanoFAST. Исследование увеличения интенсивности флуоресценции при взаимодействии с дан-
ными белками позволило выявить структурные элементы, пригодные в дизайне систем белкового
мечения на основе пар цианиновый краситель–флуороген-активирующий белок.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время флуороген-активирующие

белки, один из типов генетически кодируемых
флуоресцентных меток, рассматриваются в каче-
стве перспективных инструментов для изучения
функционирования живых систем [1–3]. Подоб-
ные белки обладают способностью образовывать
комплексы с низкомолекулярными флуороген-
ными соединениями (флуорогенами), имеющи-
ми слабовыраженную флуоресценцию в несвя-
занном состоянии в растворе, которая, однако,
многократно увеличивается при взаимодействии
с белком за счет фиксации молекулы красителя,
ограничивающей безызлучательный сброс энер-
гии после ее возбуждения [4]. В качестве подоб-
ных белков зарекомендовал себя белок FAST и
недавно разработанный укороченный вариант
nanoFAST, на данный момент представляющий
собой самый короткий флуороген-активирую-
щий белок [5, 6]. В качестве низкомолекулярного
партнера подобных белков активно изучались
производные хромофоров флуоресцентных бел-
ков [7], а также бензилиденовые производные ро-
данинов [8], и получено множество пар белок–
флуороген, покрывающих практически весь диа-
пазон видимого излучения [9–11]. Тем не менее
среди недостатков подобных систем флуорес-

центного мечения можно упомянуть умеренную
яркость, в основном за счет низкого коэффици-
ента молярного поглощения флуорогенов, со-
ставляющего для большинства представителей
20000–40000 М–1 см–1. Таким образом, повыше-
ние яркости подобных флуоресцирующих ком-
плексов, в том числе за счет увеличения коэффи-
циента молярного поглощения красителей, пред-
ставляется актуальной задачей.

Цель данного исследования заключалась в
оценке потенциала нового класса красителей в
качестве низкомолекулярных флуорогенов для
систем флуоресцентного мечения на основе бел-
ков FAST и nanoFAST.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Цианиновые красители обладают рядом по-
лезных свойств, среди которых следует отметить
большие коэффициенты молярного поглощения,
узкие полосы поглощения/излучения, высокую
биосовместимость и низкую токсичность для
биологических образцов [12]. В случае высокого
квантового выхода флуоресценции флуорогена в
комплексе с белком подобные красители могут
обеспечить разработку новых эффективных си-
стем мечения с большей яркостью. В настоящей
работе мы решили опробовать набор из 18 циани-
новых производных в качестве флуорогенов для
белков FAST и nanoFAST (схема 1). Производные
(I–IX), (XIII) и (XIV) получены по литературным

1 Дополнительные материалы для этой статьи доступны по
doi 10.31857/S013234232204011X для авторизованных поль-
зователей.
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методикам [13–23], а новые производные (X–XII)
и (XV–XVIII) синтезированы реакцией конденса-
ции Кневенагеля кипячением карбанион-образу-

ющей и карбонил-содержащей электрофильной
компонент в водном этаноле в присутствии катали-
тического количества пиперидина (схема 1) [24].

Схема 1. (а) – Структуры цианиновых красителей (I–VI); (б) – схема синтеза производных (X–XII) и (XV–XVIII); 
(в) – структуры цианиновых красителей (VII–XVIII).

Изучение изменения интенсивности флуорес-
ценции при взаимодействии с белками FAST и
nanoFAST позволило выявить фрагменты, при-
годные для последующего дизайна пар цианино-
вых красителей с данными белками. Так, сравне-
ние симметричных красителей (IV–VI) показало
перспективность триметинового звена соедине-
ния (V) (11.3-кратное увеличение интенсивности
флуоресценции, см. табл. 1) для последующего
дизайна цианиновых красителей с гетероцикличе-
скими фрагментами, отличными от бензотиазоль-
ного. Из гетероциклических фрагментов цианинов
можно выделить бензотиазольный и 1,2,3,5,6,7-гек-

сагидропиридо[3,2,1-ij]хинолиновый (джулолиди-
новый)/1,2,2,4,6-пентаметил-1,2-дигидрохино-
линовый фрагменты, наличие которых обеспечило
“разгорание” красителей в 5–7 раз (см. табл. 1 для
соединений (IX–XII)).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Препараты белков FAST и nanoFAST получали

согласно описанным ранее методикам [6, 8]. Уве-
личение интенсивности флуоресценции опреде-
ляли как отношение интенсивности флуоресцен-
ции раствора хромофор + белок к интенсивности
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флуоресценции раствора свободного хромофора,
зарегистрированным на планшет-ридере Tecan
Infinite 200 Pro M Nano (Tecan Trading AG, Швей-
цария), работающем в двух режимах (1 и 10 мкМ
раствор хромофора и белка соответственно). Ре-
гистрацию интенсивности флуоресценции обоих
растворов осуществляли при одинаковой длине
волны, приведенной для каждого соединения
(табл. 1). Из-за используемых концентраций мог-
ли возникнуть ненасыщенные условия. Корректи-
ровку интенсивности поглощения не проводили.

Общая методика получения производных (X–XII)
и (XV–XVIII). К раствору соответствующих карб-
анион-образующей компоненты (1 ммоль) и кар-
бонил-содержащей компоненты (1.5 ммоль) в
96%-ном водном этаноле (15 мл) добавляли ката-
литическое количество пиперидина (10 мкл), по-
лученный раствор кипятили с обратным холо-
дильником в течение 20 ч. Реакционную смесь
упаривали на роторном испарителе. Остаток рас-
тирали с ацетоном (5 мл), выпавший осадок от-
фильтровывали и промывали ацетоном (3 × 5 мл).
Очистку целевого соединения проводили с помо-
щью колоночной хроматографии на силикагеле в
градиенте концентраций метанола в дихлормета-
не (10 → 30%, v/v), получая соответствующее це-
левое соединение.

4-(2-(2-(2,3,6,7-Тетрагидро-1H,5H-пиридо-
[3,2,1-ij]хинолин-9-ил)винил)бензо[d]тиазол-3-ий-
3-ил)бутан-1-сульфонат (X). Темно-фиолетовый
аморфный порошок (180 мг, 77%).

Иодид 3-метил-2-(2-(1,2,2,4-тетраметил-1,2-
дигидрохинолин-6-ил)винил)бензо[d]тиазол-3-ия (XI).
Темно-красный аморфный порошок (85 мг, 73%).

4-(2-[2-(1,2,2,4-Тетраметил-1,2-дигидрохино-
лин-6-ил)винил)бензо[d]тиазол-3-ий-3-ил)бутан-
1-сульфонат (XII). Темно-фиолетовый аморфный
порошок (160 мг, 86%).

Иодид 1-метил-4-[2-(2,3,6,7-тетрагидро-
1Н,5Н-пиридо[3,2,1-ij]хинолин-9-ил)винил)пири-
дин-1-ия (XV). Фиолетовый аморфный порошок
(45 мг, 45%).

4-(4-[2-(2,3,6,7-Тетрагидро-1Н,5Н-бензо[ij]хи-
нолизидин-9-ил)винил)пиридин-1-ий-1-ил)бутан-1-
сульфонат (XVI). Темно-красный аморфный поро-
шок (21 мг, 33%).

Иодид 1-метил-4-[2-(1,2,2,4-тетраметил-1,2-
дигидрохинолин-6-ил)винил]пиридин-1-ия (XVII).
Темно-красный аморфный порошок (60 мг,
50%).

4-(4-[2-(1,2,2,4-Тетраметил-1,2-дигидрохино-
лин-6-ил)винил]пиридин-1-ий-1-ил)бутан-1-суль-
фонат (XVIII). Красный аморфный порошок
(90 мг, 70%).

Данные спектров полученных соединений
(X–XII) и (XV–XVIII) приведены в дополнитель-
ных материалах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе синтезировано семь но-
вых цианиновых красителей. Данные соедине-
ния, вместе с одиннадцатью описанными ранее
производными, были оценены в качестве флуо-
рогенов для белков FAST и nanoFAST. Выявлены
структурные элементы цианиновых красителей,
перспективные для последующего дизайна новых
белковых флуоресцентных меток на основе пар ци-
аниновый флуороген–FAST/nanoFAST, а именно
бензотиазольный и 1,2,3,5,6,7-гексагидропи-
ридо[3,2,1-ij]хинолиновый (джулолидиновый)/
1,2,2,4,6-пентаметил-1,2-дигидрохинолиновый фраг-
менты, наличие которых обеспечило при взаимо-
действии с белками FAST и nanoFAST “разгора-
ние” красителей в 5–7 раз.

Таблица 1. Увеличение интенсивности флуоресценции соединений (IV–VI) и (IX–XII) при взаимодействии с
белками FAST и nanoFAST

Соединение

Увеличение интенсивности флуоресценции при заданной длине волны возбуждения 
при взаимодействии с белком FAST (nanoFAST)

380 нм 430 нм 480 нм 530 нм 580 нм

(IV) 1.54 (1.71) 2.10 (2.50) 1.03 (1.11) 1.08 (1.10) 1.19 (1.37)

(V) 1.07 (1.43) 1.07 (1.22) 1.43 (1.75) 2.31 (3.16) 7.40 (11.30)

(VI) 1.49 (1.39) 1.10 (1.21) 1.10 (1.19) 1.39 (1.66) 1.09 (1.58)

(IX) 1.08 (1.41) 1.12 (1.26) 1.99 (2.09) 5.08 (4.84) 6.27 (5.53)

(X) 1.32 (1.42) 1.11 (1.27) 1.47 (1.84) 3.23 (4.61) 4.99 (7.00)

(XI) 1.34 (1.68) 1.21 (1.32) 2.34 (2.24) 4.87 (4.36) 7.15 (6.24)

(XII) 1.26 (1.62) 1.13 (1.26) 1.75 (1.85) 3.30 (3.60) 5.54 (6.62)
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Cyanine Dyes as Fluorogens for FAST and nanoFAST Proteins
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Seven new cyanine dyes were synthesized. These compounds, together with eleven described derivatives of
the same class, have been probed as f luorogens for the FAST and nanoFAST proteins. The study of the in-
crease in f luorescence intensity upon interaction with these proteins allowed to identify structural elements
suitable for the design of protein labeling systems based on cyanine dye–fluorogen-activating protein pairs.
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Получены два варианта циркулярных пермутантов BrUSLEE – зеленого флуоресцентного белка с
коротким временем жизни флуоресценции. Охарактеризована зависимость кинетик затухания флуо-
ресценции этих флуорофоров от рН. Показано, что оба пермутанта (cpBrUS и cpBrUS-145) демон-
стрируют трехкомпонентную кинетику затухания флуоресценции, причем время жизни одной из
компонент изменяется в диапазоне ~3000–300 пс в ответ на сдвиг рН от 5.5 до 9.0, при этом исход-
ный белок BrUSLEE не показывает существенного изменения кинетики затухания флуоресценции
в области pH 6.0–8.5, интересной с физиологической точки зрения. Характер измеренной рН-зави-
симости позволяет рассматривать полученные пермутанты как индикаторы рН с детекцией сигнала
во временном домене.

Ключевые слова: флуоресцентные белки, GFP, время жизни флуоресценции, флуоресцентные индикаторы
DOI: 10.31857/S0132342322040157

ВВЕДЕНИЕ
Один из факторов поддержания гомеостаза и

контроля нормальных физиологических функ-
ций клеток – специфическая кислотность, харак-
терная для разных субклеточныx компартментов
[1, 2]. Мониторинг изменений внутриклеточного
pH in situ может предоставить ценную информа-
цию о клеточном метаболизме и обеспечить более
глубокое понимание физиологических и патоло-
гических процессов [3, 4]. Большинство традици-
онных флуоресцентных индикаторов, выступая
мощным инструментом для биоимиджинга в ре-
альном времени, способно лишь к относительной
оценке изменения исследуемого параметра в
клетке [5–7].

Цель настоящей работы – создание генетиче-
ски кодируемых индикаторов для количествен-
ного измерения рН на основе флуоресцентного

белка BrUSLEE [8], который ранее продемон-
стрировал свой потенциал в качестве метки для
FLIM (fluorescence lifetime imaging microscopy),
обладающей коротким временем жизни флуорес-
ценции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для повышения чувствительности хромофора
флуоресцентного белка к химическому окружению
мы провели циркулярную пермутацию BrUSLEE
(рис. 1). Принцип метода пермутации состоит в
перестановке элементов первичной структуры
белка с общим сохранением его трехмерной
укладки и перемещением концов в область хро-
мофорного окружения. Точкой пермутации был
выбран сайт, включающий 144–149 а.о. (по номен-
клатуре avGFP – Aequorea victoria Green Fluores-
cent Protein [9]), по аналогии с существующими
пермутантами на основе GFP (Green Fluorescent
Protein), хорошо зарекомендовавшими себя в со-
ставе флуоресцентных индикаторов (в частности,
GCaMP6s [10]). При этом предложены два аль-
тернативных варианта первичной структуры пер-
мутантов: с удалением (cpBrUS-145) и с сохране-
нием (cpBrUS) остатка в положении 145 (остаток

Сокращения: BrUSLEE – улучшенный яркий маркер со
сверхкоротким временем жизни флуоресценции (Bright
Ultimately Short Lifetime Enhanced Emitter); cp – циркуляр-
но пермутированный (circularly permuted); avGFP – зеле-
ный флуоресцентный белок из медузы Aequorea victoria
(Aequorea victoria Green Fluorescent Protein); GFP – зеленый
флуоресцентный белок (Green Fluorescent Protein).

# Автор для связи: (тел.: +7 (903) 746-08-49; эл. почта:
noobissat@yandex.ru).

УДК 577.29
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Рис. 1. Схема создания пермутированных вариантов флуоресцентного белка BrUSLEE. Области, кодирующие флуо-
ресцентный белок, показаны зелеными прямоугольниками. Звездочками отмечены точки пермутации. Цифрами обо-
значены соответствующие аминокислотные остатки по номенклатуре avGFP [9].
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Met145 – важная детерминанта флуоресцентных
свойств BrUSLEE [11]).

Далее мы исследовали рН-зависимость вре-
мени жизни флуоресценции исходного белка
BrUSLEE и полученных циркулярных пермутан-

тов cpBrUS-145 и cpBrUS in vitro на очищенных
препаратах выделенных белков с помощью вре-
мяразрешенной спектроскопии при однофотон-
ном возбуждении пикосекундным лазером с цен-
тральной длиной волны испускания ~450 нм
(табл. 1, рис. 2).

Таблица 1. Кинетические характеристики затухания флуоресценции белка BrUSLEE и пермутантов cpBrUS и
cpBrUS-145 при возбуждении пикосекундным лазером 450 нм при различных значениях рН

Примечание: τ – время жизни флуоресценции соответствующей экспоненциальной компоненты; A – вклад (амплитуда) экспо-
ненциальной компоненты затухания; χ2 – критерий Пирсона, характеризующий качество экспоненциальной аппроксимации.

cpBrUS/cpBrUS-145/BrUSLEE

рН τ1, пс A1, % τ2, пс A2, % τ3, пс A3, % χ2

3.0 80/40/105 31/15/37 1860/1810/1802 27/25/24 6470/5010/6410 42/60/39 1.16/1.207/1.16
3.5 90/38/84 31/15/34 1970/1511/1653 29/20/26 6780/4969/6280 40/65/40 1.186/1.252/1.14
4.0 90/45/40 29/16/39 1890/1694/2077 29/24/27 6580/5515/6855 42/60/34 1.142/1.133/1.164
4.5 80/36/66 28/17/38 1790/1417/1614 29/20/24 6460/5345/6241 43/63/38 1.25/1.198/1.118
5.0 80/57/304 27/16/39 1740/1656/1194 30/24/38 6530/5538/5650 43/60/23 1.17/1.269/1.149
5.5 100/55/374 28/18/39 2030/1653/1367 32/25/38 6760/5697/5997 39/57/23 1.2/1.15/1.239
6.0 90/45/764 25/22/79 1880/1201/3090 33/17/16 6590/5092/6544 42/61/5 1.218/1.235/1.546
6.5 100/71/801 26/26/74 1710/1226/2899 31/20/21 6310/5107/7559 43/54/5 1.18/1.154/0.964
7.0 130/76/802 26/28/83 1730/749/2565 35/18/17 6350/4752/нет 39/54/нет 1.154/1.137/0.98
7.5 170/110/809 27/43/83 1590/817/2598 36/21/17 6130/4582/нет 37/36/нет 1.266/1.078/1.046
8.0 360/117/808 35/47/83 1840/725/2620 40/21/17 5950/4312/нет 25/32/нет 1.188/1.055/1.122
8.5 330/111/770 37/52/79 1770/602/2340 38/27/21 5360/3520/нет 25/21/нет 1.139/0.917/1.031
9.0 610/111/785 50/54/81 2590/474/2388 38/31/19 6960/2192/нет 12/15/нет 1.262/0.819/1.017
9.5 870/111/784 67/48/82 3280/516/2497 30/35/18 8380/2110/нет 3/17/нет 1.214/0.769/1.003
10.0 600/95/780 47/40/79 2270/474/2370 45/35/21 5170/1787/нет 8/25/нет 0.966/0.797/0.989
10.5 610/129/765 45/37/74 1990/586/2346 42/25/16 4430/1685/нет 13/38/нет 0.963/0.876/0.972
11.0 640/113/779 46/26/69 2020/590/2426 43/25/31 3990/1655/нет 11/49/нет 0.941/0.893/1.003
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Рис. 2. (а) – Зависимость среднего времени жизни флуоресценции (Тm) от pH для белка BrUSLEE и пермутантов
cpBrUS и cpBrUS-145 in vitro; (б) – калибровочная кривая, характеризующая зависимость нормированного на ампли-
туду времени жизни флуоресценции τ3 пермутантов cpBrUS и cpBrUS-145 от pH in vitro (n = 3).
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Кинетики затухания флуоресценции флуоро-
форов обоих пермутантов демонстрируют выра-
женную зависимость от pH раствора (рис. 2а);
они адекватно аппроксимируются трехэкспонен-
циальной моделью, причем время жизни третьей
компоненты с учетом амплитуды (τ3 × A3) пока-
зывает десятикратное изменение (~3000–300 пс)
в диапазоне рН 5.5–9.0 (рис. 2б, табл. 1). Форма
зависимости τ3 × A3 от рН близка к линейной,
что потенциально облегчает калибровку флуорес-
центного сигнала для экспериментального опре-
деления величины рН. Следует отметить, что пер-
мутант cpBrUS-145 демонстрирует более значи-
тельный динамический диапазон ответа, чем
cpBrUS (шестикратное изменение среднего вре-
мени жизни флуоресценции против двухкратного
соответственно), что указывает на способность
остатка Met145 ограничивать конформационную
подвижность хромофора. При этом наблюдается
незначительная чувствительность исходного бел-
ка BrUSLEE в узкой области значений рН 4.5–5.5
(рис. 2а), а при многокомпонентной экспоненци-
альной аппроксимации ни одна из компонент за-

тухания флуоресценции белка BrUSLEE не пока-
зывает существенного изменения в области 6.0–
8.5, интересной с физиологической точки зрения
(табл. 1).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение циркулярных пермутантов BrUSLEE.

Мы сконструировали ДНК-векторы, несущие
кодирующие последовательности cpBrUSLEE.
Для этого методом ПЦР-амплификации получи-
ли тандемные повторы последовательностей ге-
нов BrUSLEE [8, 12], соединенные олигонуклео-
тидным линкером, кодирующим аминокислот-
ную последовательность состава (Ser-Gly-Thr)2;
использовали следующие праймеры: 5'-ATGCG-
GATCCATGGTGAGCAAGGGCGAG-3', 5'-ATGC-
GTCGACCTTGTACAGCTCGTCCATGC-3', 5'-AT-
GCGTCGACAGCGGGACTAGCGGGACTATGGT-
GAGCAAGGGCGAG-3', 5'-ATGCAAGCTTTTAC-
TTGTACAGCTCGTCCATGC-3'; программа ПЦР:
95°С – 5 мин, (95°С – 30 с, 58°С – 30 с, 72°С –
30 с) × 18, 72°С – 7 мин. Эта промежуточная кон-
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струкция служила матрицей для ПЦР-амплифи-
кации последовательностей ДНК, кодирующих
варианты cpBrUSLEE, с использованием прямо-
го (5'-концевого) праймера, соответствующего
последовательности, кодирующей начало С-конце-
вой части первой копии cpBrUSLEE (начиная с 145
или 146 а.о.) (5'-ATGCGGATCCATGAACAGCCA-
CAACGTC-3' или 5'-ATGCGGATCCAACAGCCA-
CAACGTCTAT-3'), и обратного (3'-концевого)
праймера, комплементарного последова-тельности
ДНК, кодирующей конец N-концевой части второй
копии cpBrUSLEE (1–144 а.о.) (5'-AAGCTTTTAAT-
GCGTTGTACTCCAGCTTGTGCC-3'), при следу-
ющей программе ПЦР: 95°С – 5 мин, (95°С – 30 с,
55°С – 30 с, 72°С – 30 с) × 18, 72°С – 7 мин.

Экспрессия и очистка белка. Последовательно-
сти, кодирующие пермутанты cpBrUS и cpBrUS-
145, были клонированы в вектор pQE30 (Qiagen,
США) с меткой 6His на N-конце, экспрессирова-
ны в штамме E. coli XL1 Blue (Invitrogen, США) и
очищены с использованием металл-аффинной
смолы TALON (Clontech, США) [13].

Спектроскопия времени жизни флуоресценции
очищенных белков. Измерения производили с по-
мощью времяразрешенного флуоресцентного
спектрометра miniTau (Edinburgh Instruments, Ве-
ликобритания) в окне 50 нс, разделенном на 2048
временных каналов. Возбуждение флуоресцен-
ции производили пикосекундным лазером EPL-
450 (Edinburgh Instruments) с центральной длиной
волны излучения 445.6 нм, частотой повторений
20 МГц; счет фотонов проводили в спектральном
диапазоне 475–525 нм. Обработку и визуализа-
цию данных, определение χ2 (критерий Пирсона)
проводили в программе Fluoracle 2.5.1 (Edinburgh
Instruments).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Получены два циркулярных пермутанта
BrUSLEE с удалением (cpBrUS-145) и с сохране-
нием (cpBrUS) аминокислотного остатка Met в по-
ложении 145. В отличие от исходного BrUSLEE, оба
пермутанта продемонстрировали выраженную
зависимость кинетики затухания флуоресценции
от рН в физиологическом диапазоне 6.0–8.5. Та-
ким образом, циркулярная пермутация суще-
ственно повышает чувствительность хромофора
BrUSLEE к изменениям рН, и оба циркулярных
пермутанта BrUSLEE можно рассматривать как
перспективные зонды для количественных изме-
рений рН.
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Circular Permutants of BrUSLEE Protein as Fluorescent pH Indicators
A. V. Mamontova*, T. R. Simonyan*, K. A. Lukyanov**, and A. M. Bogdanov**, #

*Center of Life Sciences, Skolkovo Institute of Science and Technology, Bolshoy bulvar 30/1, Moscow, 121205 Russia
**Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry RAS, ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

Two variants of circularly permuted BrUSLEE, a green f luorescent protein with a short f luorescence lifetime,
have been engineered. We characterized the pH-dependence of f luorescence decay kinetics of these f luoro-
phores. It was shown that both permutants (cpBrUS and cpBrUS-145) exhibit three-component f luores-
cence decay kinetics, with the lifetime of the one component varying within the ~3000–300 ps range upon pH shift
from 5.5 to 9.0. At the same time, the original BrUSLEE does not show a significant change in the fluorescence
decay kinetics within the physiologically relevant pH-range of 6.0–8.5. The described pH-dependence allows con-
sidering the BrUSLEE permutants as pH indicators with the fluorescence lifetime readout.
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