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В обзоре суммируются и анализируются актуальные аспекты в исследовании механизмов формиро-
вания рафтов (плотов) модельных и биологических мембран, при этом делается акцент на дискри-
минации механизмов, определяющих формирование и поддержание рафтовых доменов как дина-
мических структур в модельных и биологических мембранах и значении мембранных белков. По-
дробно рассматривается дискуссионный вопрос о роли специфических холестерин-распознающих
аминокислотных консенсусных (CRAC) мотивов мембранных белков, а также роль на молекуляр-
ном уровне отдельных аминокислот в формировании рафтов и рафтовых биомембран в целом. Осо-
бое внимание уделяется структурной организации липидных мембран оболочечных вирусов с мем-
бранами рафтовой природы как объектов, наглядно иллюстрирующих основные механизмы фор-
мирования и поддержания рафтов биологических мембран.

Ключевые слова: липидные мембраны, рафты, мембранные белки, холестерин-распознающие амино-
кислотные консенсусные (CRAC) мотивы, амфипатические элементы вторичной структуры белков
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ВВЕДЕНИЕ

Биологические мембраны являются одним из
важнейших структурных компонентов биологи-
ческих систем, включая клетки, внутриклеточ-
ные органеллы, многие вирусы и др. Они пред-
ставляют собой барьер, отделяющий внутреннюю
среду любой биологической системы от внешнего
окружения. Наличие такого уникального барьера
является имманентным свойством высокоорга-
низованной живой системы, так как позволяет
разделять и в то же время согласовывать множе-
ство биохимических реакций и процессов в ней.
Принципиальной особенностью биологических
мембран является то, что они состоят главным
образом из липидов, в которых, как полагали, сво-
бодно движутся мембранные белки. Эта концеп-
ция “мозаичной модели” была выдвинута Синге-
ром и Николсоном в 1972 г. [1]. Однако, по мере
накопления новых данных возникла более слож-
ная концепция существования в биомембранах
динамичных упорядоченных микро- и нанодоме-
нов, так называемых мембранных рафтов (пло-
тов), обогащенных сфинголипидами и стерино-

выми соединениями, в первую очередь холесте-
рином, а также мембранными белками.

В данном обзоре излагаются эксперименталь-
ные и концептуальные достижения последних лет
в изучении и осмыслении феномена формирова-
ния липидных рафтов в биомембранах и критиче-
ски рассматриваются проблемы, возникающие в
этой области мембранологии.

ОБЩЕЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЕ
О РАФТАХ БИОЛОГИЧЕСКИХ МЕМБРАН

Концепция липидных рафтов, являющихся ре-
зультатом латеральной сегрегации отдельных ком-
понентов в липидных мембранах, появилась в био-
физике более 40 лет назад в качестве объяснения
с позиций термодинамики факта сосуществова-
ния более одной липидной фазы в модельных гид-
ратированных фосфолипидных бислоях. Эти фак-
ты изначально были использованы для объясне-
ния механизмов особенностей формирования
апикальной мембраны эпителиальных клеток [2],
а также передачи сигналов, модулирующих кле-
точную активность посредством мембранных
рецепторов, и трансмембранного переноса. Кон-
цепция постулировала наличие липидных рафтов
в биологических мембранах как более упорядо-
ченных и плотно упакованных структур в окружа-
ющем флюидном слое липидов [3, 4]. 

Сокращения: CRAC – холестерин-распознающий амино-
кислотный консенсус.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 939-54-08; факс: +7 (495)
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Сумма новых знаний и экспериментальных
наработок в этой области мембранологии, полу-
ченных в последнее время, позволяет считать, что
рафтовые липидные домены являются одним из
всеобщих принципов, организующих функцио-
нирование биологических мембран.

Позднее взгляд на биологическую мембрану
был также дополнен независимым представлени-
ем о присущей мембране “дефектности” и, соот-
ветственно, анизотропии вследствие значитель-
ных различий в структуре, форме, заряде и разме-
рах молекул множества липидов, входящих в ее
состав. Несмотря на то, что межмолекулярные вза-
имодействия между этими молекулами не столь ве-
лики, синэнергетический эффект общей массы ли-
пидов способен привести к формированию нано- и
микродоменов различной плотности как в природ-
ных, так и в модельных мембранах. Примечательно,
что в данной концепции делается акцент на значи-
тельном вкладе амфипатических альфа-спиралей
мембран-активных белков в механизмы структур-
ного переформатирования биомембран [5].

Общие представления о существовании раз-
личных фаз в липидных бислоях были получены
при экспериментальных исследованиях упрощен-
ных модельных мембран физическими методами.
На фосфолипидных модельных смесях было об-
наружено их важное свойство: при определенной
температуре, зависящей от липидного состава си-
стемы, липиды подвергаются фазовому переходу
из гелевой фазы (So) в жидко-неупорядоченную
фазу (Ld). Латеральная подвижность липидов, ко-
торая сильно ограничена в фазе So, при повы-
шении температуры значительно увеличивается,
остатки жирных кислот становятся неупорядочен-
ными и не удерживаются более в плотно упако-
ванной жесткой конформации. 

Если мембрана содержит также холестерин,
возможно появление и третьей фазы, жидко-упо-
рядоченной (Lo). Считается, что эта фаза харак-
теризуется высокой степенью упорядоченности
ацильных остатков жирных кислот в липидах, что
типично для фазы So, но с повышенной латераль-
ной подвижностью, характерной для фазы Ld. В
мембранах, состоящих из смесей сфингомиели-
на, ненасыщенных фосфолипидов и холестерина
в определенных соотношениях, фазы Lo и Ld мо-
гут сосуществовать [6, 7]. Липиды рафтовых мик-
родоменов отличаются высокой степенью упоря-
доченности ацильных остатков высших жирных
кислот (жидкоупорядоченная фаза Lo). Холесте-
рин, как установлено, повышает упорядочен-
ность ацильных остатков жирных кислот молекул
фосфатидилхолина и фосфатидилэтаноламина в
липидных бислоях, особенно в повышенных кон-
центрациях порядка 45 мол. % [8].

По современным представлениям липидные
рафты образуются спонтанно в природных мем-
бранах. Они имеют размеры <10 нм и очень не-
устойчивы и динамичны. Большие по размеру и
более устойчивые рафтовые домены (10–300 нм)

могут образовываться из нанодоменов только под
влиянием межбелковых взаимодействий или при
ассоциации белков. Липиды рафтовых микродо-
менов отличаются высокой степенью упорядочен-
ности ацильных остатков высших жирных кислот
(жидкоупорядоченная фаза Lo), а сами рафты функ-
ционируют как агенты для концентрирования мем-
бранных и мембран-ассоциированных белков. Та-
кие липид-белковые ансамбли рассматриваются в
качестве своеобразных платформ, где разворачива-
ются различные биохимические процессы [9–11].
Предполагается, что именно активная концентрация
белков в рафтах и способствует образованию меж-
белковых взаимодействий и активизации функций
мембранных и мембран-ассоциированных белков.

Белки с трансмембранными (TM) доменами
или другими якорными группами (прежде всего
гликозилфосфатидилинозитола, GPI) концен-
трируются в рафтах, стабилизируя липиды в фазе
Lo, которая и придает рафтам в биомембране
бóльшую жесткость, плотность и толщину. 

Кроме того, бислойная липидная мембрана
обладает транслатеральной асимметрией, и рафты
могут существовать независимо друг от друга во
внешнем и внутреннем листах биомембраны [12].

В последнее время с помощью разнообразных
экспериментальных техник прямой визуализации
(флуоресцентные методы), атомно-силовой мик-
роскопии (АСМ), малоуглового рентгеновскогое
рассеяния (SAXS) и др., а также компьютерного
моделирования и методов липидомики с приме-
нением количественной масс-спектрометрии до-
статочно убедительно показано наличие в плос-
кости природных и модельных мембран упорядо-
ченных доменов, обогащенных сфинголипидами
и холестерином [13–16].

РОЛЬ ЛИПИД-БЕЛКОВЫХ 
ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ В ФОРМИРОВАНИИ 

МЕМБРАННЫХ РАФТОВ
До настоящего времени остаются предметом

дискуссий молекулярные основы формирования
рафтов, поддержания их структуры в клеточных
мембранах, а также роль в этом мембранных бел-
ков [6, 17]. Основным классическим биохимиче-
ским методом выделения рафтовых образований
(структур) является холодовая солюбилизация не-
ионными детергентами. Так, выделение GPI-за-
якоренных мембранных белков во фракции так
называемых детергент-устойчивых (рафтовых)
мембран [18, 19] исходно основывается на пред-
положении, что такие мембранные домены, на-
ходясь в фазе Lo, формируются/модулируются
предпочтительными взаимодействиями белков с
холестерином и сфинголипидами и устойчивы к
солюбилизации при пониженной температуре
неионными детергентами. В альтернативном под-
ходе, при изучении поведения рафтовых марке-
ров в плазматических мембранах после обработки
агентами, разрушающими цитоскелет, было по-
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казано, что локализация GPI-заякоренных бел-
ков более зависима от структурной организации
актинового кортекса клетки, чем от взаимодей-
ствия с холестерином в рафтах [20]. 

Наблюдение диффузии индивидуальных флу-
оресцентно меченых молекул сфинголипидов в
мембране выявило, что удержание в рафтах
сфинголипидов зависит не столько от холестерина,
сколько от организации актина в цитоскелете; то
есть, рафтовые структуры, вероятно, формируются
в клеточной мембране преимущественно под влия-
нием белков, а не холестерина, как в модельных
мембранах [21]. Приведенные данные хорошо со-
гласуются с тем фактом, что мембрана клетки раз-
делена на отсеки барьерами, образованными цитос-
келетом, что ограничивает диффузию как мембран-
ных белков, так и липидов [22].

На основании результатов, полученных мето-
дом флуоресцентной корреляционной спектро-
скопии, также можно полагать, что диффузия мем-
бранных белков зависит как от липидов, так и от
цитоскелета [23]. Основательно подтверждают эту
точку зрения замечательные результаты и недавне-
го исследования, в котором методом вторичной
ионной масс-спектрометрии высокого разреше-
ния (SIMS) на культуре фибробластов выявлено
наличие кластеров сфинголипидных нанодоменов
в плазматических мембранах размером ~200 нм,
причем эти домены не были обогащены холесте-
рином. Обращает особое внимание факт, что
предварительная обработка препаратов метил-бе-
та-циклодекстрином, экстрагирующим холестерин
из мембран и разрушающим рафты, снижало со-
держание холестерина на 30%, но не уничтожало
сфинголипидные рафты. Однако, разрушение
актинового цитоскелета клеток латрункулином
(latrunculin) приводило к их исчезновению [24, 25].

На основании других данных можно сделать
вывод, что подвижность и устойчивость фазы Lo
в мембране модулируется гибким перераспреде-
лением холестерина в мембране: методом SAXS
на гидратированных мультиламеллярных везику-
лах в модельных смешанных липидных слоях с
холестерином и фосфолипидами было продемон-
стрировано, что индуцируемое температурой плав-
ление (т.е. разрушение) Lo доменов связано с
диффузией холестерина в фазу Ld и контролиру-
ется разницей в толщине фаз Lo/Ld [26]. Прин-
ципиальный вопрос, как соотносится липидная
фаза Lo модельных мембран с рафтовыми образо-
ваниями биологических мембран, разрешается до
некоторой степени в ряде независимых исследо-
ваний, в которых подчеркивается значение взаи-
мосвязи длины остатков высших жирных кислот
природных сфинголипидов с их функциональ-
ным вкладом в организацию биологической мем-
браны как динамичной биохимической системы.
В модельных мембранах обычно используется
минимальный набор сфинголипидов с относи-
тельно короткими жирными кислотами (С16/С18).
В природной мембране, особенно рафтовой при-

роды, сфинголипиды характеризуются бóльшим
разнообразием за счет наличия в своей структуре
высших жирных кислот с существенно бóльшим
числом звеньев – С24 и более [15, 27]. Такое раз-
нообразие, как полагают, лежит в основе гибкого
регулирования межмолекулярных взаимодействий
в мембране как отдельных сфинголипидов между
собой, так и с холестерином. При этом выявляет-
ся факт взаимозависимой транслатеральной асим-
метрии в распределении как холестерина, так и
различных сфинголипидов между двумя липид-
ными листами в биологической мембране. Ком-
плексное исследование на модельных системах
гигантских (GUV) и больших (LUV) везикул, си-
мулирующих мембраны с рафтовым составом ли-
пидов, показывает, что в смеси сфингомиелины с
остатками жирных кислот С24 и С16 проявляют
различия при взаимодействии с холестерином в
липидном бислое. С24 сфингомиелин, в отличие
от С16 сфингомиелина, в присутствии холестери-
на имеет тенденцию к транслатеральным перехо-
дам в бислойной мембране благодаря большему
несоответствию между усиленной гидрофобной
частью молекул (т.е. увеличенной длиной жирно-
кислотного остатка) и размером полярной части
сфингозинового основания, ведущему к образо-
ванию дефектов – гидрофобных полостей в липид-
ном слое. Как результат, имеет место перераспреде-
ление холестерина во внутренний лист бислойной
мембраны при преимущественной локализации
С24 сфингомиелина во внешнем листе и размыва-
нии в нем фазы Lo. Примечательно, С24 сфинго-
миелин, в отличие от С16 сфингомиелина, при лока-
лизации во внешнем листе мембраны GUV полно-
стью предотвращал образование микродоменов
(фазы Lo) в нем в широком диапазоне температур
(3–30°С) и концентраций холестерина (0–50%).
Наблюдения на плазматических мембранах жи-
вых клеток HeLa также показали, что С24 сфинго-
миелин, присутствующий в природной мембране
преимущественно во внешнем листе, ограничивает
образование оптически разрешимых доменов. При
этом предполагается, что наблюдаемые эффекты
могут быть следствием перераспределения холесте-
рина во внутренний лист мембраны [28].

При исследовании методами флуоресцетной
спектрофотометрии и микроскопии модифици-
рованной линии дрожжей также было показано,
что около 80% стеринов плазматической мембра-
ны клеток сосредоточено во внутреннем листе,
причем на асимметрию распределения стеринов
влияет транслатеральная асимметрия фосфоли-
пидов и сфинголипидов [29]. Внутренний цито-
зольный лист в эритроцитах и в нуклеализирован-
ных клетках также обогащен холестерином [30].
Предпочтительная ко-локализация холестерина,
сфинголипидов и фосфатидилсерина, которыми
обогащен внутренний лист биомембраны была
ранее продемонстрирована [31]. Полагают, что на
молекулярном уровне одним из наиболее значи-
мых эффектов холестерина является упорядочи-
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вающее действие на ацильные остатки жирных
кислот мембранных липидов. Холестерин пред-
ставляет собой нейтральное соединение на осно-
ве холестеновой структуры с четырьмя жестки-
ми конденсированными циклами, содержащими
двойную связь, окси-группу и короткую алкиль-
ную цепь. В энергетически выгодном состоянии
основная гидрофобная часть холестерина погру-
жена вовнутрь углеводородного слоя из остатков
жирных кислот липидов. В этом положении холе-
стерин почти полностью пронизывает один лист
бислойной мембраны, внедряясь своей окси-груп-
пой в полярную пограничную область этого ли-
ста [32, 33]. Независимые исследования свиде-
тельствуют, что холестерин способен образовы-
вать стехиометрические комплексы с полярными
липидами плазматических мембран [34]. В муль-
тикомпонентных липидных смесях холестерин
предпочтительно взаимодействует с насыщенны-
ми цепями жирных кислот сфинго- и фосфоли-
пидов, которые сами по себе характеризуются
высокой температурой фазового перехода из ге-
левой в жидко-кристаллическую фазу [35]. На
гидратированных мультиламеллярных везикулах
было продемонстрировано сосуществование Lo и
Ld фаз в модельных смешанных липидных слоях
с холестерином и фосфолипидами. Lo домены
оказались на ~10 Å толще и латерально более
плотными на ~20 Å2/липид, чем Ld домены, и
значительно более жесткими. Повышение кон-
центрации холестерина в этой системе приводило
к значительным изменениям в структуре фазы
Ld, тогда как влияние на фазу Lo было незначи-
тельным [26]. Очевидно, что постоянное перерас-
пределение холестерина и сфинголипидов между
двумя листами биомембран под влиянием физи-
ко-химических и стерических параметров самих
липидов, а также и под направленным воздей-
ствием мембранных и мембран-ассоциирован-
ных белков и мембранных ферментов (флиппаз),
является ключевым процессом в поддержании
фазы Lo в необходимом функциональном состо-
янии. В целом можно полагать, что холестерин и
его аналоги, выступают в роли важнейших моду-
ляторов структурной реорганизации биологиче-
ской мембраны, гибко определяя ее базовые ха-
рактеристики (жесткость, кривизна, проницае-
мость и др.) в процессе функционирования [36, 37].

На наш взгляд, значение роли холестерина как
низкомолекулярного биорегулятора многих функ-
ций биологических мембран коррелирует с ана-
логичными функциями многих других родствен-
ных стериновых соединений на системном уровне,
которые также регулируют и модулируют мно-
гие биохимические и физиологические процессы.
Соответственно, перенос результатов, полученных
на модельных мембранах и других искусственных
системах, на живые биологические мембраны тре-
бует большой критичности и осторожности [13].

Таким образом, кратко упомянутые выше мно-
гочисленные экспериментальные подходы иссле-

дования липидных рафтов, как физико-химиче-
ские, так и биохимические, часто дают не доста-
точно однозначные результаты, как полагают,
вследствие высокой динамичности и малого раз-
мера рафтов в мембранах клеток. Однако можно
привести ряд примеров изучения стабилизиро-
ванных мембранных систем, обогащенных сфин-
голипидами, холестерином и мембран-активны-
ми белками. Рафтоподобные структуры на фик-
сированных мембранах эритоцитов [38] и на
модельных мембранах [39] были прямо визуали-
зированы методом АСМ высокого разрешения.
Также неинвазивным химическим методом оказа-
лось возможным специфически окрасить FITC-
меченым гликоль-хитозаном рафтовые домены как
модельных, так и природных мембран за счет, как
полагают, электростатических и/или гидрофобных
взаимодействий этого полимерного агента с рафта-
ми [40]. Природными мембранами, в которых ли-
пиды организованы во множество рафтовых нано-
кластеров, стабилизированных взаимодействиями
с мембран-активными белками и, очевидно, не
представляющими собой динамические образова-
ния, являются также липидные оболочки вирионов
IFV, вируса болезни Ньюкасла (NDV) и некоторых
других оболочечных вирусов [41–43].

Структурная организация вирионов оболочеч-
ных вирусов, как и вирусов в целом, представляет
собой яркий пример прекрасно аранжированных
межмолекулярных взаимодействий белков, липи-
дов и нуклеиновых кислот в составе надмолеку-
лярных комплексов. При этом вирусы являются
более простыми объектами, чем клетки и посему
более пригодны для детализированных структур-
ных исследований. Так, установлено, что мем-
брана вирионов ряда оболочечных вирусов суще-
ственно отличается по липидному составу от мем-
браны клетки, из которой они почкуются: она в
значительной степени обогащена холестерином и
сфинголипидами. Рафтовая природа оболочек ря-
да вирусов, включая вирус гриппа (IFV) и вирус
иммунодефицита человека (HIV), была доказана
методом масс-спектрометрии [26, 43]. При этом
особенно важным является выявление большого
количества сфинголипидов с необычной структу-
рой и отличающихся наличием очень длинных
ацильных остатков насыщенных высших жир-
ных кислот в них (например, для вируса гриппа
с количеством углеродных звеньев до С40–С42 и
выше [15]). В настоящее время существует пред-
ставление, что интегральные мембранные белки
многих оболочечных вирусов, находятся в тесной
взаимосвязи с микродоменами рафтовой приро-
ды в клеточных мембранах. Это предположение
подтверждается, в частности, на наблюдаемом
группировании белков IFV в составе детергенто-
устойчивых мембран (рафтов). Структура вирус-
ной оболочки поддерживается тесными взаимо-
действиями между трансмембранными (ТМ)
доменами поверхностных гликопротеидов вири-
онов и слоем периферического мембранного мат-
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риксного (М1) белка, ассоциированным в составе
рафтовой мембраны [44].

Большинство интегральных мембранных бел-
ков пронизывают мембрану в виде ТМ сегментов,
состоящих из пептидных спиралей, часто плотно
упакованных в пучки [45, 46], и возможно явля-
ются наиболее важным фактором, определяющим
толщину мембран [47]. В свою очередь, липидные
бислойные мембраны, в которую эти спирали внед-
рены, высоко анизотропны, и их физико-химиче-
ские характеристики, как латеральные, так и транс-
латеральные, сильно изменяются даже в пределах
малых масштабов. Такая анизотропия влияет на
распределение аминокислотных остатков в по-
следовательности ТМ сегментов. Гипотеза гидро-
фобного соответствия предполагает, что инте-
гральные мембранные белки перестраивают окру-
жающие липиды таким образом, что толщина
мембранного бислоя начинает подстраиваться к
длине трансмембранного сегмента, а липидные
мембраны, содержащие холестерин, имеют тенден-
цию к повышенной толщине бислоя, по сравнению
с мембранами, не имеющими холестерина [48].
Специфический липидный состав рафтов обу-
словливает более плотную упаковку липидов в их
структуре, придавая рафтам жесткость и большую
толщину по сравнению с мембраной в целом.
При этом межспиральные взаимодействия ТМ
сегментов, как отмечается, могут определяться не
только утолщением рафтовой мембраны за счет
холестерина и высокой упорядоченности остат-
ков жирных кислот: в ряде случаев само-ассоциа-
ция возможно происходит благодаря исключению
α-спиральных ТМ сегментов из более плотной фа-
зы Lo в липидных бислоях, причем холестерин,
как отмечается, способствует не только межспи-
ральным взаимодействиям, но и инициирует ис-
кривление мембранной структуры [49].

Следует особо остановиться на свойствах так
называемых бороздчатых (striated) доменов в мо-
дельных липидных бислойных мембранах. Эти
домены представляют собой высокоупорядочен-
ные линейные агрегаты липидов и модельных
гидрофобных пептидов (poly-LA) с фланкирую-
щими концами из остатков триптофана (пептиды
WALP). Тогда как модельные липидные бислои
дипальмитоил-фосфатидилхлина являются рав-
номерно гладкими и плоскими, внедрение в них
пептидов WALP вызывает появление темных ли-
нейных депрессий (борозд), которые затем объ-
единяются в небольшие бороздчатые домены с
гексагональной структурой. Методом АСМ было
показано, что борозды этих доменов пересекают-
ся под углом ~120°. Однако в фазе Lo липидных
бислоев, включающих сфингомиелин и холе-
стерин, таких бороздчатых доменов не наблю-
далось [45, 47, 49, 51]. Трансмембранные белки
очевидно сами не встраиваются вовнутрь рафто-
вых платформ (липидная фаза Lo), а активно фор-
мируют их своими ТМ фрагментами и ассоции-
руются с их периферией [52], в частности,

встраивание меченого гемагглютинина (НА) IFV
исключительно в липидную фазу Ld было прямо
визуализировано методом флуоресцентной мик-
роскопии при встраивании его в гигантские вези-
кулы, содержащие фазы Lо и Ld [53], а также не-
зависимо подтверждено методом компьютерного
моделирования [42]. Примечательно, что компью-
терная симуляция не только показывает распре-
деление НА в фазу Ld, но также выявляет роль
тримерных шипов НА как агентов, активно фор-
мирующих фазу Lo и общую положительную кри-
визну мембраны с помощью своих ТМ доменов.
При этом удается оценить как форму такого обра-
зования, близкую к гексагональной, так и его раз-
мер (~10–20 нм) [42]. Эти результаты хорошо со-
относятся с экспериментальными данными более
ранних работ. Тонкая структура дегидратирован-
ных вирионов вируса IFV типа А, исследованных
методом электронной микроскопии, как было по-
казано, напоминает икосаэдр с шипами НА, рас-
положенными на поверхности в виде равносто-
ронних треугольников, которые в свою очередь
формируют правильные шести- и пятиугольные
элементы с размерами в поперечнике ~20 нм [54].
Криоэлектронные микрофотографии вирионов ко-
шачьего пенистого вируса также фиксируют вирио-
ны с фрактальной структурой, образованной гекса-
гональными элементами [55]. В следующей работе
были визуализированы рафтоподобные структуры,
получаемые при специфической холодовой (рафто-
вой) солюбилизации комбинацией неионных де-
тергентов оболочек вирионов IFV в виде комплекса
НА с липидами и периферическим белком М1. Эти
дискретные структуры имели средний размер ча-
стиц ~28 нм и организовывались в процессе флота-
ции при центрифугировании в градиенте плотности
в стабильные везикулы [41]. 

Примечательно, что похожие гексагональные
структурные элементы были зафиксированы так-
же на модельных бислойных мембранах состава
сфингомиелин/холестерин методом высокоско-
ростной АСМ при взаимодействии олигомеров
порообразующего токсина лизенина с мембра-
ной, на которой олигомеры и формируются [39].

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ
ПРИ ФОРМИРОВАНИИ РАФТОВОЙ 

СТРУКТУРЫ БИОЛОГИЧЕСКИХ МЕМБРАН
Архитектура и структурная организация ТМ

доменов интегральных мембранных белков и их
спиральных ТМ сегментов в бислойных мем-
бранах подробно освещены в специальных об-
зорах [45, 47, 56]. В данном разделе целесообраз-
но выделить те особо значимые структурные
особенности, которые являются общими для боль-
шинства ТМ доменов. В первичной последова-
тельности ТМ доменов аминокислотные остатки
расположены характерным образом в профиле бис-
лойной липидной мембраны, отражающим их
структурно-функциональный вклад в организа-
цию липид-белкового ансамбля биологических
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мембран [45, 56, 57]. ТМ сегменты этих доменов,
как известно, состоят из 20–25 аминокислотных
остатков, которые внутри липидного бислоя в ос-
новном представлены гидрофобными аминокис-
лотами (V, L, I, F, A). При этом, остатки V, L, I в
виде кластеров находятся преимущественно на
внешней стороне пучка скрученных спиралей. Бо-
лее компактные остатки аланина напротив лока-
лизуются преимущественно внутри, способствуя
ассоциации α-спиралей в пучке.

Очевидно, именно такая архитектоника наи-
более надежно скрепляет трансмембранный пу-
чок спиралей одновременно с двумя листами
мембраны за счет гидрофобных взаимодействий с
ацильными остатками жирных кислот липидов.
Фенилаланин (F) со своим гидрофобным арома-
тическим кольцом, лишенным гетероатомов и
поляризационных эффектов, также располагает-
ся предпочтительно в гидрофобной части ТМ до-
менов, хотя имеет и более широкое распростра-
нение, выполняя вероятно двойственную функ-
цию как гидрофобной, так и ароматической
аминокислоты [57, 58]. Тонкая межфазная погра-
ничная область мембран на стыке гидрофобной
области внутри мембраны и внешней высокопо-
лярной ионизированной и гидратированной сре-
ды, окружающей мембрану, обогащена аромати-
ческими остатками W, Y, а иногда и H, которые
имеют поляризованные ароматические циклы за
счет наличия гетероатомов в W и H или полярных
заместителей в Y. Этот тонкий слой мембран, не-
посредственно обращенный к водной фазе, пред-
ставляет собой химически разнородную слож-
ную среду, состоящую из структурных элемен-
тов глицерина, и поляризованных остатков
холина/этаноламина фосфолипидов. Эти элемен-
ты образуют пограничную область биологиче-
ских мембран вместе с полярными группами
сфингозинового основания (глико)сфинголи-
пидов, холестерина, и молекул воды. Mолекулы
сфинголипидов, в отличие от глицерофосфолипи-
дов, обладают более высоким потенциалом взаи-
модействия как между собой, так и с холестери-
ном за счет существенно большей длины углево-
дородных остатков жирных кислот (особенно в
рафтовых доменах) и также за счет наличия боль-
шого количества полярных донорно-акцептор-
ных групп (–OH, –NH, >C=O), способных к
образованию сложной сети многочисленных во-
дородных связей [6, 59, 60], а также к π-взаимодей-
ствиям с ароматическими циклами аминокислот
как раз в полярной области на межфазной грани-
це мембранного листа.

Хорошо известно, что межмолекулярные взаи-
модействия с участием ароматических циклов
(π/π, OH/π, NH/π, катион/π взаимодействия) яв-
ляются ключевыми процессами во взаимном рас-
познавании молекул по принципу как биологиче-
ского, так и химического сродства. Эти взаимодей-
ствия контролируют кристаллическую структуру
ароматических молекул, стабильность многих био-

логических систем и процессы молекулярного
распознавания в них. Поэтому изучение силы та-
ких взаимодействий и их физической природы
очень важны для понимания структур и свойств
многих надмолекулярных образований [61]. На-
личие этих взаимодействий как раз и подтвержда-
ется характерным присутствием в большинстве
ТМ доменов поляризованных гетероциклических
ароматических остатков W, причем, как правило,
именно в полярной пограничной области липид-
ной мембраны и вблизи аминокислотных остат-
ков F/Y. Изучение поведения гидрофобных син-
тетических пептидов с фланкирующими остат-
ками триптофана (модельные пептиды WALP) в
модельных липидных бислоях, а также многих
мембранных белков, показывает, что гетероцик-
лический остаток триптофана преимущественно
располагается вблизи карбонильных остатков в
фосфолипидных бислоях и не вовлекается ни в
гидрофобный слой липидов, ни в водную поляр-
ную среду. Анализ поведения гидрофобных синте-
тических пептидов поли-лейцилаланил (poly LA) с
фланкирующими остатками лизина (модельные
петиды KALP) в липидных бислоях показывает,
что положительно заряженные остатки лизина
предпочтительно локализуются дальше от поляр-
ного пограничного слоя мембран и фиксируются
на значительно более полярной ионизированной
поверхности мембраны, где они взаимодейству-
ют с отрицательно заряженными фосфатными и
цвиттерионными группами фосфолипидов. От-
мечается, что боковая функция К более эффек-
тивно связывается с этими группами, чем R [47,
56, 62, 63, 68]. Ароматический гетероцикл Н так-
же способен выступать в роли положительно за-
ряженной аминокислоты при протонировании в
диапазоне физиологических значений рН, анало-
гично К и R, выполняя функцию своего рода рН-за-
висимого переключателя и вызывая изменения
в липид-белковых взаимодействиях при измене-
нии рН: известно, что рКа имидазольного цикла
сильно зависит от локального окружения [47]. Та-
ким образом, положительно заряженные амино-
кислоты играют важную роль в топологии мем-
бранных белков [45]. То есть, Н, как и F, вероятно
может выполнять двойственную функцию при
взаимодействиях белков с липидами мембраны.

Компьютерное молекулярно-динамическое
моделирование предоставляет дополнительную
информацию о том, что гидрофобные углеводо-
родные цепочки боковых остатков К и R вероятно
погружены в гидрофобный слой мембраны, а по-
ложительно заряженные группы локализуются в
пограничной полярной интерфазе, также как и
ароматические циклы. Аналогичная локализация
выявляется и для боковых остатков М, что можно
объяснить наличием сульфометильной группы,
характерной чертой которой является высокая
поляризованность [58]; такая мембранная актив-
ность этой аминокислоты косвенно подтверждает-
ся и экспериментальными данными [64]. Несмотря
на то, что использованный метод моделирова-
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ния имел существенные ограничительные усло-
вия, полученные данные позволяют строить пред-
положения о более значительном, чем представля-
лось, структурно-функциональном вкладе тонкой
поляризованной пограничной интерфазы липид-
ной слоя в консолидацию липидов в рафтах под
действием мембраноактивных мотивов белков.

Суммируя известные экспериментальные дан-
ные и теоретические рассмотрения, можно за-
ключить, что липидная бислойная мембрана ор-
ганизована в три принципиальных латеральных
макродомена: (i) внутренний гидрофобный, об-
разованный углеводородными остатками жирных
кислот липидов, (ii) межфазный пограничный,
образованный полярными, но не заряженными,
структурными элементами липидов и холестери-
на, склонными к π-взаимодействиям и формиро-
ванию водородных связей, и (iii) ионизированная
гидратированная поверхность мембраны, содер-
жащая отрицательно заряженные фосфатные и
цвиттерионные группы фосфолипидов.

В соответствии с принципами концепции гид-
рофобного соответствия и адаптации, то есть со-
гласно базовым свойствам трех принципиальных
макродоменов биомембран, осуществляется встра-
ивание ТМ сегментов, а также и других мотивов
мембран-активных белков в бислойные мембра-
ны; и это встраивание может модулироваться
сродством ароматических и заряженных амино-
кислотных остатков к соответствующим специ-
фическим межфазным сайтам мембраны. Это за-
ключение подтверждается расчетом количествен-
ного вклада каждой из двадцати аминокислот в
этот механизм при измерении кажущейся сво-
бодной энергии внедрения спиральных ТМ сег-
ментов в биологическую мембрану (ΔGapp), и ста-
тистическим анализом распределения индивиду-
альных аминокислот внутри этих фрагментов для
множества известных интегральных мембранных
белков. На основании этих расчетов, а также и
других компьютерных симуляций в сочетании с
экспериментальными данными, удалось создать
шкалу своего рода “биологической гидрофобно-
сти” и определить в виде кривых распределения
Гаусса оптимальную позицию внутри липидного
бислоя для каждой из 20 аминокислот [57, 58, 65].
Полученные распределения наглядно выявляют
тяготение ароматических аминокислот к дисло-
кации как раз у пограничного слоя между липид-
ной мембраной и ионизированной средой, при-
чем F имеет тенденцию к размещению внутри
мембраны, а Y предпочтительно располагается
вне мембраны. Функция ароматических остат-
ков, прежде всего W и Y, заключается в фиксации
(anchoring) ТМ сегментов на пограничных поляр-
ных интерфазах бислойной мембраны, обращен-
ных к водной среде. 

Фиксация полипептидных цепей ТМ сегмен-
тов на полярных интерфазах двух листов биомем-
браны часто необходима для регулирования угла
наклона и/или угла вращения ТМ сегментов

внутри липидного бислоя к его нормали, в зави-
симости от длины ТМ сегмента [56, 65, 66]. При
этом в рафтовых мембранах ТМ сегменты лока-
лизуются на границе двух липидных фаз, Lо и Ld,
и ассоциированы с Lо (рафтовой) фазой, что спо-
собствует их олигомеризации. 

Положительно заряженные остатки K, R, ло-
кализующиеся вне мембраны, ассоциируются с
внешней заряженной гидратированной поверх-
ностью мембран, что способствует разрушению
олигомерных ассоциатов ТМ доменов в этой об-
ласти за счет отталкивания одноименных заря-
дов, что, например, наглядно иллюстрируется
компьютерными предсказаниями разупорядо-
ченности цепей эктодомена НА IFV как раз в этой
примембранной области [67].

С учетом всего вышеизложенного становится
возможным выдвинуть предположение, что важ-
ным фактором, формирующим рафтовые домены
в биологических мембранах, является консолиди-
рующий потенциал тонкой полярной интерфазы,
который основан на синэргетическом взаимодей-
ствии множества полярных групп (глико)сфинго-
липидов. Последние обладают повышенным по-
тенциалом взаимодействия как между собой, так и с
холестерином, и таким образом концентрируют эти
молекулы в уплотненных рафтовых структурах, что
согласуется и с данными исследований модельных
мембранных структур сфингомиелина методом
ЯМР [68]. Наряду с этим консолидации рафтовых
липидов также способствуют усиленные гидрофоб-
ные взаимодействия насыщенных углеводородных
цепей жирных кислот сфинголипидов, которые
имеют значительно бóльшую длину, чем другие ли-
пиды мембраны [15]. Поддержание таких мультимо-
лекулярных агрегатов в биомембране в стабильном
состоянии, особенно при физиологических темпе-
ратурах [60], вероятно требует дополнительных ста-
билизирующих структур, своего рода внешних под-
держивающих конструкций, в виде специфических
мотивов/доменов мембранных и мембран-ассоции-
рованных белков, которые специфически взаимо-
действуют с рафтовыми липидами. 

Таким образом, можно полагать, что изложен-
ные выше структурообразующие принципы на
молекулярном уровне в основном реализуются
при взаимодействиях как ТМ сегментов инте-
гральных мембранных белков с липидами внутри
биологической мембраны, так и периферических
мембран-ассоциированных белков, примыкаю-
щих к ее поверхности. Эти взаимодействия явля-
ются инструментом для формирования и укреп-
ления межфазных пограничных контактов между
двумя фазами, Lo и Ld, внутри биологических
мембран, а также и на границе мембран с внеш-
ней средой электролита.
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CRAC МОТИВЫ КАК ВАЖНЕЙШИЙ 
СТРУКТУРНЫЙ ЭЛЕМЕНТ ПОДДЕРЖАНИЯ 

ФУНКЦИЙ РАФТОВЫХ БИОМЕМБРАН

Также как и для интегральных мембранных
белков электростатические, гидрофобные и π-вза-
имодействия, опосредуемые соответственно кати-
онными, алифатическими, и ароматическими
аминокислотными остатками, являются опреде-
ляющими для поверхностного связывания пери-
ферических мембран-ассоциированных белков с
мембраной. Эти белки или их домены сами по се-
бе не включаются в рафтовые структуры, но могут
вносить свой вклад в перераспределение холесте-
рина в мембранах. Известны типы взаимодей-
ствия белков с липидами, которые фиксируют хо-
лестерин мембраны и таким образом стабилизи-
руют обогащенные холестерином мембранные
домены – рафты. Одним из основных аминокис-
лотных консенсусных мотивов, которые способ-
ствуют взаимодействию белков с холестерином,
является так называемый холестерин-распозна-
ющий аминокислотный консенсусный мотив
(CRAC motif), –(L/V)1–2–(X)(1–5)–Y–(X)(1–5)–R/K–,
выявленный в первичной последовательности та-
ких белков. Эта формула в действительности яв-
ляется более гибкой и может трактоваться более
широко [69, 70]. Консенсус с приведенной фор-
мулой впервые был выявлен в С-концевой части
так называемого периферического бензодиазепи-
нового рецептора (теперь транслокаторный бе-
лок) [71]. Было показано, что этот небольшой бе-
лок, как и пептидные синтетические аналоги его
консенсусного мотива, связывают холестерин, что
и послужило основанием для введения данного
термина. Подобные консенсусы были выявлены
и во многих других белках. Они локализуются
непосредственно в приграничной мембранной
области, их длина в соответствии с алгоритмом
может варьироваться примерно от 5 до 13 амино-
кислот [70]. Помимо CRAC мотива трансмем-
бранные и мембран-ассоциированные белки мо-
гут включать в свою структуру и другие дополни-
тельные группы, такие как миристоильные и
пальмитоильные остатки и другие, которые также
придают им способность вовлекаться в рафтовые
домены [68, 69]. Анализ результатов многочис-
ленных исследований позволяет предположить,
что все CRAC мотивы можно разделить соответ-
ственно их топологии на две группы, несколько
различающиеся по формуле мотивов, а именно
трансмембранные и мембран-ассоциированные
структурно-функциональные единицы [17]. При-
мерами таких структурных мотивов могут слу-
жить последовательность LWYIK в сегменте белка
слияния Gp41 вируса иммунодефицита человека
(HIV), примыкающего к спиральному ТМ сегмен-
ту и обогащенного остатками триптофана [69, 72]
или заякоривающий мембранный фрагмент про-
тонного канала IFV (белок М2), в первичной по-
следовательности которого объединены обе эти
структуры [73]. CRAC мотивы c участием ТМ до-

менов интегральных мембранных белков, чья
биологическая активность является холестерин-
зависимой (например, FcγRI, пуринорецептор
P2X1, коннексины Сx32 и Сx43 и др.), были выяв-
лены при выравнивании их аминокислотных по-
следовательностей, и соответствовали формуле
–(L/V)1–2–X1–4–Y/F–X1–3–W– [74]. Позднее,
мотивы с близкими формулами были обнаруже-
ны и во множестве других ТМ доменов инте-
гральных мембранных белков, включая и НА ви-
руса гриппа [75]. Схожая структура, представля-
ющая собой холестерин связывающий сайт,
была выявлена в α-спиралях IV и II β2-адреноре-
цептора человека, которая, в отличие от выше-
описанных мотивов, была определена как со-
ставной холестериновый консенсусный мотив
(cholesterol consensus motif, CCM), с формулой:
–R/K–(X)7–10–W/Y–(X)4–L/V/I– – на одной
спирали, и F/Y – на другой [76]; CCM здесь обра-
зует пространственную щель для связывания хо-
лестерина. Другой ССМ, приспособленный для по-
верхностного связывания с рафтами вирусной мем-
браны, был обнаружен на поверхности глобулы
мембран-ассоциированного М1 белка IFV; в этом
случае два аминокислотных остатка (L и Y) подмем-
бранного консенсусного мотива раполагались на
одной спирали, а третий (R) – на другой [77].

СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ 
РАФТОВЫХ МЕМБРАН

НЕКОТОРЫХ ОБОЛОЧЕЧНЫХ ВИРУСОВ
Оболочечные вирусы с мембраной рафтовой

природы, особенно те из них, структура и липид-
ный состав оболочек которых достаточно по-
дробно исследованы, являются наиболее ценны-
ми и информативными объектами для изучения
структурных принципов и молекулярных меха-
низмов формирования липидных рафтов в био-
логических мембранах в целом. В частности, дан-
ные о структуре интактных вирионов IFV и NDV
с достаточно высоким разрешением получены
методом криоэлектронной томографии [78, 79].
На основании биохимических и физико-химиче-
ских исследований были выдвинуты предполо-
жения, что оболочку вирусов гриппа можно рас-
сматривать как мозаичную смесь рафтовых и не-
рафтовых микродоменов или как некий ансамбль
гибко сочлененных рафтовых платформ, разде-
ленных узкими флюидными участками липидной
мембраны. Такая мембрана являет собой образец
сосуществования двух липидных фаз, при этом
основная часть липидов присутствует в виде ста-
бильных рафтовых кластеров, организуемых ТМ
доменами трансмембранных мембранных белков
совместно с мембран-ассоциированным матрикс-
ным М1 белком [42, 80]. Сравнение данных крио-
электронной томографии вирионов IFV и NDV
свидетельствует о том, что оболочка NDV прин-
ципиально устроена похожим образом. В недав-
них исследованиях этот взгляд нашел подтвер-
ждение и в отношении биологических мембран в
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целом. Результаты этих исследований показывают,
что холестерин в них составляет около 40 мол. %
всех липидов плазматических мембран и, вероятно,
и находится в соотношении 1 : 1 с фосфолипидами
мембран [81], и позволяют предполагать, что около
трех четвертей липидов бислойной мембраны,
окруженной минорной фазой Ld может пребывать
в фазе Lo в конденсированном состоянии [82].

С другой стороны, вышеописанная структурная
организация липидных оболочек IFV и NDV ожи-
даемо предполагает наличие CRAC мотивов как в
ТМ доменах, так и в последовательностях мембран-
ассоциированных матриксных белков [75]. Мат-
риксные белки IFV, HIV и NDV представляют
собой небольшие молекулы, которые при выпол-
нении своих множественных функций при ин-
фицировании, находятся в постоянном взаимо-
действии с липид-белковыми надмолекулярными
структурами [10, 80]. В связи с этим появляется
все больше исследований по выявлению в их пер-
вичных последовательностях специфических мо-
тивов и структурных доменов, определяющих
взаимодействие с различными партнерами и вли-
яющих на базовые характеристики вирусов (мор-
фологию, репликацию, инфекционность и т.д.).
Ранее CRAC мотив был описан на одной из α-спи-
ралей М1 белка, которая содержит еще и сигнал
ядерной локализации этого белка [83]. Оказа-
лось, что некоторые из α-спиралей с CRAC моти-
вами в М1 IFV обладают и вторыми, ранее уста-
новленными, функциональными мотивами на
противоположных сторонах α-спиралей (NLS,
сигнал ядерной локализации и NES, сигнал ядер-
ного экспорта); примечательно, что оба этих сиг-
нальных мотива участвуют в трансмембранном
переносе М1 через ядерную мембрану клетки. Та-
ким образом, выяснилось, что эти спирали имеют
двойную функциональную нагрузку, то есть яв-
ляются амфипатическими [77, 17].

Вышеупомянутая консервативная последова-
тельность ионного канала (М2 белка) IFV, при-
мыкающая к его трансмембранному сегменту, па-
раллельная поверхности мембраны и взаимо-
действующая с рафтовыми доменами, не только
представляет собой сегмент перекрывающихся
CRAC мотивов, но и организована в амфипатиче-
скую α-спираль [73]. 

Подробный анализ и моделирование простран-
ственной структуры матриксных М белков IFV,
NDV и HIV по данным рентгеноструктурного ана-
лиза в сочетании с биоинформатическим обработ-
кой последовательностей, позволил идентифици-
ровать в этих белках мотивы, соответствующие
формуле CRAC, и также выявить амфипатиче-
ский характер тех элементов вторичной структу-
ры (α-спиралей и β-складчатых структур), на ко-
торых располагались CRAC мотивы, то есть
функциональные аминокислотные остатки-ком-
поненты CRAC мотивов выстраивались линейно
на элементах вторичной структуры и экспониро-
вались вовне. Такая пространственная конфигу-

рация как раз и позволяет этим структурным эле-
ментам располагаться параллельно поверхности
мембраны и взаимодействовать с боковой поверх-
ностью рафтовых платформ, внедряясь во флюид-
ную фосфолипидную фазу Ld, окружающую рафт.
Пространственное моделирование показало, что
именно элементы вторичной структуры этих М
белков с CRAC мотивами, экспонированными
наружу, образуют попарно благоприятную про-
странственную конфигурацию на поверхности их
глобул, потенциально пригодную для соединения
посредством CRAC мотивов двух соседних раф-
тов и формирования таким образом рафтовых
кластеров, формирующих вирусную мембрану на
поверхности подмембранного матриксного слоя.

Методом обратной генетики ранее были осу-
ществлены точечные мутации по аминокислотным
остаткам – компонентам CRAC мотивов вируса
гриппа А (A/WSN/33). Базовые характеристики
полученных мутантов оказались подверженными
радикальным изменениям, а многие мутацион-
ные варианты оказались нежизнеспособны [77].
С учетом этих структурных особенностей М бел-
ков становится возможным объяснить на молеку-
лярном уровне тонкую структурную организацию
оболочек М белков вирионов, которая согласует-
ся с данными криоэлектронной томографии для
вирионов IFV и NDV. Методом криоэлектронной
томографии на вирионах IFV выявляется слой бел-
ка М1, прилегающий к мембране, который пред-
ставляет собой сложную упорядоченную структуру
из ассоциированных молекул белка, очевидно ор-
ганизованную в спиралеобразную сетку. Эта сеть
(network) мономеров М1 белка под вирусной
мембраной с регулярными полостями возможно
специально предназначена для внедрения транс-
мембранных участков НА [84]. Данные крио-
электронной томографии также показывают, что
липидная оболочка вирионов NDV организована
принципиально сходным образом, но слой под-
мембранного матриксного М белка структурно
представляет собой решетку с периодической “пря-
моугольной” упаковкой димеров М белка [79]. В
целом, изложенные выше результаты позволя-
ют сформулировать новый взгляд на структурно-
функциональные свойства матриксных белков обо-
лочечных вирусов с мембраной рафтовой природы
и детализировать структурные аспекты функцио-
нирования рафтовых доменов в биологических
мембранах на молекулярном уровне. В частности
можно полагать, что CRAC мотивы поверхност-
ных гликопротеидов и матриксных белков игра-
ют важнейшую роль в организации и поддержа-
нии фрактальной структуры липидной оболочки
этих вирусов, составленной из множества нано-
кластеров рафтовой природы.

В заключение можно сказать, что наличие
CRAC мотивов на элементах вторичной структу-
ры как интегральных мембранных, так и мембран-
ассоциированных белков характерно не только
для вышеописанных объектов. Эти амфипатиче-
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ские элементы имеют более универсальную функ-
циональную значимость во многих процессах с
участием биологических мембран. Они выявля-
ются на белках других оболочечных вирусов, а
также на клеточно-проникающих пептидах (cell-
penetrating peptides, CPP). Значимым примером
может быть структура амфипатического пептида –
производного консервативного N-концевого за-
якоривающего домена неструктурного белка вируса
гепатита С (NS5A), который прилегает к внутрен-
нему цитозольному листу параллельно мембра-
не. Было показано, что синтетический аналог
этого фрагмента ингибировал наработку вируса
гепатита в культуре клеток, а также ингибиро-
вал инфицирование вирусом этих клеток при
нетоксических концентрациях [85]. Как пока-
зали исследования, взаимодействие расширен-
ного синтетического фрагмента этого же белка с
гигантскими однослойными везикулами (GUV) c
рафтовой липидной композицией индуцировало
перераспределение липидов в модельной мем-
бране с образованием оптически разрешимых до-
менов [86]. С точки зрения структурной органи-
зации в приведенной первичной последова-
тельности этого пептида оказывается возможным
выявить два раздельных (bipartite) CRAC мотива,
то есть потенциальное формирование амфипати-
ческой α-спирали (табл. 1).

Аналогичный структурный принцип двух раз-
дельных амфипатических CRAC мотивов выявля-
ется также и в широко известных пептидах CADY,
которые определяются как “умные” трансмембран-
ные переносчики внутрь клетки широкого набора
различных субстанций: пептидов, белков, малых
РНК, липосом, лекарственных субстанций и т.д.
Хорошо известно, что мембраноактивные пеп-
тиды при взаимодействии с мембранами легко
адаптируются к ним, формируя вторичную струк-
туру [87, 88]. Наличие в первичных последова-
тельностях этих и некоторых других пептидных
фрагментов двух разделенных CRAC мотивов,
совмещенных на одной амфипатической структу-
ре, подтверждает их функциональную значимость.
Исходя из наших представлений, амфипатичность
такого рода, как новый структурный феномен

может указывать на сложный и тонкий механизм
взаимодействия таких пептидов с анизотропны-
ми биомембранами. Именно такой гибкий меха-
низм потенциально способен индуцировать ди-
намичное образование рафтов при транслокациях
пептидов внутри биомембраны. Вероятным след-
ствием таких структурных перестроек может явить-
ся изменение локальных базовых характеристик
мембран (кривизны, толщины, проницаемости и
др.), которое регулируется динамичной простран-
ственной перегруппировкой/транслокацией пеп-
тидных фрагментов в рафтовой биомембране.

Анализ результатов исследований последних
лет свидетельствует по существу о плодотворном
развитии фундаментальных представлений о
механизмах взаимодействия белков и липидов,
участвующих в формировании специфических
рафтовых комплексов, опосредующих многие био-
химические процессы биологических мембран.
Значимым научным результатом можно считать
выявление и изучение структурных факторов, обес-
печивающих образование белок-белковых и белок-
липидных комплексов, которые могут быть исполь-
зованы для целенаправленного поиска и разработ-
ки новых противовирусных препаратов, а также но-
вых лекарственных иммуномодулирующих средств.
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Таблица 1. Примеры амфипатических альфа-спиралей некоторых мембранных белков и пептидов, содержащих
CRAC-мотивы

Примечание. Аминокислоты, составляющие индивидуальные консенсусы, выделены одинаковым цветом.

Пептидный фрагмент/пептид Аминокислотная 
последовательность

α-Спираль 3 М1 белка IFV NMDKAVKLWRKLKR
α-Спираль 6 М1 белка IFV NNMDKAVKLYRKLKR
α-Спираль 13 М1 белка IFV GLKNDLLENLQAYQKR
α-Спираль 4 М (р17) белка HIV SEELRSLYNTVATLYCVHQR
Пептид CADY GLWRALWRLLRSLWRLLWRA
Фрагмент N-концевого заякоривающего домена белка NS5A вируса гепатита С SWLRDIWDWICEVLSDFK
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This review analyses and summarizes some actual models of raft organization as dynamic structural units in
lipid membranes accenting on discrimination of mechanisms influencing raft nanodomains sustaining in bi-
ological and model membranes, and on roles of membrane proteins. Contentious issue of specific input of
cholesterol recognizing/interacting amino acid consensus (CRAC) motifs in the membrane rafts and proteins
interaction mechanism on molecular level is discussed in detail. Especially, lipid membrane raft-like struc-
ture of some enveloped viruses is considered as a manifested example demonstrating basic mechanisms of raft
type membranes organization.

Keywords: lipid membranes, rafts, membrane proteins, cholesterol-recognizing amino acid consensus (CRAC)
motifs, amphipathic elements of the secondary structure of proteins



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2020, том 46, № 3, с. 239–246

239

ЛИПИДОМ ПЛАЗМЫ КРОВИ:
ВОЗМОЖНОСТИ РАННЕЙ ДИАГНОСТИКИ ПРЕЭКЛАМПСИИ

© 2020 г.   Т. И. Торховская*, **, #, Т. С. Захарова*, Е. И. Короткевич*,
Н. К. Касум-заде***, Р. И. Шалина***, С. С. Маркин*

*ФГБНУ Научно-исследовательский институт биомедицинской химии имени В.Н. Ореховича,
Россия, 119221, Москва, ул. Погодинская, 10

**Федеральный научно-клинический центр физико-химической медицины,
Россия, 119435, Москва, ул. Малая Пироговская, 1А

***Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова,
Россия, 117997, Москва, ул. Островитянова, 1

Поступила в редакцию 08.07.2019 г.
После доработки 25.11.2019 г.

Принята к публикации 26.11.2019 г.

Липидомный анализ плазмы крови – масс-спектрометрическая (МС) оценка молекулярных видов
липидов, иногда в комбинации с высокоэффективной жидкостной хроматографией (ВЭЖХ) – за-
нимает все большее место в исследованиях, направленных на выявление новых информативных
биомаркеров заболеваний. В обзоре детально рассмотрены работы по применению этого подхода
при преэклампсии (ПЭ) – распространенном (около 5%) аномальном развитии беременности, ча-
сто приводящем к смертности матери и плода. Отсутствие своевременно выявляемых биомаркеров,
как и четких представлений о патогенезе ПЭ, обуславливает активные исследования в этой области.
Рассмотрены результаты липидомных исследований с выявлением у больных с ПЭ отличий уров-
ней отдельных молекулярных видов липидов от нормы. В разных работах обнаруживали повыше-
ние уровней различных липидов при ПЭ – нескольких видов церамидов, ряда видов фосфолипидов
(фосфатидилглицерины, окисленный фосфатидилхолин, лизофосфатидилхолин с С14:0). В двух
независимых исследованиях показано повышение в плазме при ПЭ фосфатидилсерина и диглице-
ридов, так же как и сфингозин-фосфата. Сообщается о различии в характере динамики изменения
уровней сфингомиелина, особенно с С16:0, сниженного в первом триместре беременности и затем
возрастающего только у больных ПЭ. Выработка стандартных условий проведения МС-анализа –
пробоподготовки, условий ионизации и режимов детекции ионов – позволит, в сочетании с други-
ми метаболомными подходами, получить дополнительную информацию о патогенезе ПЭ, с воз-
можностью выявления новых информативных биомаркеров.

Ключевые слова: липидомика, молекулярные виды липидов, биомаркеры, липиды плазмы, преэклампсия
DOI: 10.31857/S0132342320030318

Преэклампсия представляет собой комплекс-
ное нарушение, возникающее у 4.6% беременных
и являющееся одной из причин смертности мате-
ри и плода [1, 2]. Основная проблема в ее лечении
или/и возможном предупреждении обусловлена
относительно поздним сроком первых клиниче-
ских проявлений. Патофизиология ПЭ остается
неясной. Cчитают, что основная ее причина – не-
адекватное кровоснабжение формирующейся пла-
центы из-за отсутствия свойственной нормаль-
ной беременности гестационной перестройки
спиральных маточных артерий [3]. Однако исход-

ный фактор этого нарушения не выяснен [4, 5],
что частично сопряжено и с отсутствием модели
этого заболевания у животных. Проявляется ПЭ
после 20, чаще 34, недель беременности в виде ар-
териальной гипертензии, протеинурии, отеков,
жалоб на головную боль и/или нарушения зре-
ния, боли в эпигастрии и/или правом подреберье,
тошноту или рвоту [1, 2]. Однако эти признаки не
являются специфичными.

Отсутствие методов ранней диагностики ПЭ
стимулирует поисковые исследования – для про-
ведения мониторинга с целью выявления жен-
щин с риском развития этой патологии, что поз-
волило бы вовремя принять соответствующие
профилактические превентивные меры [1, 6]. Су-
щественным шагом в таких разработках явилось

Сокращения: ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная
хроматография; ПЭ – преэклампсия; ЖК – жирнокислот-
ные остатки.
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развитие в последние годы чрезвычайно чувстви-
тельных МС методов, дающих возможность од-
новременного определения в плазме крови мно-
гих веществ различной природы, в частности –
относительно низкомолекулярных метаболитов
(с молекулярной массой менее 3000 Да).

Одной из биологически значимых групп мета-
болитов являются липиды различных классов,
что инициировало развитие отдельного направ-
ления таких метаболомных исследований – ли-
пидомики. В последнее десятилетие этот подход
был применен для целого ряда заболеваний (“кли-
ническая липидомика”), сопряженных так или
иначе с липидным обменом. Это коснулось и ПЭ,
так как одним из важных предрасполагающих к ней
фактором является тучность [7–9], свидетель-
ствующая о вовлеченности липидов в ее патоге-
нез. Существенное увеличение информативности
такого анализа по сравнению с традиционными
липидными показателями обусловлено высоким
разнообразием отдельных молекулярных видов ли-
пидов. Это связано со строением липидных моле-
кул, включающих до 4-х жирнокислотных (ЖК)
остатков различной длины цепи и степени нена-
сыщенности в различных сочетаниях и комби-
нациях. Такие различия определяют их индиви-
дуальные биологические свойства, например,
подверженность ферментативным реакциям, ко-
торые не отражаются при оценке только общих
классов липидов плазмы. Недостаточность инфор-
мации о механизмах, патогенетическом значении и
возможной диагностической ценности измене-
ний липидов плазмы при ПЭ, наряду с развитием
современного МС подхода к их анализу [10–13],
обусловили серию липидомных исследований
плазмы при ПЭ. В этой связи полагают, что ожи-
даемая от применения липидомики информация
об отдельных молекулярных видах липидов мо-
жет выявить информативные биомаркеры ПЭ на
ранних этапах развития [5, 6]. При этом, в связи
с водонерастворимостью липидов, методической
особенностью липидомного (в отличие от общего
метаболомного) анализа является использование не
цельной плазмы, а ее экстракта органическими рас-
творителями с последующим МС анализом [10–13].
Темой настоящего обзора явилось рассмотрение
опубликованных в последние годы работ по ли-
пидомным исследованиям плазмы крови при
риске развития ПЭ.

ЛИПИДОМНЫЙ АНАЛИЗ ПЛАЗМЫ
ПРИ ПРЕЭКЛАМПСИИ

Впервые липидомный анализ был проведен у
199 беременных женщин в 2010 году как часть об-
щего метаболомного исследования, Screening for
Pregnancy Endpoints (SCOPE) Study, в двух цен-
трах Новой Зеландии [14]. В целом обследовали
более 1500 женщин на небольших сроках бере-

менности (14–16 недель), из которых у 4.2% раз-
вилась впоследствии ПЭ. С помощью МС в соче-
тании с ВЭЖХ и последующего мультивариант-
ного сравнительного анализа в плазме последних
было идентифицировано 14 метаболитов, в том
числе 7 липидных, отличающихся по уровню от
такового при нормальной беременности. В каче-
стве критерия их частоты использовали соотно-
шение частоты случаев в сравниваемых группах,
называемое “отношением шансов” (OR, odd ratio).
Данные по двум центрам приведены в табл. 1. Не-
которые различия между ними авторы связывают
с разным числом обследованных.

Достоверным оказалось повышение при ПЭ
уровня трех из приведенных в табл. 1 липидов –
двух видов диглицеридов (содержащих или два
остатка линолевой кислоты, С18:2, или олеино-
вую и арахидоновую ЖК, С16:1 и С20:4) и сфин-
гозин-1-фосфата. Ввиду высокой биологической
активности последнего [15] его повышение при ПЭ
может быть вовлечено в цепь реакций патогенеза
этого заболевания. Авторы [14] отмечают перспек-
тивность метаболомных исследований (включая и
липидом) для исследования нарушений при ПЭ.

В работе [16] у 20 женщин с ПЭ и 20 в контроле
было проведено исследование 49 различных ме-
таболитов, включая 21 вид липидов. Исследова-
ние выполнялось с использованием ВЭЖХ-МС
анализа с детекцией в режимах положительных и
отрицательных ионов. Показано некоторое по-
вышение при ПЭ уровня пальмитиновой и олеи-
новой кислот, а также ряда лизофосфолипидов,
из которых после статистической обработки до-
стоверным осталось только возрастание липида,
обозначенного как “РС(14:0/00)”. Судя по моле-
кулярной массе (453.3), это лизофосфатидилхо-
лин, содержащий миристиновую кислоту. Воз-
растание данного липида, сопряженное с увели-
чением количества пролина и его конъюгата с
бетаином, авторы трактуют как возможный пока-
затель дисрегуляции при ПЭ [16].

Первое исследование, направленное специ-
ально на липидомный анализ при ПЭ, было про-
ведено в Бразилии в 2012 г. De Oliveira с соавт [17].
Анализировали липидом плазмы крови у 8 жен-
щин с ранней ПЭ (до 34 недель беременности) в
сравнении с 8 женщинами с нормально протекаю-
щей беременностью. Традиционный анализ липид-
ных и липопротеиновых показателей плазмы не
выявил различий между группами обследованных.
МС анализ липидного экстракта (MALDI-MS),
проведенный в режиме положительных ионов,
показал пики 1290 ионов, идентификацию кото-
рых – по величинам отношений массе к заряду
(m/z) – осуществляли, как и в ряде других липи-
домных исследований [10, 11], по базе данных
Lipid Database Search (http://www.lipidmaps.org).
Для идентификации и анализа вариабельности
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пиков с величинами m/z в пределах до 820 ис-
пользовали U-тест Манна–Уитни (Mann–Whit-
ney U test).

В табл. 2 приведены 12 найденных авторами [17]
основных видов липидов с более высоким уров-
нем в плазме у женщин с ПЭ по сравнению с кон-
тролем.

Среди них отмечают 5 молекулярных видов
фосфатидилглицеринов, с небольшими различи-
ями по молекулярному весу и, соответственно,
отношению m/z – 745, 776, 802, 810 и 812, обуслов-

ленными разными входящими в состав молекулы
цепями ЖК. Другими повышенными при ПЭ ли-
пидами оказались фосфаты диглицеридов (назы-
ваемые чаще фосфатидной кислотой). При этом,
первые два их пика (с m/z 770 и 772) отличались
друг от друга только числом атомов водорода –
С44Н83О8P и С44Н85О8P (что говорит о присут-
ствии одной двойной связи в первом из них). В
третьем пике диглицерид фосфата (С46Н87О8P) на
два атомa углерода больше, т.е. одна из его угле-
родных цепей содержит две дополнительные ме-

Таблица 1. Молекулярные виды липидов с различной степенью повышения уровня в плазме у женщин с развив-
шейся впоследствии преэклампсией (из работы [14])

* В скобках после названия липида указано количество атомов углерода (С) в цепи и, после двоеточия – число в ней двойных
связей.
** OR (отношение шансов) – статистический термин, оценивающий отношение количества случаев изменения к количеству
случаев его отсутствия; р достоверность различий.

Липид*
1-ый центр (Auckland)

(n = 120)
2-ой центр (Adelaide)

(n = 79

p OR** p OR*

Деканоил-карнитин (С10:0) 0.007 3.1 0.624 1.6
Олеиновая кислота (С18:1) 0.007 3.1 0.276 2.0
Докозагексаеновая кислота (С22:6) 0.01 5.6 0.204 2.8
Диглицерид с С16:1 и С20:4 (пальмитолеиновой и арахидоновой 
кислотами соответственно) 0.01 3.0 0.035 2.8

Диглицерид с двумя остатками линолевой кислоты (С18:2) 0.05 2.2 0.007 5.6
Сфингозин 1-фосфат 0.01 3.3 0.037 4.2
Сфинганин 1-фосфат 0.03 2.6 0.939 1.8

Таблица 2. Основные молекулярные виды липидов, для которых наблюдался повышенный уровень в плазме при
преэклампсии, по данным липидомного масс-спектрометрического анализа* (по [17] с изменениями)

* Анализировали плазму 8 женщин с ПЭ и 8 женщин с нормально протекающей беременностью.
** Отношение массы молекулы к заряду.

*** По традиционной классификации фосфатидная кислота.

m/z** Формула Идентифицированный липид Класс липидов

722.49 C40H69NO8P Диацилглицерофосфосерин Фосфатидилсерин
745.53 С41Н78О9P 1-Алкенил,2-ацил-глицеро-фосфо-глицерин Фосфатидилглицерин
746.50 С43Н70О10 Гликозилдиацилглицерин Гликозилдиглицерид
757.60 С43Н84NO7Р 1-Алкил,2-ацил-глицерофосфо-холин Фосфатидилхолин
770.59 С44Н83О8P Диацилглицерофосфат Диглицерид фосфат***
772.62 С44Н85О8P Диацилглицерофосфат Диглицерид фосфат***
776.62 С43Н85О9P 1-Алкил,2-ацил-глицеро-фосфо-глицерин Фосфатидилглицерин
796.61 С47Н72О10 Гликозилдиацилглицерин Гликозилдиглицерид
798.61 С46Н87О8P Диацилглицерофосфат Диглицерид фосфат***
802.60 С45Н87О9P 1-Алкенил,2-ацил-глицеро-фосфо-глицерин Фосфатидилглицерин
810.59 С45Н79О10P Диацилглицерофосфоглицерин Фосфатидилглицерин
812.59 С46Н85О9P 1-Алкил,2-ацил-глицеро-фосфо-глицерин Фосфатидилглицерин
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тиленовые группы (СН2). Авторы отмечают при
ПЭ выраженное повышение двух пиков глико-
зилдиглицеридов (с m/z 746 и 796), а также фос-
фатидилсерина с m/z 722 (без указания входящих
в них ЖК). Однако по сравнению с другими ли-
пидомными исследованиями [14, 18] в данной ра-
боте отсутствует информация о расшифровкe раз-
личий в наборе ЖК, определяющих указанные
различия величин m/z. Кроме того, не представ-
лена обработка пиков более крупных липидных
молекул, с величинами m/z более 820, показавших
отличия на представленных в работе [17] масс-
спектрах плазмы больных с ПЭ и здоровых лиц.

Авторы предполагают, что выявленные ими
различия обусловлены нарушениями липидного
метаболизма, отмечая, однако, что пока трудно
утверждать их связь с механизмом развития ПЭ [17].
Например, некоторые из этих липидов могут слу-
жить эндогенными лигандами, определяющими
клеточные ответы через различные сигнальные
пути. На основании полученных данных авторы
считают, что липидомный анализ (названный
ими, из-за малого количества требуемой крови,
“отпечатком пальцев”) может идентифицировать
возможные биомаркеры ПЭ. В связи с этим они
упоминают ди(гептадеканоил)-эйкозаноил-гли-
церин, обнаруженный ранее L. Kenny c соавт. [14]
(хотя и не отмеченный ими) – уровень которого
был снижен при ПЭ в одном из центров-участни-
ков исследования. Однако это утверждение [17],
как и сама идентификация этого липида [14], вы-
зывают сомнения – из-за присутствия в одной
молекуле двух цепей несвойственной липидам
организма ЖК с нечетным числом атомов углеро-
да, С17 [18, 19]. В целом, анализируя результаты
данного исследования [17], как первого специ-
ального липидомного анализа при ПЭ, можно
сказать, что его реальная значимость может быть
выше, чем это указано авторами. По-видимому,
из-за методических трудностей на тот момент,
вне поля зрения авторов оказались различия в
уровнях неидентифицированных пиков липидов,
которые могут быть проанализированы в даль-
нейшем.

В последующей работе той же группы авто-
ров [20] был проведено МС исследование липи-
дов плазмы и плаценты у 10 женщин с ПЭ (по
сравнению с нормальной беременностью), в ши-
роком интервале значений m/z – от 600 до 1200
(табл. 3). Наиболее выраженным при ПЭ оказа-
лось возрастание в плазме уровня фосфатидилсе-
рина (по более современной, но еще не вошедшей
в практику номенклатуре и терминологии [21],
глицерофосфосерина), более чем в 3 раза по срав-
нению с контролем (52.3 против 15.5%). Однако
данные приводятся без указания ацильных групп,
содержащихся в фосфатидилсерине. Увеличение
уровня данного липида при ПЭ также было обна-

ружено и в ткани плаценты, что авторы связыва-
ют с рядом метаболических нарушений – апопто-
зом, коагуляцией, окислительным стрессом [20].
Показано также возрастание процента глицеро-
фосфохолина (фосфатидилхолина) от 0.41 до 9.47%.
В тоже время данные по соотношению уровней
этих фосфолипидов (даже в контроле) вызывают
сомнения – из-за резкого несоответствия с дан-
ными обширной литературы по составу фосфо-
липидов плазмы крови, где, как известно, преоб-
ладающим (>70%) является фосфатидилхолин.
Фосфатидилсерин же относится к минорным ком-
понентам и его уровень более чем в 20 раз ниже
(около 1%) [19, 22]. Можно предположить, что
это различие в работе [20] обусловлено выбран-
ной авторами точкой отсчета – результаты даны в
процентах, но не указано, от чего. По всей веро-
ятности, за 100% были приняты только анализи-
руемые и идентифицируемые авторами компо-
ненты, а остальные – основные содержащиеся в
плазме, преобладающие холин-содержащие фос-
фолипиды (фосфатидилхолин и сфингомиелин)
остались “за кадром”. Тем не менее, показанное
авторами 3х-кратное возрастание в плазме уровня
фосфатидилсерина при ПЭ [20] (табл. 3) является
достоверным, указывая на возможное участие
этого фосфолипида в свойственных ПЭ наруше-
ниях, с вероятностью возможного внимания к не-
му как к потенциальному биомаркеру. Необходи-
мость более углубленных исследований подчер-
кивается и самими авторами [20].

В последующей работе по липидомному ис-
следованию плазмы при ПЭ [6] о фосфатидилсе-
рине не упоминается – что может быть связано с
другими условиями МС анализа. В качестве внут-
ренних стандартов в работе использовали ЖК, хо-
лестерин и его эфиры, фосфатидилхолин и тригли-
церид. Авторы проводили два последовательных
исследования в общей сложности у 136 женщин на
12–14 неделях беременности, из которых почти у
половины впоследствии развилась ПЭ. Были вы-
браны 23 молекулярных вида липидов с разной
степенью достоверности различий (при 0.1 > Р >
> 0.001) по уровню в двух группах. Из всех приве-
денных авторами нами были выбраны и представ-
лены в табл. 4 те виды липидов, для которых крите-
рий достоверности (Р) был менее или равен 0.05.

Как видно из табл. 4, при ПЭ для трех видов
липидов, включая окисленные производные гли-
церофосфохолина (фосфатидилхолина) и холе-
стерина, наблюдалось повышение уровня в плаз-
ме, а для семи, в основном некоторых видов триг-
лицеридов – его снижение [6]. Авторы
предполагают, что повышение уровня фосфати-
дилхолинов в плазме при ПЭ может служить ука-
занием на начало лизиса и разрушения клеток
плаценты, с высвобождением этих фосфолипи-
дов как основных мембранных компонентов. Бо-
лее высокий уровень окисленных фосфатидилхо-
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лина и холестерина связывают с ишемией сосудов
плаценты, усиливающейся из-за активации сво-
бодно-радикальных окислительных процессов
[23]. Несколько видов липидов присутствовали в
плазме при ПЭ в меньших количествах, чем в кон-
троле (табл. 4), что может быть сопряжено с боль-
шей активностью ряда липолитических фермен-
тов [24].

АНАЛИЗ СФИНГОЛИПИДОМА ПЛАЗМЫ 
КРОВИ ПРИ ПРЕЭКЛАМПСИИ

Множественные биологические функции сфин-
голипидов [25] дают основание полагать воз-
можное участие некоторых из них в нарушениях,
свойственных ПЭ. Charkiewicz с соавт. [26] опре-
деляли с использованием ВЭЖХ-МС концен-
трации 11 видов сфинголипидов, включая цера-

Таблица 3. Основные классы липидов плазмы, различающиеся, согласно работе [20]*, по уровню в плазме крови
больных с преэклампсией и при нормальной беременности

* Указано, что “результаты выражены в процентах”.

Класс липидов
Процентное содержание (%)

p
контроль (n = 10) преэклампсия (n = 10)

Фосфатидилхолин 0.41 9.47 <0.0001
Фосфатидилэтаноламин 77.38 24.03 <0.0001
Фосфатидилсерин 15.53 52.30 <0.0001
Фосфатидилглицерин 3.14 0.90 <0.003
Фосфатидилинозит 0.62 0.13 Не достоверно
Триглицериды 0.22 0.16 Не достоверно
Сфингомиелин 0.00 0.37 <0.0001
Нейтральные гликосфинголипиды 0.00 1.72 <0.0001
Стерины 0.31 0.03 <0.0001
Конъюгаты стеринов 0.00 0.65 <0.0002
Эфиры жирных кислот 0.55 0.24 Не достоверно

Таблица 4. Индивидуальные виды липидов плазмы крови при преэклампсии, статистически достоверно* отли-
чающиеся по уровню от таковых в контроле (по [6] с изменениями)

* P ≤ 0.05; сокращения: ФХ – фосфатидилхолины, ТГ – триглицериды; в обозначении вида первая цифра – общее число ато-
мов С в молекуле, после двоеточия – число двойных связей.

m/z
Аддукты

при МС анализе P Класс липидов Предполагаемый
молекулярный вид

Основные
фрагменты

Повышение при преэклампсии:
383.3 0.05 Окисленный холестерин – –
784.6 +Н+ 0.05 Глицерофосфохолин ФХ 36:3 18:1 и 18:2

798.6 +Н+ 0.03 Окисленный глицерофосфо-холин ФХ 36:4:+ОН 16:0 и 20:4 + ОН

Снижение при преэклампсии:
445.4 +Н+ 0.05 Производное холестерина – –

714.6 0.009 Эфир холестерина С22:6 эфир холестерина –

916.8 0.01 Окисленные триглицериды – ООО-эпоксиды

920.7 0.009 Триглицериды ТГ 56:8 16:0, 18:2 и 22:6

954.8 0.01 Триглицериды – –

956.8 0.004 Триглицериды – –

958.8 0.005 Триглицериды – –

+
4+NH

+
4+NH

+
4+NH

+
4+NH

+
4+NH

+
4+NH
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миды, в плазме и клетках крови у 57 женщин на
25–40 неделях беременности. В образцах плазмы
при ПЭ показано возрастание 6 молекулярных
видов церамидов, с ЖК от С16 до С24, включая
две мононенасыщенные (18:1 и 24:1), а также
сфиномиелина и сфингозин-фосфата. На осно-
вании отсутствия изменений этих липидов в клет-
ках крови при ПЭ авторы делают вывод, что сфин-
голипиды секретируются в плазму из плаценты, как
следствие ее аномального развития [26].

В другой работе [27] оценивали динамику уров-
ней сфинголипидов в процессе развития бере-
менности в трех ее последовательных периодах
(триместрах) у 7 женщин в каждой группе (ПЭ и
контроль). При ПЭ во 2-ом триместре (по сравне-
нию с 1-ым), существенно снижался дигидросфин-
гозин-фосфат что, по мнению авторов, может вно-
сить вклад в снижение эндотелиального барьера.
Уровень минорного церамида с С14:0 в 1-ом три-

местре был ниже, чем в контроле Основные цера-
миды (с кислотами 16:0 и 24:0) проявляли тенден-
цию к повышению в процессе гестации у всех бе-
ременных. Наибольшие различия между ПЭ и
контролем были обнаружены в уровнях сфинго-
миелинов с разными ЖК и в характере их дина-
мики (рис. 1), особенно на ранних сроках бере-
менности. В плазме женщин с ПЭ в 1-ом три-
местре обнаружено сниженное (почти вдвое)
содержание всех сфингомиелинов (СМ), особен-
но с пальмитиновой и олеиновой ЖК (СМ 16:0 и
СМ18:1), по сравнению с уровнем при нормаль-
ной беременности (рис. 1а и 1в). Для СМ18:1
(рис. 1в) эти различия к 2-ому триместру сглажи-
вались – то есть, его уровень, сниженный при
ПЭ, постепенно возрастал, приближаясь к значе-
нию в контроле (неизменному при гестации). Уро-
вень СМ с 16:0 тоже несколько увеличивался, од-
нако не достигая контрольных значений (рис. 1а).

Рис. 1. Концентрация молекулярных видов сфингомиелинов (СМ) в плазме женщин с преэклампсией и в контроле на
трех гестационных сроках (I, II и III триместры – соответственно, 11–14, 22–24 и 32–36 недель), в нмоль/мл (а–г –
виды сфингомиелинов: а – СМ 16:0, б – СМ 18:0, в – СМ 18:1, г – СМ 24:0) (по [44] с изменениями).
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Авторы, как и в других работах [6, 14, 17, 20, 26],
пытаются связать выявленные изменения с воз-
можными метаболическими нарушениями и пред-
лагают использовать обнаруженные в 1-ом три-
местре различия в уровнях сфинголипидов – осо-
бенно последующее возрастание сфингомиелина
ко 2-ому триместру – в качестве возможных пре-
диктивных критериев риска развития ПЭ [27].

Таким образом, подводя итог рассмотрению
относительно небольшого числа работ по липи-
домному анализу плазмы при ПЭ – меньшего,
чем для ряда других заболеваний [10, 12, 18] –
приходится отметить, что на настоящий момент
еще не выработано четких информативных ли-
пидных маркеров этого состояния, так как дан-
ные различных работ отличаются друг от друга.
Помимо методических различий в разных лабо-
раториях – условий масс-спектрометрии, иногда
в сочетании с ВЭЖХ, разных режимов ионизации
и детектирования образующихся ионов, исполь-
зования внутренних стандартов – результаты, со-
гласно данным [27], могут зависеть и от срока ге-
стации. Тем не менее, выявляемая большинством
авторов высокая достоверность различий липи-
дома при ПЭ по сравнению с плазмой при нор-
мальной беременности, на довольно большом
числе случаев (например, более чем у 60 больных
ПЭ в работе [6], или у 120 в [14]) не позволяет со-
мневаться в существовании его специфических
особенностей, однако обнаруживаемые при этом
различающиеся показатели рассматривают пока
только как “кандидаты в биомаркеры”.

ЛИПИДНЫЕ “КАНДИДАТЫ
В БИОМАРКЕРЫ” ПРЕЭКЛАМПСИИ

Из рассмотренных выше данных наиболее ве-
роятными “кандидатами” можно считать на сего-
дняшний день те, повышение уровня которых
выявлялось в более, чем одной работе. Это:

1) сфингозин-фосфат [14, 26];
2) диглицериды или диглицерид-фосфаты, с

двумя цепями линолевой кислоты и сочетанием
пальмитолеиновой и арахидоновой [14] или с об-
щими формулами С44Н83О8P и С44Н85О8P [17], ку-
да, в свою очередь, могут входить несколько мо-
лекулярных видов; и,

3) фосфатидилсерины – суммарные [20]
или отдельные их виды с общей формулой
С40Н69NO8Р [17].

Возможно, что детекция некоторых из них, об-
наруженных L. Kenny с соавт. [14] – сфингозин-
фосфата и двух видов диглицеридов – входит, в
комбинации с другими метаболомными показате-
лями, в разработанный на основании работ этой
лаборатории диагностический набор PrePsia™ V1.0
(http://www.fp7-improved.eu/tags/prepsia), об ис-
пользовании которого и определяемых при этом

показателях пока еще не сообщается. Интерес-
ным, на наш взгляд, представляется выявление в
плазме при ПЭ дефицита сфингомиелина, осо-
бенно с пальмитиновой кислотой, в первом три-
местре беременности с последующим его возрас-
танием [27].

Перспективность использования липидома
плазмы как части метаболомных исследований с
целью обнаружения биомаркеров ПЭ отмечается
многими исследователями [5, 6, 14, 16, 17, 20]. В то
же время для реализации возможности использова-
ния такого чувствительного и информативного ме-
тода как липидомный анализ необходимым услови-
ем считают – как и для других липидомных иссле-
дований – его строгую стандартизацию [10, 13, 18],
с последующим проведением исследований на
большем количестве пациентов [5, 6].
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Blood Plasma Lipidome: Opportunities in the Early Diagnostics of Preeclampsia
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Blood plasma lipidome analysis – mass spectrometry assessment of molecular molecular species of lipids,
some times with combination with high effective liquid chromatorgraphy – occupies an increasing place in
research aimed at identifying new informative biomarkers of diseases. The review highlights studies of the ap-
plication of this approach to preeclasmpsia (PE) – the distributed (nearly 5%) abnormal pregnancy develop-
ment that results often in maternal and fetal mortality. The absence of timely detecting biomarkers and of
clear understanding about its pathogenesis determines the active research in this area. Increased levels of a
number of various lipids in PE plasma were found in various studies – several ceramides species, a number of
individual phospholipids (phosphatidylglycerols, oxidized phosphatidylcholine, lysophosphatidylcholine
with C14:0). There are two lipid classes, for which data of two independent studies have shown the increase
in plasma in PE – these are some phosphatidylserine and diglyceride species as well as sphingosin-1-phos-
phate. Differences in the dynamics of change of sphingomyeline level are reported, particularly with C16:0,
that appeared to be decreased in first pregnancy trimester with subsequent growth only in PE patients. De-
velopment of standard conditions for MS analysis – sample preparation, conditions of ionization and ions
detection modes – is thought to allow, in combination with other metabolomics approaches, to get additional
information on the pathogenesis of PE and to identify new informative biomarkers.

Keywords: lipidomics, molecular lipid species, biomarkers, plasma lipid classes, preeclasmpsia
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Молекула альбумина, в отличие от многих других плазменных белков, практически не гликозили-
рована, и может связывать и транспортировать различные лиганды эндогенного и экзогенного про-
исхождения. Накапливаются данные о ферментативной активности альбумина: псевдоэстеразной
(необратимое связывание субстрата с белком) и истинно эстеразной (связывание субстрата с актив-
ным центром белка с последующим распадом комплекса на фермент и продукт). В токсикологии
наибольший интерес представляет проблема (псевдо)эстеразной активности альбумина по отноше-
нию к фосфорорганическим соединениям (ФОС) – эфирам фосфорной или фосфоновой кислот. В
представленном обзоре собраны литературные данные и результаты наших собственных исследова-
ний, посвященных эстеразной активности белка. Рассмотрена возможность направленного воздей-
ствия на альбумин с помощью молекул, способных влиять на его связывающую и эстеразную актив-
ность. Обсуждаются перспективы практического применения некоторых методов воздействия на
альбумин в токсикологии.

Ключевые слова: альбумин, эстеразы, фосфорорганические соединения, аллостерическая модуляция,
адъювантная терапия
DOI: 10.31857/S0132342320030045

ВВЕДЕНИЕ

Альбумин – это главный белок крови млеко-
питающих, где его концентрация составляет 500–
700 мкМ. Первые публикации, посвященные ис-
следованию сывороточного альбумина, датиру-
ются концом XIX века [1]. К середине XX века
ежегодно публиковали десятки работ, в 1960-х –
сотни, а в 1970-х их счет перевалил за тысячу. Ли-
гандами альбумина являются различные молеку-
лы и ионы: вода, катионы металлов, жирораство-
римые гормоны, свободные жирные кислоты,

трансферрин, неконъюгированный билирубин,
окись азота, аспирин и другие лекарственные сред-
ства, токсины [2]. Выявлены два первичных сайта
взаимодействия альбумина с лигандами (Садлоу I
и Садлоу II) [3], а также несколько вторичных
сайтов. Накапливаются данные о ферментатив-
ной активности альбумина: псевдоэстеразной (не-
обратимое связывание субстрата с белком) и ис-
тинно эстеразной (связывание субстрата с ак-
тивным центром белка с последующим распадом
комплекса на фермент и продукт) [4]. Установле-
на гидролитическая активность альбумина и по
отношению к некоторым фосфорорганическим
соединениям (ФОС) [5–8]. Способность альбу-
мина взаимодействовать с отравляющими веще-
ствами, учитывая его количества в крови и в орга-
низме в целом, дают основания полагать, что свя-
зывающие и каталитические свойства белка по
отношению к ФОС следует учитывать в клиниче-
ской токсикологии при разработке адъювантной
терапии отравлений и предупреждении их по-
следствий.

В представленном обзоре собраны литератур-
ные данные и результаты наших собственных ис-

Сокращения: ФОС – фосфорорганические соединения;
ЧСА – человеческий сывороточный альбумин; БСА –
бычий сывороточный альбумин; КСА – крысиный сыво-
роточный альбумин; КФ – код фермента; НФA – n-нит-
рофенилацетат; ЯМР – ядерный магнитный резонанс;
ОФ – оценочная функция; ЭЗЧ – экстракт зеленого чая;
ЭГКГ – галлат эпигаллокатехина, ЖК – жирные кислоты;
РСА – рентгеноструктурный анализ; ПЭГ – полиэтилен-
гликоль; MM-PBSA – метод расчета свободной энергии,
сочетающий использование молекулярной механики и реше-
ние уравнения Пуассона–Больцмана (molecular mechanics/
Poisson–Boltzmann surface area).

# Автор для связи: (тел.: +7 (921) 580-69-19; +7 (812) 552-32-56;
эл. почта: d_belinskaya@mail.ru).
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следований, посвященных изучению эстеразной
активности альбумина. Особое внимание уделено
межвидовым различиям, а именно сравнительно-
му анализу свойств сывороточных альбуминов
человека (ЧСА), быка (БСА) и крысы (КСА). Для
биохимических экспериментов часто используют
недорогой бычий альбумин, тогда как доклини-
ческие токсикологические тестирования прово-
дят, как правило, на грызунах [9], так что для ре-
шения задач трансляционной медицины и пра-
вильной экстраполяции полученных данных на
человеческий организм необходимо знать обо всех
структурных и функциональных особенностях
альбуминов разных видов. Отдельно рассмотрена
возможность направленного воздействия на аль-
бумин с помощью молекул, способных влиять на
связывающую и каталитическую активность бел-
ка по отношению к ФОС. Обсуждаются перспек-
тивы практического применения в токсикологии
некоторых методов воздействия на альбумин.

СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ 
АЛЬБУМИНА

Молекула сывороточного альбумина образо-
вана одной полипептидной цепью, состоящей из
585, 584 и 583 аминокислотных остатков для альбу-
мина человека, крысы и быка, соответственно [10].
Выравнивание первичных последовательностей
аминокислотных остатков молекул ЧСA, КСA и
БСA показало, что наибольшей идентичностью
обладают молекулы ЧСA и БСA – 75.6%. Процент
идентичности первичной структуры у молекул
ЧСA и КСA составляет 73.0%, а у БСA и КСA –
69.9%. Структура альбумина консервативна для
всех млекопитающих: молекула состоит из трех
гомологичных доменов, каждый из которых со-
стоит из десяти спиралей и может быть разделен
на два субдомена, A и В, содержащих шесть и че-
тыре спиралей, соответственно; эти два субдо-
мена соединены длинной петлей. Трехмерная
структура ЧСА была исследована с высоким раз-
решением довольно поздно, лишь в 1990х [11].
Аналогичная структура БСA получена в 2012 г. [12],
а трехмерная структура КСA не получена до сих
пор. При отсутствии данных рентгеноструктур-
ного анализа (РСА), трехмерная структура белка
может быть сконструирована с помощью гомоло-
гичного моделирования – построения 3d-модели
белка по его первичной последовательности и из-
вестным трехмерным структурам гомологичных
белков [13]. Впервые этим методом нами была по-
строена трехмерная модель КСА [14].

На рис. 1 приведены трехмерные структуры
сайтов Садлоу I и II ЧСА, БСА и КСА. Видно, что
сайт Садлоу II высоко консервативен, лишь в
последовательности КСА присутствует одна го-
мологичная замена лейцина на изолейцин в по-
зиции 407. Однако для сайта Садлоу I консерва-

тивность не характерна. Так, Lys195 и Lys199, вхо-
дящие в структуру ЧСА, в молекуле БСА заменены
на более разветвленные аргинины Arg194 и Arg198.
В КСА Lys195 также заменен на аргинин. Гисти-
дины His242(241) и His288(287) в первичной по-
следовательности ЧСА и БСА заменены на Asn242
и Gln288 в структуре КСА. Следует ожидать, что
межвидовые различия связывающих и каталити-
ческих свойств альбумина будут проявляться в ха-
рактеристиках Садлоу I.

СВЯЗЫВАЮЩАЯ
И ЭСТЕРАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ

АЛЬБУМИНА ПО ОТНОШЕНИЮ К ФОС
C альбумином способны связываться практи-

чески все известные лекарственные препараты и
токсические вещества [15, 16]. Альбумин в значи-
тельной степени определяет их фармако- и токси-
кокинетику, транспортируя к тканям-мишеням
или местам их биотрансформации. При разработке
новых лекарств проверка их связывания с альбуми-
ном является стандартной процедурой [17–19]. Од-
нако альбумин является не только пассивным, но
и активным участником фармако- или токсико-
кинетических процессов. Можно выделить две
группы ферментативных активностей альбумина,
с которыми связано наибольшее количество ис-
следований на протяжении десятков лет [4]. Пер-
вая группа – это карбоксилэстераза (КФ 3.1.1.1),
арилэстераза (КФ 3.1.1.2), арилациламидаза
(КФ 3.5.1.13). Вторая группа характеризует фос-
фатазную активность: это фосфомоноэстераза
(КФ 3.1.3…?), РНК-гидролаза или фосфодиэсте-
раза (КФ 3.1.4.16), фосфотриэстераза (КФ 3.1.8.1 и
3.1.8.2). К подподклассу 3.1.8 (гидролазы три-
эфиров фосфорной кислоты) относятся арилди-
алкилфосфатаза (КФ 3.1.8.1) и диизопропилфтор-
фосфатаза (КФ 3.1.8.2). Арилдиалкилфосфатаза
более известна под названием параоксоназа,
среди других названий – А-эстераза, арилтри-
фосфатаза, эстераза В1, эстераза Е4, пирими-
фос-метилоксонэстераза, параоксон-гидролаза,
арилтрифосфат-диалкилфосфогидролаза. Гидро-
лизует эфиры трехосновной фосфорной, двухос-
новной фосфоновой и одноосновной фосфино-
вой кислот. В многочисленных экспериментах
была показана истинно- или псевдоэстеразная
активность альбумина по отношению к α-наф-
тилацетату и n-нитрофенилацетату (НФА), эфи-
рам жирных кислот, аспирину, глюкурониду кето-
профена, циклофосфамиду, эфирам никотиновой
кислоты, октаноилгрелину, нитроацетанилиду,
нитротрифторацетанилиду.

Первая публикация, в которой было обосно-
вано существование в молекуле альбумина по
меньшей мере двух разных центров (сайтов), от-
вечающих за два вида активности, – истинно- и
псевдоэстеразную, – появилась в 1972 г. [20]. Вза-
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имодействие альбумина с НФА имеет двухфаз-
ный характер: в течение первых минут наблюда-
ется “всплеск” активности, т.е. происходит быст-
рое образование продукта, после чего система
переходит в стационарный режим, но не выходит
на плато. Первую фазу обеспечивают два процес-
са в двух разных сайтах: моноацетилирование
альбумина в результате псевдоэстеразной актив-
ности одного сайта и альбумин-катализируемый
“истинный” гидролиз во втором сайте. Вторая
стадия обусловлена активностью только второго
сайта. В токсикологии наибольший интерес пред-
ставляет проблема (псевдо)эстеразной активно-
сти альбумина по отношению к ФОС – эфирам
фосфорной или фосфоновой кислот. В разные
годы показана эстеразная [6, 7, 21] и псевдоэсте-
разная [5, 22] активность альбумина по отноше-

нию к ФОС. Авторы работы [7] по нарастанию
продуктов в ходе реакций гидролитического рас-
щепления ФОС и карбарила альбумином рассчи-
тали кинетические константы (табл. 1) и устано-
вили, что альбумин играет важную роль в деток-
сикации параоксона и карбарила и в меньшей
степени в детоксикации хлорпирифосоксона. В
других работах также получены константы взаи-
модействия альбумина с ФОС. Так, значение ка-
жущейся константы Михаэлиса Km реакции гидро-
лиза хлорпирифосоксона БСА составляет 0.41 мМ,
а параоксона – 1.85 мМ [23]. Значения констант
гидролиза диизопропилфторфосфата альбумином
человека составляют: кажущаяся константа дис-
социации Ks – 3.6 мМ, константа скорости k2 –
0.0045 с–1 [24].

Рис. 1. Структуры сайтов Садлоу I (а, б, в) и Садлоу II (г, д, е) альбуминов человека (а, г), быка (б, д) и крысы (в, е).
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Таблица 1. Характеристики ферментативного гидролиза ФОС и карбаматов альбумином [7]

Фермент Субстрат kcat (мин–1) Km (мкМ)
Каталитическая эффективность 

kcat/Km (M–1 мин–1)

ЧСА Параоксон 1.5 × 10–3 377 3.9
ЧСА Хлорпирифосоксон 4.0 × 10–2 2640 15
БСА Карбарил 9.9 × 10–3 380 26
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Следует отметить, что основными фермента-
ми, участвующими в детоксикации ФОС и кар-
баматов, являются фосфотриэстеразы, к кото-
рым относится параоксоназа-1 (PON-1), а также
карбоксилэстеразы (КЭ). В отличие от грызунов,
в крови человека содержание КЭ крайне мало, и,
по всей видимости, функции этого фермента в
значительной степени выполняет альбумин. По
этим причинам НФА (классический субстрат для
изучения КЭ), и параоксон (субстрат PON-1) ши-
роко применяются для изучения эстеразной ак-
тивности альбумина. Еще одним важным пре-
имуществом данных соединений является тот
факт, что продукт их гидролиза нитрофенол име-
ет желтую окраску с пиком поглощения при дли-
не волны 400–412 нм и может быть детектирован
спектрофотометрическими методами.

Одна из главных причин медленного гидроли-
за альбумином НФА и других эфиров – отсут-
ствие каталитической триады и оксианионного
центра, однако в ряде работ подчеркивается важ-
ная роль гуанидинового остатка соседнего Arg410
для псевдоэстеразной активности альбумина в
сайте Tyr411. Полагают, что Arg410 выполняет
роль оксианионного центра, образуя водородную
связь с карбонильной группой субстрата [25], то-
гда как при связывании, например, негидролизуе-
мого диазепама Arg410 особой роли не играет [26].
Кроме того, для эстеразной активности альбуми-
на (по крайней мере, по отношению к такому
эфиру как п-нитрофенил 4-гуанидинобензоат)
необходим остаток гистидина [27], т.к. рН-профиль
константы скорости k2 показал наличие двух иони-
зируемых каталитических групп в молекуле альбу-
мина с рКа около 6 и 10, что свидетельствует об
ионизации имидазольного остатка гистидина и
гидроксильной группы тирозина соответственно.
Имидазольная группа гистидина функционирует
при гидролизе как общеосновной катализатор.
Возможно, что для гидролиза альбумином некото-
рых субстратов необходима каталитическая “диа-
да” His-Tyr или Lys-Tyr, в которой гистидин или
лизин выполняют роль кислотного остатка; такие
случаи описаны в литературе, с тем отличием, что
два разных гистидина выполняют функции кис-
лотного и основного остатков [28]. С учетом ана-
лиза этих и других литературных данных мы пред-
положили, что из двух главных сайтов, взаимо-
действующих с НФА и ФОС, сайт Садлоу I с
Tyr150 проявляет истинно эстеразную актив-
ность, а сайт Садлоу II с Tyr411 – псевдоэстераз-
ную. Для проверки предположения были прове-
дены эксперименты in vitro и in silico [8, 29–33].

Детали механизма псевдо(эстеразной) актив-
ности альбумина подробно описаны в нашем
предыдущем обзоре [4]. В той же работе рассмот-
рены кинетические схемы взаимодействия альбу-
мина с различными субстратами. В наших после-
дующих биохимических исследованиях [8, 33] для

количественной оценки кинетических парамет-
ров гидролиза НФА и параоксона альбумином мы
прежде всего принимали во внимание модель,
предложенную Ascenzi и Fasano [34], но также
ацилферментативную модель расщепления НФА
химотрипсином, предложенную Бендером и соав-
торами [35], модель гидролиза НФА липазой [36],
модель ингибирования холинэстераз фосфорор-
ганическими соединениями [37]. На первом этапе
взаимодействия альбумина с субстратом (схема 1)
происходит его адсорбция в сайте Садлоу II (ES),
быстрое высвобождение продукта п-нитрофено-
ла (P1), отмечаемое как “всплеск” активности, и
ацетилирование тирозина Tyr411 (EA). На втором
этапе субстрат связывается с альбумином в сайте
Садлоу I, где происходит его гидролиз до ацетата
(P2) и п-нитрофенола (P1). Важной особенностью
схемы для интерпретации полученных нами дан-
ных является то, что она может и даже должна
быть применима для описания взаимодействия
субстрата не только с одним сайтом альбумина, и
не только с каждым из двух (или более) сайтов в
отдельности, но также с молекулой альбумина, в
состав которой входит как минимум два сайта
связывания и (псевдо)эстеразной активности.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОНСТАНТ 
СВЯЗЫВАЮЩЕЙ И ЭСТЕРАЗНОЙ 

АКТИВНОСТИ АЛЬБУМИНА
Задачу определения кинетических констант

ферментативных реакций можно разбить на два
этапа. Первый этап – построение зависимости
концентраций продукта и/или субстрата от вре-
мени, так называемой концентрационной кри-
вой. Существует целый ряд походов для этой це-
ли: спектрофотометрия в видимой и ультрафио-
летовой областях, спектрофлуориметрические,
люминесцентные, спектроскопические и радио-
изотопные методы [38]. Каждый из подходов
имеет свои достоинства и ограничения, свою точ-
ность и чувствительность к примесям и выбира-
ется исходя из объектов исследования. Отдель-
ной группой стоят подходы для анализа активно-
сти ферментов с высоким числом оборотов, для
которых длительность предстационарного состо-
яния составляет миллисекунды: методы останов-
ленной струи, температурного скачка и др. Одна-
ко такой “медленный” фермент как альбумин не
требует специальных манипуляций для замедле-
ния или остановки реакции.

Второй этап – применение математических мо-
делей для вычисления кинетических констант из
концентрационных кривых. Классическая кинети-
ка Михаэлиса-Ментен и Бриггса-Холдейна [39, 40]
не является универсальной, поскольку имеет ряд
допущений: 1) избыток свободного субстрата,
2) стационарность (d[ES]/dt = 0), и 3) быстрое
установление равновесия между ферментом и
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субстратом, что возможно при kcat  k–1 и kcat ≤ k+1,
т.е. когда значения Km и Ks практически совпада-
ют. Ситуации, когда kcat  k–1 и/или k+1, или когда
мы не знаем a priori сколько свободного субстрата
имеется в стационарном состоянии, означают се-
рьезное отклонение от классической кинетики и
требуют применения других моделей, например,
ван Слайка-Каллена или Моррисона [41–43]. Со-
вершенствование математического описания фер-
ментативных реакций продолжается и в новей-
шее время [44–46].

Что касается альбумина, спектрометрические
методы, основанные на мониторинге высвобож-
даемого продукта гидролиза, хорошо зарекомен-
довали себя в экспериментах, направленных на
измерение кинетических констант ферментатив-
ной активности этого белка [47, 48]. В наших экс-
периментах активность альбумина относительно
НФА и параоксона определяли по накоплению
нитрофенола, образующегося в результате гидро-
лиза этих субстратов (продукт P1 на схеме 1) [8].
Нитрофенол является продуктом псевдоэстераз-
ной реакции в сайте Садлоу II и одним из продук-
тов эстеразной реакции в сайте Садлоу I. Для вы-
числения констант из полученных концентраци-
онных кривых мы применяли следующий подход.
Согласно используемой нами модели (схема 1),
процесс выхода нитрофенола включает 2 этапа:
предстационарное состояние (фаза “всплеска”,
кинетика Садлоу II) и стационарное состояние
(кинетика Садлоу I).

Схема 1. Взаимодействие между альбумином и суб-
стратом (п-нитрофенилацетатом и параоксоном). S –
субстрат, P1 – п-нитрофенол, P2 – ацильная или диэтил-
фосфатная группа.

Амплитуду фазы “всплеска” обозначим α.
Константу скорости обозначим kobs. Выход про-
дукта представляет собой реакцию (псевдо)пер-
вого порядка в течение почти 95% времени фазы
“всплеска”. Константа скорости деацетилирова-
ния сайта Садлоу II k3 на два порядка ниже скоро-
сти ацетилирования тирозина, полученной даже
на самых низких концентрациях субстрата.

Использованные нами аппроксимирующие
функции имеют вид:
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Преобразуем уравнение (3) по методу двойных
обратных величин. Скорость деацетилирования
сайта Садлоу II очень низка, поэтому константой k3
можно пренебречь:

(4)

Стационарное состояние описывается следу-
ющим уравнением:

(5)

Уравнения (4) и (5) имеют форму y = b + ax и мо-
гут быть использованы для линейного регрессион-
ного анализа. Определив наклон прямой и ее пере-
сечение с осью ординат, мы найдем k2, k3, Ks и 

Отделить кинетику сайта Садлоу I от кинетики
сайта Садлоу II и дополнить набор констант воз-
можно, если наблюдать выход продукта эстераз-
ной реакции в сайте Садлоу I (P2 на схеме 1). В
случае гидролиза НФА – это ацетат, определить
который с помощью спектрофотомерии невоз-
можно. Одним из возможных способов детекции
ацетата может стать метод ядерного магнитного
резонанса (ЯМР). В литературе не описано при-
менение ЯМР-спектроскопии для изучения фер-
ментативной активности альбумина, и без сомне-
ния такого рода эксперимент мог бы открыть его
новые функциональные особенности.

Широкое применение для изучения взаимо-
действия белков с лигандами получили методы
молекулярного моделирования, в первую очередь
методы молекулярного докинга и классической
молекулярной динамики, а также методы оценки
свободной энергии образования белок-лиганд-
ных комплексов из траекторий молекулярной ди-
намики [49]. Молекулярный докинг представляет
собой так называемую “стыковку” молекулы ли-
ганда в центре связывания белка [50]. С помощью
компьютерной программы молекула лиганда вир-
туально помещается в центр связывания мишени,
затем перебором конформаций лиганда и амино-
кислот сайта связывания ищется наиболее энер-
гетически выгодное их взаимное расположение.
Ранжирование конформаций лиганда в сайте
связывания производится с помощью оценочной
функции (ОФ). Основные проблемы поиска
оптимальных конфигураций заключаются в сле-
дующем: 1) вычисления по всему конфигураци-
онному пространству требуют много времени и
существующие алгоритмы конформационного по-
иска не могут проверить все возможные конфор-
мации; 2) современные оценочные функции не
могут с высокой точностью учесть все нюансы
взаимодействия между белком и лигандом (влия-
ние растворителя, энтропийный компонент). По-
этому результатом запуска процедуры докинга
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обычно является набор возможных конформа-
ций, из которых на основе известных экспери-
ментальных данных выбирается наиболее вероят-
ная [51, 52].

Энергетическая характеристика белок-лиганд-
ного комплекса, полученного методом докинга, в
идеале характеризует сродство лиганда к белку, то
есть, по сути – константу диссоциации Ks = k–1/k1
(схема 1), пусть и не в абсолютном значении, а
при сравнении разных лигандов. Но, во-первых,
как было отмечено выше, докинг определяет
лишь положение молекулы лиганда непосред-
ственно в сайте связывания белка, не давая воз-
можности проследить предшествующие стадии
взаимодействия (связывание лиганда в перифери-
ческих сайтах, конформационные изменения в
молекуле белка в процессе “прохождения” ли-
ганда к сайту связывания, движение молекул во-
ды). Особенно это важно для сайта Садлоу I аль-
бумина, в большой полости которого имеются
две полярные микроструктуры из соответствую-
щих аминокислот (в Садлоу II лишь одна подоб-
ная микроструктура), но что особенно важно –
молекулы воды, которых нет в полости Садлоу II,
которые довольно жестко структурированы под
влиянием полярных микроструктур, и которые не
учитывает метод молекулярного докинга. Во-вто-
рых, из множества решений молекулярного до-
кинга для анализа обычно выбирается конформа-
ция комплекса, которая соответствует геометри-
ческим критериям продуктивной конформации:
положение субстрата должно быть таким, чтобы
могла состояться ферментативная реакция (в слу-
чае альбумина – нуклеофильная атака каталити-
ческого тирозина на карбонильный атом углерода
НФА или атом фосфора параоксона). Не обяза-
тельно продуктивный фермент-субстратный ком-
плекс является единственным решением и не все-
гда ранжируется как самый энергетически выгод-
ный. По этой причине, мы полагаем, что в случае
альбумина энергетические характеристики про-
дуктивного фермент-субстратного комплекса, по-
лученного методом молекулярного докинга, ско-
рее характеризуют скорость ацетилирования бел-
ка: константа k2 из схемы 1.

Метод молекулярной динамики позволяет про-
следить конформационные изменения макромо-
лекул во времени с помощью интегрирования
уравнений движения атомов [53]. Период време-
ни, в течение которого наблюдается поведение
системы, называется длиной траектории или дли-
ной симуляции. Метод MM-PBSA (molecular me-
chanics/Poisson–Boltzmann surface area), сочетаю-
щий использование молекулярной механики и
решение уравнения Пуассона-Больцмана [49] поз-
воляет оценить свободную энергию образования
комплекса белок-лиганд ΔG из траекторий моле-
кулярной динамики. В этом подходе учитывается

энергия сольватации, а в некоторых программах
оценивается и энтропийная составляющая. Более
того, обычно значение свободной энергии рас-
считывается во многих точках траектории, то есть
для ряда возможных конформаций лиганда внут-
ри сайта связывания, итоговое значение рассчи-
тывается как среднее ± стандартное среднее от-
клонение [54]. Полученное этим методом значе-
ние свободной энергии образования комплекса с
лучшим приближением (по сравнению с докин-
гом) характеризует аффинность сайта к лиганду,
и его можно сопоставить с константой диссоциа-
ции Ks.

Таким образом, совместно применяемые рас-
четные и экспериментальные методики, допол-
няя и уточняя друг друга, могут дать полное пред-
ставление о взаимодействии биологических мо-
лекул.

МЕЖВИДОВЫЕ РАЗЛИЧИЯ
В ЭСТЕРАЗНОЙ И СВЯЗЫВАЮЩЕЙ 

АКТИВНОСТИ АЛЬБУМИНА

Ранее мы исследовали возможные сайты эсте-
разной активности альбумина человека по отно-
шению к зоману [30]. Проанализировав окруже-
ние всех возможных каталитических аминокис-
лот (все серины, тирозины и треонины), для
дальнейшего исследования были отобраны те ами-
нокислоты, в окружении которых присутствова-
ли возможные акцепторы протонов. Молекуляр-
ный докинг показал, что, помимо уже известного
сайта псевдоэстеразного гидролиза зомана Сад-
лоу II с каталитическим тирозином Tyr411 [5], зо-
ман может продуктивно связываться только возле
аминокислот Tyr150 (сайт Садлоу I) и Ser193. В
окружении Tyr150 присутствует аминокислотный
остаток гистидина His242, а в окружении Ser193 –
гистидин His146. Логично было предположить,
что эти сайты могут быть ответственными за эсте-
разную активность альбумина по отношению к
зоману.

Однако при анализе новых литературных и
собственных данных возникли новые вопросы.
Как было отмечено, сайт Садлоу II высоко кон-
сервативен: диада Tyr411-Arg410 присутствует в аль-
буминах всех млекопитающих. Что касается амино-
кислот Tyr150, Ser193 и их окружения – такой кон-
сервативности не наблюдается. Так, His242(241),
содержащийся в структуре ЧСА и БСА, заменен
на Asn242 в структуре КСА. Ser193 присутствует в
ЧСА и БСА, но в КСА заменен на остаток алани-
на. Lys199 в сайте Садлоу I человека отвечает за
гидролиз аспирина [55], но в структуре БСА вме-
сто лизина находится аргинин. Значит ли это, что
эффективность (псевдо)эстеразной активности
альбуминов разных видов будет различна?



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 3  2020

ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ И ПРИКЛАДНЫЕ АСПЕКТЫ 253

Не так много исследований посвящено срав-
нительному анализу связывающей и фермента-
тивной активности альбуминов разных видов, а в
этих редких работах обычно проводится сравне-
ние лишь двух видов белка. Для пары ЧСА-БСА
накоплены данные о том, что эффективность вза-
имодействия различных ксенобиотиков различа-
ется для этих двух белков. Так, сравнительный
анализ показал, что ЧСА эффективнее связыва-
ет капрофен и 2-антроцен-карбоксильную кис-
лоту [56]. В работе [57] показано, что декстран
голубой связывается только с ЧСА и не взаимо-
действует с БСА. Авторы другой работы [58] по-
казали, что варфарин с большей эффективностью
взаимодействует с БСА, чем с ЧСА, а его струк-
турный аналог аценокумарол, содержащий до-
полнительную NO2 группу, наоборот, эффектив-
нее связывается с ЧСА. Полифенолы куркумин и
диацетилкуркумин намного эффективнее взаи-
модействуют с БСА, чем с ЧСА [59]. Выявлено,
что пиридоксальфосфат связывается в 10 раз ме-
нее эффективно с БСА, чем с ЧСА [60], а метил-
паратион при комнатной температуре в полтора
раза лучше взаимодействует с ЧСА, чем с БСА [61].
В некоторых исследованиях показано, что ЧСА и
КСА имеют схожие характеристики связывания
биологически активных веществ [62]. Согласно
другим данным, эффективность взаимодействия
некоторых ксенобиотиков различается для ЧСА и
КСА [63, 64].

Таким образом, согласно анализу литератур-
ных данных, по результатам исследования функ-
циональных характеристик альбумина одного
вида животных нельзя a priori утверждать, что аль-
бумин другого вида будет обладать такими же ха-
рактеристиками. В нашем недавнем исследова-
нии мы изучили эстеразную и параоксоназную
активность сывороточного альбумина человека,
быка и крысы [8]. Для этого биохимическими ме-
тодами были получены кинетические и равновес-

ные характеристики взаимодействия ЧСА, БСА и
КСА с двумя субстратами — НФА и параоксоном.
Результаты сравнительного биохимического ана-
лиза представлены в табл. 2 и 3.

Данные сравнительного биохимического ана-
лиза трех видов альбумина с использованием
НФА и параоксона в качестве субстратов свиде-
тельствуют о том, что равновесные и кинетиче-
ские характеристики обоих сайтов Садлоу ЧСА и
КСА довольно близки между собой, но суще-
ственно отличаются от аналогичных характери-
стик бычьего альбумина. Карбоксилэстеразные
характеристики сайта Садлоу II ЧСА и КСА прак-
тически одинаковы, тогда как параоксоназные
характеристики лишь незначительно отличаются
между ЧСА и КСА. Результаты наших исследова-
ний подтверждают предположение, основанное
на данных об идентичности сайтов, об эволюци-
онной консервативности сайта Садлоу II по срав-
нению с сайтом Садлоу I исследованных видов
альбумина. Отметим, что сайт Садлоу I БСА от-
личается от ЧСА заменой Lys195 и Lys199 на
Arg194 и Arg198, а сайт Садлоу I КСА от ЧСА за-
меной His242 и His288 на Asn242 и Gln288 (рис. 1).
Следовательно, замена лизинов на аргинины бо-
лее критична для работы сайта Садлоу I, чем за-
мена гистидинов на аспарагины. Более того, за-
мена Lys на Arg по-разному влияет на сродство
сайта к НФА и параоксону: БСА хуже связывает
НФА по сравнению с ЧСА и КСА, но лучше — па-
раоксон, что влияет на эффективность карбокси-
лэстеразной и параоксоназной реакции в сайте
Садлоу I БСА.

Следует отметить практическую значимость вы-
явленных межвидовых различий эстеразной ак-
тивности альбумина. Полученная информация
позволяет сформулировать некоторые рекомен-
дации использования альбумина в биологических
экспериментах. Так, если альбумин используется
исключительно для создания необходимого уров-

Таблица 2. Кинетические характеристики карбоксилэстеразной активности разных видов альбумина [8]

 ЧСА БСА КСА

Садлоу II
Предстационарный режим

k2 (с–1) 0.48 ± 0.1 0.48 ± 0.01 0.47 ± 0.01

Ks = k–1/k1 (мкМ) 5.92 ± 0.99 2.77 ± 1.1 6.28 ± 0.67

k2/Ks (мM–1 c–1) 81.1 ± 7.7 173.3 ± 21.1 74.8 ± 4.45

Садлоу I
Стационарный режим

k3 (с–1) 0.020 ± 0.001 0.020 ± 0.003 0.019 ± 0.003

 (мкМ) 761.9 ± 50.5 2208.3 ± 73.8 396.7 ± 95.1

 (мM–1 c–1) 0.026 ± 0.001 0.009 ± 0.001 0.051 ± 0.008
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ня осмотичности, например, в буферных раство-
рах, или в культуральных средах при работе с
клетками человека, то ничего плохого в исполь-
зовании дешевого бычьего альбумина нет. При
этом даже не обязательно применять БСА, сво-
бодный от жирных кислот. Если же речь идет о
токсико- или фармакокинетических исследова-
ниях препаратов для человека, не говоря уже об
определении кинетических и равновесных кон-
стант, то, безусловно, надо использовать альбу-
мин человека, причем ЧСА, свободный от жир-
ных кислот, который на порядок дороже анало-
гичного бычьего альбумина. С другой стороны,
если предполагается работа с клетками крысы
или препаратами для крысы, требующая исполь-
зования альбумина, то в таких исследованиях
можно применять альбумин человека, так как
КСА на порядок дороже ЧСА.

МОДУЛЯЦИЯ
СВЯЗЫВАЮЩЕЙ И ЭСТЕРАЗНОЙ 

АКТИВНОСТИ АЛЬБУМИНА

Молекула альбумина может связать одновре-
менно до десяти молекул лигандов, и по этой
причине многие вещества конкурируют между
собой за связывающие центры [65, 66]. Помимо
прямой конкуренции, альбумин подвержен алло-
стерической модуляции: связывание лиганда в
одном сайте может влиять на эффективность свя-
зывания в другом. Так, в молекуле альбумина про-
исходят конформационные изменения после свя-
зывания ряда эндогенных соединений, таких как
билирубин [67], мочевина [68], эстрадиол [69],
глюкоза [70]. Экзогенные соединения также мо-
гут оказывать аллостерическое влияние. Напри-

мер, связывание лоразепама с сайтом Садлоу II
меняет эффективность связывания варфарина в
Садлоу I [71], связывание теноксикама в Садлоу I
усиливает связывание диазепама в Садлоу II, и
наоборот [72]. Эти особенности позволяют пред-
положить, что направленным воздействием на
альбумин с помощью молекул, модулирующих его
связывающие и/или эстеразные свойства, можно
влиять на процесс взаимодействия белка с ФОС,
что в свою очередь может стать вспомогательным
вариантом детоксикации отравляющих веществ в
кровеносном русле. В поисках вспомогательных
средств отравления в последнее время стали уде-
лять внимание нутрицевтикам, биологически ак-
тивным веществам природного происхождения,
как правило, компонентам продуктов питания,
действие которых проявляется не сразу, но при
продолжительном приеме, иногда в составе т.н.
функционального питания [73]. Их преимуще-
ство заключается в доступности и дешевизне. В
экспериментах с ФОС установлены превентив-
ные эффекты омега-3-полиненасыщенных жир-
ных кислот [74], экстракта корня имбиря Zīngiber
officināle [75] и полифенолов Parquetina nigrescens,
представителя семейства Кутровых [76]. Представ-
ляет интерес действие полифенолов декофеинизи-
рованного зеленого чая Camellia sinensis (ЭЗЧ) в
силу его плейотропных эффектов [77, 78]. И жир-
ные кислоты (ЖК), и полифенолы способны свя-
зываться с альбумином [79, 80], поэтому их воз-
можное влияние на связывающие и эстеразные
свойства белка представляет особый интерес.

Концентрация мажорных ЖК (олеиновая,
пальмитиновая, стеариновая и линолевая) в плаз-
ме крови в норме составляет десятки или даже
сотни мкМ [81]. Методом РСА было показано,

Таблица 3. Кинетические характеристики параоксоназной активности разных видов альбумина в отношении
параоксона [8]

 ЧСА БСА КСА

Садлоу II
Предстационарный режим

k2 (с–1) 0.43 ± 0.01 0.49 ± 0.02 0.48 ± 0.01

Ks = k–1/k1 (мкМ) 3.99 ± 1.7 0.86 ± 0.1 2.41 ± 0.8

k2/Ks (мM–1 c–1) 0.15 ± 0.06 0.58 ± 0.06 0.23 ± 0.08

k3 (×10–6 с–1) 0.82 ± 0.15 0.75 ± 0.21 0.50 ± 0.25

Садлоу I
Стационарный режим

k3 (с–1) 0.00032 ± 0.00001 0.00096 ± 0.00006 0.00072 ± 0.00007

 (мкМ) 801.6 ± 7.8 447.7 ± 34.5 1361.6 ± 165.3

 (мМ–1 с–1) 0.00040 ± 0.00001 0.00216 ± 0.00029 0.00052 ± 0.00002
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что в молекуле альбумина существует семь сайтов
связывания ЖК: FA1 (возле Ala158), FA2 (возле
Leu22), FA3 (возле Asn391), FA4 (возле Tyr411),
FA5 (возле Ala528), FA6 (возле Ala213), FA7 (возле
Tyr150) [79]. Мажорные жирные кислоты облада-
ют максимальным сродством к сайту FA5, и чуть
меньшим сродством к сайту FA2 [82]. Альбумин
человека при взаимодействии с ЖК в растворе
обладает повышенной пластичностью и гибко-
стью [83]. Показано влияние ЖК на сродство аль-
бумина к различным лигандам [84–86], поэтому
мы предположили влияние ЖК на эффектив-
ность взаимодействия альбумина с ФОС.

В экспериментах in vitro мы установили, что
олеиновая и пальмитиновая кислоты обладают
ингибирующим действием на эстеразную актив-
ность альбумина быка по отношению к НФА в
сайте Садлоу I, причем даже более выраженным по
сравнению с выявленным ранее у ибупрофена и
варфарина. Константа скорости ингибирования
эстеразной реакции олеатом в концентрациях 20 и
30 мкМ составила, соответственно, 2.37 × 10–3 и
3.19 × 10–3 с–1, а пальмитатом 2.50 × 10–3 и 3.64 ×
× 10–3 с–1. Что касается параоксоназной актив-
ности, анализ экспериментальных данных не
выявил выраженного ингибирующего действия
пальмитата, в отличие от олеата, который незна-
чительно, но подавлял ферментативную актив-
ность сайта Садлоу I БСА в отношении параоксона
(аппроксимированная константа ингибирования
Ki = 963.0 ± 157.8 мкМ). Применив математиче-
ские и графические методы (методы Диксона и
Корниш-Боудена), мы выявили неконкурентный
тип ингибирования олеатом реакции гидролиза
параоксона в сайте Садлоу I [87].

В нашем недавнем исследовании [88] мето-
дом молекулярной динамики были изучены гео-
метрические характеристики комплексов пара-
оксона с сайтами Садлоу I и Садлоу II ЧСА в от-
сутствие и в присутствии олеиновой кислоты в
сайтах FA5 и FA2 (сайты с максимальной аффин-
ностью к олеиновой кислоте). Были оценены ста-
бильность продуктивных комплексов (в которых
возможна атака гидроксила тирозина на атом
фосфора лиганда) и значения свободной энергии
образования этих комплексов. Согласно получен-
ным данным, повышенная концентрация олеино-
вой кислоты в крови за счет аллостерической мо-
дуляции (неконкурентное ингибирование) будет
снижать вероятность связывания параоксона с
альбумином в обоих сайтах, а также уменьшать
вероятность псевдоэстеразной реакции в сайте
Садлоу II. Полученный результат не позволяет
сделать однозначный вывод о том, будет ли свя-
зывание олеиновой кислоты в сайтах FA5 и FA2
влиять на эстеразную реакцию в сайте Садлоу I: и
в отсутствие, и в присутствии олеиновой кислоты
продуктивный комплекс параоксона с сайтом не

стабилен. Мы полагаем, что для его стабилизации
и возможности прохождения эстеразной реакции
требуются какие-то дополнительные условия, не
учтенные в процессе моделирования, например,
депротонирование каталитического тирозина.

Таким образом, и эксперименты in vitro и in si-
lico указывают на возможность модуляции жир-
ными кислотами эстеразной и связывающей ак-
тивности альбумина по отношению к ФОС. Во
многих работах отмечается роль Arg410 в меха-
низме псевдоэстеразной активности альбумина в
сайте Садлоу II [25], пространственное отдаление
Arg410 от Tyr411 ведет к ослаблению этой актив-
ности [89]. Согласно нашим данным, Arg257 иг-
рает ключевую роль в механизме аллостериче-
ской модуляции активности сайта Садлоу I [31].
Arg257 служит своего рода “заслонкой” между ка-
талитическим тирозином Tyr150 и гистидинами
из ближайшего окружения His242 и His288, спо-
собными принимать протон группы ОН тирозина
в процессе возможной эстеразной реакции. Мы
полагаем, что связывание модуляторов может
влиять на положение этой “заслонки” и влиять на
возможность протекания эстеразной реакции.

Что касается полифенолов, наши эксперимен-
ты in vitro с НФА в качестве субстрата показали,
что декофеинизированный ЭЗЧ и его мажорный
компонент галлат эпигаллокатехин (ЭГКГ) ока-
зывал активирующее влияние на эстеразную ак-
тивность альбумина быка, что выражалось в по-
вышении скорости истинно эстеразной реакций
в сайте Садлоу I. Анализ полученных данных по-
казал, что полифенолы зеленого чая снижают ка-
жущуюся константу Михаэлиса  в 1.9 раза
(при концентрации ЭГКГ 50 мкМ), а также повы-
шают каталитическую константу kcat на 30% по
сравнению с контролем. Влияние ЭЗЧ на псевдо-
эстеразную активность сайта Садлоу II выражает-
ся в незначительном увеличении константы дис-
социации Ks и понижении кажущейся константы

Михаэлиса  по сравнению с контролем, одна-
ко данные изменения статистически недостовер-
ны. Действие ЭЗЧ на скорость гидролиза параок-
сона бычьим альбумином оказалось схожим с
НФА: активность обоих сайтов альбумина значи-
тельно усиливалась [87]. Последующие экспери-
менты in vivo показали, что применение ЭЗЧ обу-
словливает снижение индексов атерогенности, а
также позитивную динамику целого ряда пер-
вичных и производных показателей за счет из-
менения уровней альбумина, триглицеридов,
орозомукоида, мочевой кислоты, баланса клеток
иммунной системы, способствуя регенерации ор-
ганизма экспериментальных животных после
отравления ФОС [90].
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БЕЛИНСКАЯ, ГОНЧАРОВ

ВЛИЯНИЕ МОЛЕКУЛЯРНОГО КРАУДИНГА 
НА СВЯЗЫВАЮЩУЮ И ЭСТЕРАЗНУЮ 

АКТИВНОСТЬ АЛЬБУМИНА

Отличительной особенностью живых систем
является то, что биохимические процессы проте-
кают в среде, содержащей высокие концентрации
макромолекул (50–400 мг/мл). Такие условия
называются молекулярным краудингом. За счет
“плотной” среды уменьшается объем доступного
растворителя, что приводит к увеличению эф-
фективной концентрации макромолекул и повы-
шению их химической активности. Это в свою
очередь изменяет скорости и константы равнове-
сия их реакций. В частности, этот эффект способ-
ствует ассоциации макромолекул, например, объ-
единению белков в надмолекулярные структуры.
Краудинг может также влиять на ферментатив-
ные реакции с участием малых молекул, если в
процессе реакции изменяется конформация фер-
мента [91]. К настоящему моменту эксперимен-
тально показано влияние молекулярного кра-
удинга на структуру многих белков [92–94], свя-
зывающую и каталитическую активность ряда
ферментов [95–97].

В плазме крови плотность макромолекул до-
стигает 80 мг/мл, что обусловливает заметные
краудинг-эффекты, влияет на конформационные
и функциональные характеристики белков плаз-
мы [98]. Краудинг-эффекты были выявлены, в
том числе, и для альбумина. В работе [99] методом
Рамановской спектроскопии было показано, что
высокие концентрации БСА и среда с высокой
концентрацией другого белка (высокостабильная
производная рибонуклеазы термофильной археи
Thermococcus kodakarensis) влияли на силу водо-
родных связей внутри молекулы альбумина. Это в
свою очередь приводило к тому, что молекула
БСА принимала более компактную структуру. В
работе [100] изучали влияние молекулярного кра-
удинга на связывание насыщенных среднецепо-
чечных и ненасыщенных длинноцепочечных ЖК
с БСА. Для создания необходимых условий ис-
пользовали полимер полиэтиленгликоль ПЭГ2000.
Добавление в среду полимера улучшало связыва-
ние среднецепочечных ЖК, однако последующее
повышение концентрации ПЭГ приводило к сни-
жению аффинности. Проанализировав вторич-
ную структуру БСА, авторы пришли к заключе-
нию, что с постепенным увеличением плотности
среды молекула альбумина разрыхляется, но по-
сле определенной концентрации ПЭГ (5 wt %)
процентное соотношение упорядоченных альфа-
спиралей и бета-слоев снова возрастает, и альбу-
мин принимает более компактную форму. Таким
образом, чем “рыхлее” белок, тем лучше он свя-
зывает среднецепочечные ЖК. Что касается
длинноцепочечных ЖК, при любой ненулевой

концентрации полимера их связывание с БСА
ухудшалось.

Таким образом, с учетом имеющихся литера-
турных данных, можно предположить, что кон-
станты эстеразной и связывающей активности
альбумина в кровеносном русле, где его концен-
трация существенно выше, чем в биохимических
экспериментах, будут отличаться от констант, из-
меренных в “идеальном растворе” in vitro и/или рас-
считанных с помощью методов молекулярного мо-
делирования. Безусловно, требуются дополнитель-
ные эксперименты, моделирующие активность
альбумина в условиях молекулярного краудинга.

ПЕРСПЕКТИВЫ
ПРАКТИЧЕСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ

ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ФОС С АЛЬБУМИНОМ
В настоящее время антидотная терапия при

отравлении ФОС направлена на блокаду ацетил-
холиновых рецепторов с помощью атропина, на
реактивацию АХЭ с помощью оксимов (карбок-
сим, пралидоксим, HI-6 и др.), а также на
ослабление судорог с помощью агонистов бен-
зодиазепиновых рецепторов (диазепам, мида-
золам и т.д.) [101–104]. Базовый антидотный
комплекс предназначен, прежде всего, для выжи-
вания организма в догоспитальный период, но не
предназначен для предотвращения развития от-
ставленных эффектов острого отравления, среди
которых наиболее известными являются т.н. про-
межуточный синдром и ФОС-индуцированная
отставленная полинейропатия [105]. Между тем,
описаны и другие патологические состояния,
обусловливающие отставленную патологию по-
сле острой интоксикации ФОС: это эпилептиче-
ские припадки, воспалительные процессы в цен-
тральной нервной системе, периферических
нервных волокнах и кровеносных сосудах, злока-
чественная гипертермия [106–109].

Эффективность существующей антидотной,
симптоматической и профилактической терапии
можно существенно повысить за счет усиления
детоксикации ФОС на первом этапе поступления
яда в организм – в кровеносном русле, что позво-
лит уменьшить токсическое действие ФОС на АХЭ
нервно-мышечных и нейрональных синапсов и
избежать отставленных эффектов отравления. Ис-
следования, связанные с разработкой средств де-
токсикации ФОС на первом этапе поступления
яда в организм, направлены в основном на полу-
чение рекомбинантных биочистильщиков: бути-
рилхолинэстеразы для стехиометрического и па-
раоксоназы для каталитического взаимодействия
с ФОС [110, 111]. Несмотря на огромные затраты,
связанные с разработкой биочистильщиков, пер-
спективы получения на их основе эффективных и
применимых на практике средств антидотной те-
рапии весьма туманны, поскольку для достиже-
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ния желаемого эффекта требуется существенная
“перекройка” ферментов на молекулярном уров-
не [112, 113]. Высокоаффинное связывание ФОС
в кровеносном русле можно также обеспечить с
помощью ДНК- или РНК-аптамеров, представ-
ляющих собой короткие нити олигонуклеоти-
дов [114]. Основная сложность в подборе аптаме-
ров к ФОС состоит в том, что молекулы этих ток-
сических веществ часто имеют схожую структуру.
Это затрудняет выбор аптамера, который не про-
сто хорошо связывает молекулу ФОС, но связы-
вает ее с высокой специфичностью [115, 116]. Су-
ществуют и трудности в методологии, связанные
с тем, что молекула аптамера в разы больше, чем
молекула отравляющего вещества [117].

Что касается разрабатываемой нами возможно-
сти направленного воздействия на альбумин для
усиления терапии отравления ФОС, основные
преимущества этого подхода следующие: 1) альбу-
мин является основным транспортным белком
крови и его концентрация в плазме крайне высо-
ка, 2) трехмерная структура альбумина достаточ-
но лабильна и легко подвержена аллостерической
модуляции, 3) альбумин может связывать практи-
ческие все биоактивные вещества, и влиять на его
активность можно доступными и дешевыми со-
единениями.

Результаты наших экспериментов позволяют
сделать вывод о том, что с помощью эндогенных
и экзогенных лигандов альбумина возможно ре-
гулировать эффективность взаимодействия аль-
бумина с ФОС. Другой вопрос, что в условиях in
vivo качество этой модуляции зависит от многих
факторов и не в последнюю очередь от количе-
ственного соотношения модуляторов и ФОС. На-
ши данные позволяют предположить, что пози-
тивный результат с точки зрения выживания при
остром отравлении ФОС можно получить лишь в
случае менее токсичных ФОС с более высокой
аффинностью к альбумину. Например, меньшая
токсичность параоксона по сравнению с зоманом
может быть связана не только с его меньшей ин-
гибиторной активностью в отношении холинэс-
тераз, но также с повышенной аффинностью па-
раоксона к обоим сайтам Садлоу альбумина [33].

Еще одна задача, которую предстоит решить,
заключается в том, что в условиях молекулярного
краудинга в плазме крови альбумин, по всей ви-
димости, становится чем-то вроде диффузного
цитоскелета, поверхность которого покрыта мас-
лом (жирные кислоты) и/или ледяной коркой
(структурированная вода). По этой поверхности
гораздо легче перемещаться, чем по воде (раствор
без альбумина) или по рыхлому снегу (неструкту-
рированная вода в окружении альбумина). По
этой причине взаимодействие жирных кислот с
альбумином может привести к тому, что молеку-
лы ФОС будут проигрывать конкуренцию за свя-

зывание с сайтами Садлоу. Тогда альбумин будет
служить для них лишь удобной платформой для
более быстрого перемещения – с молекулы на
молекулу – по кровеносному руслу и межклеточ-
ному пространству к основной мишени – ацетил-
холинэстеразе нейромышечных или нейрональ-
ных синапсов. Выходом может стать создание ап-
тамера к параоксону, который бы связывался с
белком и закрывал его сайты от взаимодействия с
ФОС и ЖК. Усовершенствованием этого реше-
ния может стать создание двойного аптамера, ко-
торый бы мог одним фрагментом связаться с аль-
бумином, другим – с ФОС. Более дешевым и при
этом, может быть, даже более эффективным спо-
собом нарушения транспорта молекул ФОС в
условиях молекулярного краудинга является
ослабление сил “сцепления”, т.е. связывающих
характеристик альбумина за счет транзиторного
уменьшения его концентрации в крови с помо-
щью регидратирующих солевых препаратов. Ра-
бота в этом направлении уже начата, получены
первые обнадеживающие результаты и есть осно-
вания надеяться на то, что альбумин преподнесет
нам еще немало сюрпризов в самом хорошем
смысле этого слова.
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Unlike many other plasma proteins, albumin is practically not glycosylated, and plays an important role in
maintaining the colloidal-osmotic blood pressure, can bind and transport various molecules of endogenous
and exogenous origin. Data on the enzymatic activity of albumin have been accumulated: pseudo-esterase
(irreversible binding of the substrate to the protein) and true esterase (binding of the substrate to the active
center of the protein with subsequent dissociation of the complex into enzyme and product). In toxicology,
the problem of (pseudo)esterase activity of albumin in relation to organophosphates (OPs) is of the greatest
interest. This review demonstrates the literature data and the results of our own research on protein esterase
activity. The possibility of targeted modulation of albumin using the molecules capable of affecting its binding
and esterase activity is considered. The prospects of practical application of some methods of influence on
albumin in toxicology are discussed.
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Целью данной работы было изучение свойств новых трехдоменных антител, состоящих из двух до-
менов, специфичных к фактору некроза опухоли человека (hTNF), и третьего домена, отвечающего
за связывание с клетками миелоидного ряда. Дополнительный hTNF-связывающий домен был вве-
ден в конcтрукцию антител для увеличения их биологической активности. Способность этих белков
связывать hTNF на поверхности макрофагов и нейтрализовать его биологическую активность была
исследована в экспериментах in vitro.

Ключевые слова: мультиспецифические антитела, наноантитела, фактор некроза опухоли
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ВВЕДЕНИЕ
Мультиспецифические антитела на основе

вариабельных доменов неканонических антител
мозоленогих, так называемых наноантител (VHH),
имеют большой потенциал в качестве диагности-
ческих и терапевтических препаратов для лече-
ния заболеваний различной природы. Специ-
фичность антител по отношению к двум и более
типам молекул позволяет точно локализовать те-
рапевтическую мишень, тем самым повысить эф-
фективность борьбы с резистентными или быст-
ро мутирующими штаммами вирусов, например,
вирусом гриппа [1]. Кроме того, обеспечивая на-
правленное связывание целевой молекулы (на-
пример, опухолевого маркера) и эффекторной
клетки, можно повысить эффективность терапии
онкологических заболеваний за счет активации
механизмов клеточного лизиса [2]. Структура на-
ноантител открывает широкие возможности для
их форматирования путем слияния как идентич-
ных, так и различных мономерных блоков для
увеличения авидности или же сопутствующей бло-
кировки нескольких неперекрывающихся эпито-

пов [3]. Это позволяет увеличить эффективность
мультивалентных комплексов по сравнению с
моновалентными наноантителами [4, 5]. Так, на-
пример, перспективными для терапии аутоим-
мунных заболеваний могут быть биспецифиче-
ские наноантитела, одновременно связывающие
два различных провоспалительных цитокина, на-
пример, TNF и IL-17 [6] или IL-1 и IL-17A [7], что
усиливает терапевтический эффект по сравне-
нию с антителами против одного цитокина.

Помимо цитокинов мишенью для второй спе-
цифичности в составе мультиспецифичных кон-
струкций могут быть различные рецепторы на
клетках, участвующих в развитии воспалительно-
го процесса [8], например, поверхностные моле-
кулы клеток, обеспечивающих максимальный
вклад в усиление воспалительного ответа в ходе
развития того или иного заболевания. Ранее было
показано, что основным источником провоспа-
лительного цитокина фактора некроза опухоли
(tumor necrosis factor, TNF) в модели аутоиммун-
ного артрита являются миелоидные клетки, при
этом подавление Т-клеточного TNF приводило к
усугублению заболевания. Плейотропные свойства
данного цитокина, обеспечивающие как защитное,
так и “патогенное” воздействие на функции орга-

# Автор для связи: (тел.: +7 (831) 462-32-17; эл. почта:
kat802@rambler.ru).
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низма, легли в основу концепции о необходимости
селективной нейтрализации TNF [9–11]. На ее ос-
нове были разработаны биспецифические анти-
тела, позволяющие селективно нейтрализовать
TNF из определенных клеточных источников, не
препятствуя при этом реализации защитных функ-
ций данного цитокина, тем самым, увеличивая
эффективность анти-TNF-терапии. Так, создан-
ные на основе наноантител биспецифические аген-
ты, связывающие и блокирующие человеческий
TNF на поверхности миелоидных клеток за счет
взаимодействия с маркерной молекулой F4/80, по-
казали высокую эффективность на культуре мак-
рофагов in vitro и в модели острого септического
шока in vivo на гуманизированных по гену TNF
мышах [12]. Однако перенос данной модели на
человека осложнен тем фактом, что человеческий
ортолог F4/80 (EMR1) экспрессируется не только
моноцитами/макрофагами, но в большей степе-
ни гранулоцитарными клетками [13]. Поэтому
важной задачей для создания новых биспецифи-
ческих антител является поиск дополнительных
молекул-мишеней на миелоидных клетках. В ка-
честве одной из таких молекул-мишеней была
рассмотрена молекула CD11b [14], ортолог кото-
рой (Mac-1) характерен для популяции моноци-
тов/макрофагов человека и не продуцируется
эозинофилами. Однако ранее полученные анти-
TNF антитела, способные связываться с молеку-
лой CD11b, обладали более низкой эффективно-
стью нейтрализации TNF по сравнению с анти-
F4/80 VHH-содержащими белками [15], поэтому
для увеличения эффективности биспецифиче-
ских антител в настоящей статье мы рассмотрели
возможность введения в их доменный состав до-
полнительного TNF-узнающего модуля (Vhh41),
связывающего TNF с высокой аффинностью [16].
Таким образом, нами были созданы и изучены
трехдоменные антитела, обладающие специфично-
стью в отношении TNF за счет наличия двух раз-
личных анти-TNF VHH-доменов: ahTNFVHH [4] и
Vhh41 [16], а также в отношении поверхностных
маркеров миелоидных клеток F4/80 и CD11b за
счет наличия aF4/80 VHH, либо aCD11bVHH до-
менов соответственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе работы были сконструированы генети-

ческие конструкции для продукции трехдомен-
ных антител TFV и TCV в бактериальной системе,
структура которых схематически представлена на
рис. 1. Дизайн генетических конструкций и полу-
чение белков подробно описаны в разделе “Экс-
периментальная часть”. Анализ гомогенности
полученных белков проводили с помощью дена-
турирующего электрофореза в ПААГ (рис. 2а, 2б)
и вестерн-блоттинга (рис. 2в).

Эффективность связывания полученных трех-
доменных антител с молекулами F4/80 и CD11b
на поверхности макрофагов оценивали с помо-
щью метода проточной цитофлуориметрии. В экс-
перименте использовали макрофаги, полученные
из костного мозга гуманизированных по гену TNF
мышей, у которых человеческий TNF (hTNF) про-
дуцируется вместо мышиного. В ходе экспери-
мента анализировали уровень флуоресцентного
сигнала от макрофагов, проинкубированных с
трех- или с аналогичными им двухдоменными бел-
ками, затем с рекомбинантным hTNF, и, наконец,
с детектирующими флуоресцентно-меченными
антителами к hTNF. Интенсивность флуоресцент-
ного сигнала была пропорциональна количеству
макрофагов, связанных с белками-блокаторами.
Таким образом, уровень сигнала косвенно харак-
теризовал эффективность связывания белков с
ФНО и поверхностными белками на макрофагах.
Было показано, что введение дополнительного
модуля способствует повышению эффективно-
сти взаимодействия антител TFV и TCV с макро-
фагами по сравнению с MYSTI-2 и MYSTI-3, в 10
и 6 раз соответственно (рис. 3).

Способность трехдоменных антител удержи-
вать на поверхности мышиных макрофагов про-
дуцируемый ими TNF оценивали, анализируя ко-
личество свободного TNF в культуральной среде
клеток методом иммуноферментного анализа. Эф-
фективность удержания цитокина связанными с
клетками биспецифическими антителами в дан-
ном эксперименте обратно пропорциональна его
уровню в супернатанте (рис. 4). В случае кон-
трольных образцов (культуральной среды макро-

Рис. 1. Схема доменного состава биспецифических белков ahTNFVHH–aF4/80VHH–Vhh41 (TFV) и ahTNFVHH–
aCD11bVHH–Vhh41 (TCV).
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фагов без добавления биспецифических антител)
при инкубации с липополисахаридом происходи-
ло резкое увеличение концентрации TNF в среде
(рис. 4). Для всех исследуемых белков наблюдал-
ся более низкий уровень TNF по сравнению с
контролем, причем количество TNF в среде по-
вышалось с понижением концентрации биспеци-
фических белков (рис. 4б). Кроме того, трехдо-

менные блокаторы TNF оказались способны удер-
живать этот цитокин на поверхности макрофагов с
эффективностью, сравнимой с эффективностью
двухдоменного белка MYSTI-2 и превышающей
эффективность белка MYSTI-3.

Биологическую активность белков in vitro ис-
следовали в ходе цитотоксического (МТТ) теста

Рис. 2. Примеры типичной электрофореграммы (SDS-ПААГ) и вестерн-блоттинга трехдоменных антител: М – маркер
молекулярных масс (Page Ruler Unstained Protein Ladder, кат. № 26614, Thermo Fisher Scientific). а – образцы с разных
стадий очистки белков на примере TFV методом металл-хелатной аффинной хроматографии: 1 – лизат клеток, 2 –
фракция не связавшихся в ходе хроматографии белков, 3 – элюируемый белок TFV. б – образцы очищенных белков
TCV (дорожка 1) и TFV (дорожка 2). в – вестерн блоттинг образцов белков TFV (дорожка 1) и TCV (дорожка 2).
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Рис. 3. Эффективность связывания биспецифических белков-блокаторов TNF с макрофагами гуманизированных по
гену TNF (huTNFKI) мышей. Уровень флуоресцентного сигнала пропорционален количеству связавшихся с клетками
анализируемых белков. Cравнительный анализ флуоресценции клеток, инкубированных с: TFV или MYSTI-2 (а),
TCV или MYSTI-3 (б). К – уровень автофлуоресцентного сигнала от клеток, обработанных мечеными PE-антителами
против человеческого TNF.
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на клетках линии WEHI-164 (рис. 5). Наиболее
показательными характеристиками биологиче-
ской активности в данном эксперименте являются
значения IC50, которые для белков MYSTI-3 и TCV
составили: 3.451 и 0.536 нМ, а для MYSTI-2 и
TFV – 4.5 и 21.9 нМ соответственно. Таким обра-
зом, эффективность трехдоменного белка, со-
держащего aCD11b VHH-домен, оказалась выше
эффективности его двухдоменного аналога.

Таким образом, введение дополнительного
TNF-узнающего модуля (Vhh41) в доменный со-
став биспецифических белков позволило суще-
ственно увеличить эффективность удержания
фактора некроза опухоли на поверхности макро-
фагов гуманизированных мышей, и, кроме того, в
составе anti-CD11b VHH-содержащего антитела
увеличило TNF-нейтрализующий потенциал муль-

тиспецифической конструкции по сравнению с его
двухдоменным аналогом MYSTI-3 в тестах in vitro.

В целом, результаты исследования показали,
что идея конструирования биспецифических
антител с увеличенным количеством TNF-связы-
вающих участков является перспективной: эта
особенность трехдоменных антител впоследствии
может быть использована для создания прототи-
пов лекарств для терапии воспалительных забо-
леваний, связанных с гиперэкспрессией данного
цитокина.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. Штамм DH5α E. coli с геноти-
пом F– ϕ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 recA1
endA1 hsdR17( ) phoA supE44 λ– thi-1K Kr , m− +

Рис. 4. Сравнение количества свободного TNF в культуральной среде макрофагов, проинкубированных с 1 мкМ (а) и
0.25 мкМ (б) биспецифических белков и липополисахаридом. На диаграмме представлены средние значения со стан-
дартными отклонениями. * ‒ статистически значимые отличия (p < 0.05), n.s. ‒ статистически не значимые отличия.

LPS–

LPS+

70

500
400

1200

1000
800

50

30

60

40

20
10
0

(б)

К
он

це
нт

ра
ци

я 
T

N
F,

 п
г/

м
л

*

n.s.

MYSTI-2 TFV TCV MYSTI-3 K(Mph)

LPS–

LPS+

70

800

1000

1200

600

50

30

60

40

20
10
0

(a)

К
он

це
нт

ра
ци

я 
T

N
F,

 п
г/

м
л

n.s. *

MYSTI-2 TFV TCV MYSTI-3 K(Mph)



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 3  2020

ТРЕХДОМЕННЫЕ АНТИТЕЛА 265

gy-rA96 relA1, Rosetta2(DE3)ΔSlyD/X E. coli с ге-
нотипом F– ompT hsdSB( ) gal dcm ΔSlyD/X
(DE3) pRARE2 (CamR), плазмидный вектор
pET28b+ (Novagen), бактотриптон (Amresco,
США); хлорид натрия (Helicon, Россия); хлорид
никеля (Helicon, Россия); дрожжевой экстракт
(Amresco, США); бакто-агар “Difco” (США); ага-
роза (Helicon, Россия); β-меркаптоэтанол (Heli-
con, Россия); Triton X-100 (Panreac Applichem,
Германия); акриламид и метиленбисакриламид
(Helicon, Россия); ИПТГ (Helicon, Россия); ЭДТА
(Serva, Германия); SDS (Panreac Applichem, Гер-
мания); имидазол (Panreac Applichem, Германия);
диметилсульфоксид (Panreac Applichem, Герма-
ния); персульфат аммония (Panreac Applichem,
Германия); ТЕМЕD (Panreac Applichem, Герма-
ния); глицерин – “PanReac” (Германия); канами-
цин (ПАО “Биохимик”, Россия); хлорамфеникол
(Sigma-Aldrich, США); смола для металл-аффин-
ной хроматографии – “Ni-NTA Superflow” фир-
мы “GE Healthcare” (Великобритания); Tris (Am-
resco, США); HEPES (Amresco, США); L-арги-
нин (Диаэм), гуанидина гидрохлорид (Amresco,
США); глутатион окисленный (Amresco, США);
глутатион восстановленный (Amresco, США); бы-
чий сывороточный альбумин (Panreac Applichem,
Германия); сухое обезжиренное молоко (Nonfat
dried milk powder, Panreac Applichem); наборы
стандартов молекулярного веса ДНК (“Thermo
Scientific”, США); наборы стандартов молекуляр-
ного веса белков (“Thermo Scientific”, США); на-
бор для проведения клонирования по методу

B Br m− −
Гибсона Gibson assambly cloning kit (NEB), набор
реактивов для секвенирования: BigDye™ Termi-
nator v3.1 Cycle Sequencing Kit (“Thermo Scientif-
ic”, США); набор для иммуноферментного ана-
лиза Human TNFα ELISA Ready-SET-Go! (eBio-
science, США); anti-4His-HRP антитела (MACS,
Miltenyi Biotec, Германия); наборы West Dura Ex-
tended Duration Substrate (SuperSignal, США) и
ECL Western Blotting Substrate (Promega, США);
DPBS (1×) (Gibco), RPMI Medium 1640 (1×) (Gib-
co), DMEM (1×) (Gibco), HS (hourse serum, Gib-
co), L-глутамин (ПанЭко, Россия), смесь анти-
биотиков пенициллин/стрeптомицин (ПанЭко,
Россия).

Дизайн генетических конструкций TCV и TFV,
кодирующих блокаторы TNF с трехдоменной
структурой, осуществляли с использованием па-
кета программ DNA Star Lasergene (DNA Star
Madison, WI, USA) (рис. 1). Получение ДНК-кон-
струкций целевых белков проводили с помощью
стандартных методов молекулярной биологии.
Экспрессионные плазмиды были получены на ос-
нове вектора pET28b (Novagene). Последователь-
ности олигонуклеотидных праймеров (табл. 1) бы-
ли синтезированы компанией ООО “ДНК-син-
тез” (г. Москва). Анализ последовательностей
ДНК отдельных клонов клеток, трансформиро-
ванных продуктом реакции, проводили с помо-
щью электрофореза в 1.5% агарозном геле с по-
следующим секвенированием плазмидной ДНК
(ABI Prism 310 Genetic Analyzer). Полученные ге-
нетические конструкции использовали для транс-

Рис. 5. Графики зависимости выживаемости клеток WEHI-164 от концентрации биспецифических антител, нейтра-
лизующих действие экзогенного TNF в ходе цитотоксического (МТТ) теста. Сравнительный анализ TNF-нейтрали-
зующей активности белков TFV и MYSTI-2 (а), а также белков TCV и MYSTI-3 (б).
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формации клеток экспрессионного штамма Ro-
setta2(DE3)ΔSlyD/X E. coli [17].

Получение белков. Колонии Rosetta2(DE3)ΔSlyD/
X E.coli культивировали в жидкой среде LB, со-
держащей селективные антибиотики, в течение
ночи при 37°С и 150–200 об./мин, затем перено-
сили в соотношении 1 : 10 в свежую среду LB и куль-
тивировали в течение 1.5 ч при 37°С и 150 об./мин
до достижения оптической плотности суспензии
0.6–0.7 ОЕ при 600 нм. Индукцию экспрессии
проводили изопропил-β-D-1-тиогалактопира-
нозидом (0.5 мМ) в течение 19–20 ч при 20°С и
150 об./мин. Затем культуру осаждали центрифу-
гированием при 9000 об./мин в течение 15 мин и
проводили выделение белков. Полученный осадок
ресуспендировали в буфере, содержащем 25 мМ
HEPES (pH 7.0), 500 мМ хлорида натрия, 6 М гидро-
хлорида гуанидина, 10% глицерина, 1% TritonX-100,
5 мМ имидазола, 1 мМ 2-меркаптоэтанола. Полу-
ченную суспензию дезинтегрировали с помощью
QSonica Q55 (QSonica sonicators, США), далее
центрифугировали лизат в течение 20–30 мин
при 9000 об./мин и проводили очистку методом
аффинной хроматографии с помощью сорбента
Ni-NTA Superflow (GEHealthcare, Великобрита-
ния). Для удаления несвязавшихся с хроматогра-
фическим матриксом белков использовали рас-
твор, содержащий 15 мМ имидазола. Далее осу-
ществляли рефолдинг белков на колонке путем
формирования ступенчатого градиента гидрохло-
рида гуанидина от 6 М до 0 М с использованием
буферных растворов, содержащих 25 мМ HEPES
(pH 7.0), 500 мМ хлорида натрия, 10% глицерина,
0.4 М L-аргинина, 1 мМ восстановленного глута-
тиона и 0.1 мМ окисленного глутатиона. После
полного удаления хаотропного агента проводили
элюцию белков, используя буферный раствор со-
става: 25 мМ HEPES (pH 7.0), 500 мМ хлорида на-

трия, 10% глицерина, 0.4 М L-аргинина, 500 мМ
имидазола, 1 мМ 2-меркаптоэтанола. Элюат диа-
лизовали против буфера, содержащего 25 мМ
HEPES (pH 7.0), 150 мМ хлорида натрия, 5% гли-
церина, 1 мМ 2-меркаптоэтанола. Препараты бел-
ков после диализа концентрировали с помощью
концентраторов Amicon Ultra 15 (Merck Millipore
Ltd) с MWCO 5000 Da. Белковые препараты ана-
лизировали стандартным методом электрофореза
в 12% полиакриламидном геле с последующей
окраской раствором CoomassieR250 [16], а также
методом Вестерн-блоттинга с использованием
антител anti-4His-HRP (MACS, Miltenyi Biotec,
Германия). Для визуализации результатов ис-
пользовали West Dura Extended Duration Substrate
(SuperSignal, США).

Оценка связывания антител с лигандами мето-
дом проточной цитофлуориметрии. Макрофаги,
полученные из костного мозга (BMDM) гумани-
зированных по гену TNF мышей [18, 19], культи-
вировали в чашках Петри в течение 10 дней в среде
DMEM, содержащей 20% (об./об.) лошадиной сы-
воротки, 30% (об./об.) кондиционированной сре-
ды от клеток L929, L-глутамин (292 мкг/мл), пени-
циллин (100 ед./мл) и стрептомицин (100 мкг/мл).
Клетки промывали и удаляли с поверхности ча-
шек ледяным фосфатно-солевым буфером (PBS),
подсчитывали количество клеток с помощью ка-
меры Горяева (погибшие клетки отличали от жи-
вых окрашиванием трипановым синим). Блоки-
ровку Fcγ-рецепторов осуществляли специфи-
ческими антителами TruStain FcX™ (anti-mouse
CD16/32) Antibody (кат. № 101319, Biolegend,
США), затем клетки последовательно инкуби-
ровали (30 мин, 4°C) с полученными антителами
(4 мкМ), рекомбинантным человеческим TNF
(100 мкг/мл) (30 мин, 4°C) и c мечеными фикоэ-
ритрином (PE) антителами против человеческого

Таблица 1. Используемые в работе олигонуклеотидные праймеры

Праймер Последовательность

hTNF GC_F TTAACTTTAAGAAGGAGATATAATGTCCCAAGTTCAGCTTCAAG
hTNF GC_R CGCCTCCAGAGCCTCCACCGCCAGAGCCACCTCCTCCCGCGCCGGCAGAAGAAACAGTCAC
VHH41 GC_F CCGCAACCACAACCAAAACCACAACCAAAACCTGAACCAGAAAGCGGATCCATGGCTCAGG

TGCAGCTGGTG
VHH41 GC_R CGATCCTCGGCCGGAAGCGTAGTCCGGAACGTCGTACGGGTAGCGGCCGCTGGAGAC
pET28 GC_F TCCGGACTACGCTTCCGGCCGAGGATCGCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
pET28 GC_R CTTGAAGCTGAACTTGGGACATTATATCTCCTTCTTAAAGTTAA
F4/80 GC_F GGCTCTGGCGGTGGAGGCTCTGGAGGCGGTGGCTCCATGGCCCAGGTGCAGCTGCAG
F4/80 GC_R GTTGTGGTTTTGGTTGTGGTTGCGGTTGTGGTTGTGGTTTTGGTTGTGGTTGGGGTATC

TTGGGTTCTGAGGAGACGGTGACCTGGGTCC
CD11b GC_F TCTGGCGGTGGAGGCTCTGGAGGCGGTGGCTCCATGAGCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTC
CD11b GC_R GTTGTGGTTTTGGTTGTGGTTGCGGTTGTGGTTGTGGTTTTGGTTGTGGTTGGGGTATC

TTGGGTTCGCCACCGGTTTCCGGCAGTCCTC
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TNF-α (Biolegend, США) (30 мин, 4°C). Образцы
анализировали на проточном цитофлуориметре
Cytoflex S (Beckman Coulter, США) с использова-
нием программного обеспечения CytExpert 2.0
(Beckman Coulter, США).

Оценка удержания TNF активированными мак-
рофагами. Макрофаги, полученные описанным
выше методом, культивировали в 96-луночных
планшетах (Corning® 96-WellMicroplates, Corning,
США) из расчета 105 клеток на лунку и инкубиро-
вали в течение ночи при 37°С и 5% СО2. После
промывания полной средой DMEM клетки инку-
бировали с анализируемыми белками (2 мкМ) или
DMEM (30 мин, 37°C, 5% CO2) в качестве контроля.
Затем клетки стимулировали (4 ч, 37°C, 5% CO2) ли-
пополисахаридом (LPS, Sigma-Aldrich, L2630) в до-
зе 100 нг/мл для продукции клетками фактора не-
кроза опухоли (TNF). После этого супернатант
переносили в лунки 96-луночного планшета (Corn-
ing Costar, Corning, США) и измеряли концентрацию
TNF с помощью набора HumanTNF-αELISAReady-
SET-Go® (eBioscience, США) согласно протоколу
производителя.

Цитотоксический МТТ-тест. Исследование
TNF-ингибирующей активности полученных ре-
комбинантных белков проводили с помощью ци-
тотоксического МТТ-теста на клеточной линии
WEHI-164, чувствительной к действию человече-
ского TNF [20]. Клетки переносили в 96-луночные
культуральные планшеты (Corning® 3788 96-Well
Polystyrene Microplates, Corning, США) из расчета
2 × 103 клеток на лунку. Рекомбинантный hTNF до-
бавляли в концентрации 100 ед./мл, исследуемые
антитела – в серийных разведениях 1 мМ–2 пМ.
После 24 ч инкубации добавляли 3-(4,5-диметилти-
азол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолийбромид (MTT)
(Sigma-Aldrich, США) в концентрации 4 мкг/мл и
инкубировали в течение 4 ч, после чего кристаллы
формазана растворяли в 10% (мас./об.) SDS в
ДМСО с добавлением уксусной кислоты, и измеря-
ли оптическую плотность (OD) при 570 нм с помо-
щью спектрофотометра Multiskan EX (ThermoFisher
Scientific, США). Далее рассчитывали процент
живых клеток и отображали полученные значе-
ния на кривых нелинейной регрессии с исполь-
зованием программного обеспечения Prism 5
(GraphPad, США).

Статистическая обработка результатов. Стати-
стический анализ полученных результатов прово-
дили с помощью U-критерия Манна–Уитни.
Статистически значимыми считали различия
между группами при уровне значимости p < 0.05.
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Three-Domain Antibodies against Tumor Necrosis Factor: Biological Activity in vitro
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The aim of this work was to evaluate novel three-domain antibodies consisting of two domains specific for
human tumor necrosis factor (hTNF), and of the third domain responsible for binding to myeloid cells. The
additional hTNF-binding domain should serve to increase the biological activity of new antibodies. Capacity
of these proteins to bind hTNF on the macrophage surface and to neutralize its biological activity in vitro was
assessed.
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СПИД/ВИЧ представляет угрозу жизни людей и серьезную проблему для здравоохранения, которая
требует поиска новых противовирусных препаратов. Бис-индоловый алкалоид воакамин был выде-
лен ранее из Voacanga africana Stapf. В данной работе химические сдвиги воакамина в спектрах 1H и
13C ЯМР были уточнены с помощью 1D и 2D ЯМР. Абсолютная конфигурация воакамина была
подтверждена методом рентгеноструктурного анализа (излучение CuKα). Противовирусная актив-
ность по отношению к ВИЧ воакамина была исследована in vitro методом определения сродства к
белку оболочки вируса gp120 с помощью ППР визуализации. Результаты исследования подтвержда-
ют, что воакамин является перспективным природным агентом против СПИДа/ВИЧ.

Ключевые слова: воакамин, Voacanga africana Stapf, gp120, анти-ВИЧ
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Выявлен эффект проскальзывания праймерной цепи в реакции элонгации праймера на гомополи-
мерной матрице при использовании модифицированных аналогов dUTP. Эффект наблюдается при
использовании Vent(exo-) ДНК полимеразы и в заметной степени подавляется добавлением к реак-
ционной смеси природных нуклеотидов dATP (2'-дезоксиаденозинтрифосфат), dCTP (2'-дезокси-
цитидинтрифосфат ) и dGTP (2'-дезоксигуанозинтрифосфат).
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ВВЕДЕНИЕ
Модифицированные 2'-дезоксинуклеозид три-

фосфаты нашли широкое применение при отбо-
ре высокоаффинных ДНК аптамеров методом
SELEX [1]. В качестве модифицированных нук-
леотидов чаще всего используют аналоги 2'-дез-
оксиуридинтрифосфата (dUTP), содержащие мо-
дификацию в положении 5 урацила. Эффектив-
ность аналога в качестве субстрата ДНК полимераз
оценивается, как правило, в реакции элонгации
праймера.

Одной из основных характеристик модифици-
рованного субстрата является его способность к
многократному встраиванию с образованием пол-
ностью модифицированного участка. Для оценки
этого параметра в реакции элонгации праймера
используют ДНК-матрицу, содержащую гомопо-
лимерный участок типа (dA)n. Однако, как пока-

зано в настоящей работе, при использовании
гомополимерной матрицы интерпретация резуль-
татов может осложняться из-за эффекта про-
скальзывания цепи (slippage). При исследовании
субстратных характеристик новых модифициро-
ванных нуклеотидов на основе амидов аминоал-
лил-dUTP мы обнаружили выраженный эффект
проскальзывания праймерной цепи.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе мы использовали олиго-

нуклеотидную модель, содержащую в матричной
цепи фрагмент dA20 (рис. 1, а). Объектами насто-
ящего исследования были неприродные аналоги
dUTP (рис. 1, б), синтезированные нами ранее [2].
При проведении реакции удлинения праймера
Vent(exo-) ДНК полимеразой с аналогами dUTP об-
наружен эффект проскальзывания модифициро-
ванной цепи (рис. 2). Для dUTP (Ia) максималь-
ная длина модифицированной цепи превышала
длину матрицы на 15–16 нуклеотидов. Столь выра-
женный эффект наблюдался лишь при условии
добавления к реакционной смеси только непри-
родного нуклеотида. Введение в реакцию допол-
нительно смеси dATP, dCTP и dGTP ограничивает
число избыточных нуклеотидов до 6–7 (рис. 2б).

Сокращения: dUTP – 2'-дезоксиуридинтрифосфат; dTTP –
2'-дезокситимидинтрифосфат; dATP – 2'-дезоксиаденоз-
интрифосфат; dCTP – 2'-дезоксицитидинтрифосфат;
dGTP – 2'-дезоксигуанозинтрифосфат; SELEX (systematic
evolution of ligands by exponential enrichment) – системати-
ческая эволюция лигандов путем экспоненциального обо-
гащения.
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Несколько менее выраженный эффект проскаль-
зывания наблюдался для двух других нуклеотидов
(Iб, Iв). Природный dTTP достраивает праймер до
размера матрицы с небольшой примесью N + 1 про-
дукта в присутствии Taq ДНК полимеразы. Одна-
ко, при использовании Vent(exo-) полимеразы
для природного нуклеотида также наблюдается
заметный эффект проскальзывания.

Проскальзывание цепей при репликации ча-
сто наблюдается на микросателлитных участках
ДНК, содержащих короткие повторы (1–6 п.о.).
Это явление лежит в основе механизма возникно-
вения коротких indel мутаций (insertions/dele-

tions). Исследования показывают, что увеличение
длины повторяемого фрагмента или уменьшение
количества повторов снижают вероятность про-
явления эффекта [3]. Важным фактором, способ-
ствующим проявлению проскальзывания, явля-
ется стабилизация выпетленных конфигураций
ДНК, способных к дальнейшей элонгации. Ста-
билизация может осуществляться за счет образо-
вания выпетливаний с классическими парами
оснований, мисматчами или с неканонической
структурой [4–6]. Эффект проскальзывания цепи
для неприродных аналогов не обнаружен нами в
литературе. Структура модифицированных нук-
леотидов I (а–в) допускает участие амидных
фрагментов в стабилизации выпетливаний на не-
природном участке цепи. Обнаруженный эффект
проявляется в условиях, заметно отличающихся
от условий отбора аптамеров. В силу этого пред-
полагается, что он не оказывает заметного влия-
ния на результаты селекции с использованием
неприродных трифосфатов. Однако проскальзы-
вание может заметно искажать результаты оцен-
ки субстратной эффективности неприродных
нуклеотидов, особенно в случае малоэффектив-
ных субстратов, когда наблюдаемая максималь-
ная длина неприродной цепи не превышает раз-
мера матрицы.

Рис. 1. Строение модифицированных 2'-дезоксиури-
дин-5'-трифосфатов (I): (а) R = C2H5; (б) R = н-C3H7;
(в) R = н-C4H9, использованных в реакции элонгации
праймера.
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Рис. 2. Электрофоретическое разделение продуктов реакции элонгации праймера c dUTP (Ia) с Vent(exo-) ДНК-поли-
меразой при добавлении только модифицированного нуклеотида (а) или смеси модифицированного нуклеотида с
dATP, dCTP и dGTP (б). Анализ выполнен в денатурирующем полиакриламидном геле (20%) при 50°С. Дорожки 1 и
2 – контроли с dTTP и Vent (exo-) (3 ч) и Taq (1 ч) ДНК полимеразой соответственно. Дорожки (3–7) соответствуют
времени проведения реакции 10 с, 1 мин, 5 мин, 30 мин и 3 ч. Дорожка 8 – праймер. Цифрами отмечена разница длин
выбранного фрагмента и праймера. Модифицированные цепи отличаются меньшей подвижностью при электрофоре-
зе по сравнению с природной ДНК.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реакцию достраивания праймера проводили
с использованием матрицы М и праймера А
(приведены последовательности 5'-3'): (М):
(A)20-TTG-TCA-CTC-AGA-CCA-ACT-CCC-T; (Р):
Су3-A-ACA-GTG-AGT-CTG-GTT-GAG-GGA. Ре-
акцию элонгации праймера проводили в реак-
ционной смеси (25 мкл), содержащей 4 мкM
праймера, 4 мкM матрицы, модифицирован-
ный dUTP (IIIа–г) в концентрации 200 мкМ и
Vent(exo-) ДНК-полимеразу (NEB, США) в коли-
честве 5 ед. акт. в буфере Thermopol™ при темпе-
ратуре 72°С. Время элонгации варьировали от 10 с
до 3 ч. Продукт реакции разделяли электрофоре-
зом в денатурирующих условиях. Детекцию про-
водили в диапазоне флуоресценции красителя
Cy3 с возбуждением при 535 нм и регистрацией
при 580 нм.
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Slippage of the Primer Strand in Primer Extension Reaction
with Modified 2'-Deoxyuridine Triphosphates
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An effect of primer strand slippage was observed in primer extension reaction due to replacement of thymi-
dine triphosphate for modified analogues of dUTP. The effect was detected when using Vent(exo-) DNA
polymerase. It is notably suppressed by adding to reaction mixture the natural nucleotides dATP, dCTP, and
dGTP.
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ПРОИЗВОДНЫЕ 5-(ПЕРИЛЕН-3-ИЛЭТИНИЛ)УРАЦИЛА
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Синтезирован 5-(перилен-3-илэтинил)уридин и показана способность данного вещества, а также
известных соединений (5-(перилен-3-илэтинил)-2'-дезокси-уридина, 5-(перилен-3-илэтинил)-
арабино-уридина и 1-карбоксиметил-3-пивалоилоксиметил-5-(перилен-3-илэтинил)урацила) эф-
фективно ингибировать репродукцию возбудителей респираторных заболеваний: вируса гриппа А,
вируса парагриппа (тип 3) и респираторно-синцитиального вируса человека в культуре клеток.

Ключевые слова: периленилэтинилурацильные соединения, нуклеозиды, ненуклеозидные производные,
противовирусная активность, вирус гриппа А, респираторные вирусы
DOI: 10.31857/S0132342320030215

ВВЕДЕНИЕ
Респираторные заболевания являются суще-

ственной проблемой, ухудшающей состояние здо-
ровья населения земного шара. Наиболее опасен
среди них вирус гриппа, который является при-
чиной ежегодных эпидемий (около миллиарда за-
болевших, из них до 5 млн – в тяжелой форме, до
0.65 млн умерших) [1, 2]. В историческом про-
шлом он вызывал несколько глобальных панде-
мий, в том числе “испанку” 1918 года, ставшую
причиной смерти около 50 миллионов человек [3].
Причина эпидемиологической опасности вируса
гриппа кроется в его высокой мутационной из-
менчивости и разнообразии экологических путей
его циркуляции [4].

Несмотря на то, что фармакологический рынок
заполнен разнообразными средствами против

простуды и гриппа, большинство из них являют-
ся симптоматическими средствами и не оказыва-
ют ингибирующее воздействие непосредственно
на возбудитель. Этиотропными противовирусны-
ми являются три группы препаратов – блокаторы
М2-канала (амантадин и ремантадин), ингибито-
ры нейраминидазы (осельтамивир и занамивир),
а также ингибиторы протеазы (балаксовир марбок-
сил и фавиперавир). Препараты первой группы в
настоящее время утратили свой потенциал в ка-
честве противогриппозных средств, в связи с
высокой устойчивостью к ним циркулирующих
штаммов [5]. Лекарства второй группы до сих пор
остаются в основном эффективными, однако по-
явление и распространение резистентных штам-
мов возможно. Например, в 2008 г. в Норвегии
68% изолятов вируса гриппа A (H1N1) оказались
устойчивы к осельтамивиру [6]. Третья группа
противогриппозных средств пока не зарегистри-
рована в России. Следует отметить, что все три

#  Автор для связи: (тел.: +7 (499) 724-67-15; эл. почта: v-kor-
shun@yandex.ru).

УДК 615.218.8
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группы препаратов, а также молекулы новейшей
разработки [7] направлены на мишени белковой
природы.

Вирус парагриппа (PIV) и респираторно-син-
цитиальный вирус (RSV) хоть и не вызывают та-
кой высокой летальности среди заболевших, как
вирус гриппа, тем не менее представляют собой
опасность, особенно для пациентов групп высо-
кого риска – детей дошкольного возраста, пожи-
лых людей и лиц с нарушениями работы иммун-

ной системы. Этиотропных лекарственных пре-
паратов для лечения заболеваний, вызванных
этими патогенами, не существует, лечение только
симптоматическое.

Таким образом, имеется насущная необходи-
мость разработки новых эффективных средств
борьбы с респираторными вирусами. Особенно
интересны могут быть препараты, принципиаль-
но отличающиеся от существующих по механиз-
му действия.

Ранее мы обнаружили, что периленовые про-
изводные урацильных нуклеозидов dUY11 (I) и
aUY11 (II) обладают высокой активностью в от-
ношении широкого спектра оболочечных виру-
сов: простого герпеса 1 и 2 типа, Синдбиса, гепа-
тита С, везикулярного стоматита [8–11], клеще-
вого энцефалита [12], африканской чумы свиней
[13], а также вируса гриппа А серотипов H1N1 и
H3N2 [14]. Несмотря на формально нуклеозид-
ную структуру, имеются данные в пользу “ненук-
леозидного” механизма антивирусного действия
веществ (I) и (II). Были предложены две основ-
ные гипотезы: 1) внедрение в липидную мембра-
ну вириона, механическое нарушение ее реологи-
ческих свойств, приводящее к ингибированию
проникновения генетического материала вируса
в клетку (акта слияния липидных мембран вири-
она и клетки) [9–11]; 2) фотосенсибилизация ге-
нерации синглетного кислорода, который окис-
ляет ненасыщенные липиды в мембране вирио-
на, не имеющего систем ее репарации [15]. Обе
гипотезы объясняют широкий спектр активности
периленовых производных в отношении оболо-
чечных вирусов, имеют консенсус по поводу ми-
шени (внешняя липидная оболочка вириона) и
подразумевают фармакофорную сущность пери-
леновой части молекулы. Действительно, углевод-
ный фрагмент в таких соединениях не является не-
обходимым условием пртивовирусной активно-
сти. Недавно мы продемонстрировали активность

ненуклеозидного производного cm1pUY11 (III) в
отношении оболочечных вирусов – простого гер-
песа типа 1 [11] и клещевого энцефалита [14]. Та-
ким образом, липидная природа предполагаемой
мишени противовирусного действия перилено-
вых производных кардинально отличает их от
упомянутых выше трех групп препаратов для ле-
чения гриппа.

Рибонуклеозид (IV) ранее не был описан. Так-
же ранее не проводилось тестирование противо-
вирусной активности периленсодержащих соеди-
нений по отношению к другим респираторным
вирусам. Целью данной работы был синтез рибо-
производного (IV) и получение данных по проти-
вовирусной активности соединений (I)–(IV) для
вируса гриппа А и двух других респираторных ви-
русов: парагриппа типа 3 и респираторно-синци-
тиального.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Соединение (IV) был получено в четыре ста-

дии из уридина (V) (схема 1). Периленилэтиниль-
ные производные нуклеозидов обладают малой
растворимостью в большинстве растворителей,
что затрудняет их препаративную очистку с помо-
щью колоночной хроматографии. Поэтому обычно
применяют ацильные защиты для гидроксильных
групп углеводного фрагмента, что позволяет по-
высить растворимость продукта sp–sp2 сочетания
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и проводить его хроматографическую очистку по-
сле этой стадии [8, 11, 15, 16]. В качестве такой за-
щитной группы была выбрана изобутирильная.
Ацилирование уридина изомасляным ангидри-
дом привело к 2',3',5'-O-ацилзащищенному нук-
леозиду (VI), который далее галогенировали в
5-иодпроизводное (VII). Последний алкинили-
ровали 3-этинилпериленом в условиях реакции
Соногаширы с образованием продукта (VIII), ко-
торый имел достаточную растворимость для удоб-
ной очистки с помощью колоночной хроматогра-

фии на силикагеле. Для удаления защитных
групп соединение (VIII) подвергали щелочному
гидролизу в мягких условиях, получая целевой
рибонуклеозид rUY11 (IV). Как и другие периле-
нилэтинильные производные нуклеозидов, ве-
щество (IV) весьма мало растворимо в воде, но
достаточно растворимо в DMSO. Растворы веще-
ства (IV) обладают яркой желто-зеленой флуорес-
ценцией, характерной для периленилэтинилура-
цильных производных.

Схема 1. Реагенты и условия реакции: i) изомасляный ангидрид, 4-диметиламинопиридин (DMAP), пиридин, 
83%; ii) иод, нитрат аммония-церия(IV) (CAN), ацетонитрил, 80°C, 93%; iii) 3-этинилперилен, тетракис(трифе-

нилфосфин)палладий(0), иодид меди (I), триэтиламин, DMF, 78%; iv) карбонат калия, метанол, 85%.

Для соединений (I)–(IV) проводили тестиро-
вание противовирусной активности in vitro в от-
ношении вирусов гриппа А, парагриппа человека
типа 3 и респираторно-синцитиального вируса.
Данные по их противовирусной активности и ци-
тотоксичности приведены в табл. 1.

Из представленных в табл.1 данных видно, что
цитотоксичность препаратов на обеих культурах
клеток оказалась в целом сходной. При этом три
из четырех исследованных препаратов являются
низкотоксичными для клеточной культуры (CC50
колебалось в пределах 492–998 мкМ), в то время как
ненуклеозидное соединение cm1pUY11 (III) про-
явило существенно более выраженные цитоток-
сические свойства, что, возможно, связано с на-
личием пивалоилоксиметильной группы, кото-
рая может распадаться до свободного пивалата и
угнетать обмен L-карнитина в клетках [17].

Значения EC50 для всех препаратов оказались
также сходными и колебались в пределах от 0.5 до
7.1 мкМ, что приводило к высоким значениям ин-
декса селективности (SI). Для всех тестирован-
ных соединений индекс селективности превысил
пороговое значение 10, которое позволяет счи-
тать препарат перспективным для дальнейших

исследований, даже несмотря на высокие значе-
ния CC50, как для препарата cm1pUY11.

Таким образом, все использованные в настоя-
щей работе соединения можно охарактеризовать
как имеющие высокие противовирусные свойства
в отношении вирусов гриппа, парагриппа и ре-
спираторно-синцитиального вируса при иссле-
довании in vitro на культурах клеток.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Все растворители и реагенты использовались без

дополнительной очистки. 3-Этинилперилен [8, 18],
а также соединения (I) [8], (II) [9, 19] и (III) [14]
синтезировали как описано ранее. 1H и 13C ЯМР-
спектры были получены на ЯМР-спектрометре
Bruker Avance III 500 МГц с отнесением сигналов
по пикам остаточных протонов в растворителях:
CDCl3 (7.26 м.д. для 1H и 77.16 м.д. для 13C) и DMSO-
d6 (2.50 м.д. для 1H и 39.52 м.д. для 13C). КССВ
приведены в герцах (Гц) для соответствующих
мультиплетов. УФ-спектры были получены на
спектрофотометре Varian Cary 100. Спектры флу-
оресценции получены на спектрометре Perkin El-
mer LS 55. Тонкослойная хроматография выпол-
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нялась на алюминиевых пластинах TLC Silica gel
60 F254 (Merck).

2',3',5'-O-триизобутирилуридин (VI). К раство-
ру уридина (5.00 г, 20.48 ммоль) и 4-диметилами-
нопиридина (20 мг) в сухом пиридине (35 мл) од-
ной порцией добавляли изомасляный ангидрид
(10.2 мл, 61.43 ммоль), после чего перемешивали
при комнатной температуре 24 ч, разбавляли ме-
танолом (5 мл) и упаривали в вакууме. Остаток
растворяли в дихлорметане (200 мл), промывали
насыщенным водным NaHCO3 (2 × 150 мл) и на-
сыщенным водным NaCl (150 мл). Органическую
фазу сушили Na2SO4, фильтровали и упаривали в
вакууме. Остаток очищали колоночной хромато-
графией на силикагеле (0 → 2% метанол в дихлор-
метане (об.)) и получали продукт VI (7.72 г, 83%) в
виде белой пены. Rf 0.65 (н-гексан–этилацетат,
1 : 1 (об.)). 1H ЯМР (500 MГц, CDCl3): δ 9.26 (с,
1H), 7.42 (д, J 8.1, 1H), 6.13–6.04 (м, 1H), 5.77 (д,
J 8.2, 1H), 5.33–5.28 (м, 2H), 4.42–4.26 (м, 3H),
2.67–2.49 (м, 3H), 1.26–1.08 (м, 18H). 13С ЯМР
(126 MГц, CDCl3): δ 176.44, 175.83, 175.81, 162.93,
150.29, 139.23, 103.47, 87.16, 80.53, 72.86, 70.23,
63.32, 34.11, 33.86, 33.79, 19.10, 19.05, 18.97, 18.88,
18.82, 18.80.

2',3',5'-O-триизобутирил-5-иодуридин (VII). К
раствору соединения (VI) (7.60 г, 16.72 ммоль) в
сухом ацетонитриле (210 мл) добавляли аммоний-
церий(IV) нитрат (9.17 г, 16.72 ммоль) и иод (2.49 г,
10.03 ммоль). Реакционную смесь перемешивали
при 80°C в течение 1 ч и упаривали в вакууме.
Остаток растворяли в этилацетате (200 мл) и про-
мывали насыщенным водным NaCl (100 мл). Ор-
ганическую фазу отделяли, промывали 5% водным
NaHSO3 (100 мл), сушили Na2SO4, фильтровали и
упаривали досуха. Остаток очищали колоночной
хроматографией на силикагеле (0 → 1% метанол в
дихлорметане (об.)) и получали продукт (VII)
(9.00 г, 93%) в виде белой пены. Rf 0.75 (н-гексан–
этилацетат, 1 : 1 (об.)). 1H ЯМР (CDCl3): δ 9.16 (с,
1H), 7.86 (с, 1H), 6.10 (д, J 5.9, 1H), 5.35–5.25 (м,
2H), 4.44 (дд, J 12.5, 3.1, 1H), 4.36 (кв, J 3.0, 1H),
4.30 (дд, J 12.5, 2.4, 1H), 2.74 (п, J 7.0, 1H), 2.59 (дп, J
21.1, 7.0, 2H), 1.26 (дд, J 7.0, 0.8, 6H), 1.19 (дд, J 6.9,
0.9, 6H), 1.15 (д, J 7.0, 6H). 13С ЯМР (CDCl3): δ
176.49, 175.84, 175.80, 159.69, 149.99, 143.63, 86.89,
80.96, 73.14, 70.28, 69.80, 63.22, 34.14, 33.87, 33.78,
19.36, 19.20, 18.97, 18.88, 18.81, 18.78.

2',3',5'-O-триизобутирил-5-(перилен-3-илэтинил)-
уридин (VIII). К раствору защищенного иодида
(VII) (280 мг, 0.48 ммоль) и 3-этинилперилена
(177 мг, 0.64 ммоль) в сухом DMF (13 мл) добавляли
тетракис(трифенилфосфин)палладий (67 мг,
0.058 ммоль), иодид меди(I) (22 мг, 0.12 ммоль) и
триэтиламин (268 мкл, 1.93 ммоль), после чего
трижды попеременно дегазировали и продували
аргоном. Реакционную смесь перемешивали при
35°C в течение 12 ч и упаривали досуха. Остаток
растворяли в этилацетате (30 мл) и промывали во-

дой (20 мл), промывали насыщенным водным
NaHCO3 (20 мл) и насыщенным водным NaCl
(20 мл). Органическую фазу сушили Na2SO4, филь-
тровали и упаривали в вакууме. Остаток очищали
колоночной хроматографией на силикагеле (толу-
ол–этилацетат) и получали продукт (VIII) (273 мг,
78%) в виде коричневой пены. Rf 0.55 (н-гексан–
этилацетат, 2 : 1 (об.)). 1H ЯМР (DMSO-d6): δ 11.96
(с, 1H), 8.51–8.33 (м, 4H), 8.33–8.23 (м, 2H), 7.90–
7.78 (м, 2H), 7.75–7.64 (м, 2H), 7.57 (т, J 7.7, 2H),
5.98 (д, J 4.6, 1H), 5.63–5.51 (м, 1H), 5.43 (с, 1H),
4.37 (с, 3H), 2.69–2.54 (м, 3H), 1.15–1.04 (м, 18H).
13С ЯМР (DMSO-d6): δ 175.79, 174.94, 161.38,
149.32, 143.73, 134.21, 133.84, 131.43, 131.06, 130.60,
130.09, 129.79, 128.76, 128.42, 127.93, 127.81, 127.62,
127.06, 127.02, 125.72, 121.74, 121.49, 121.38, 120.34,
119.19, 99.26, 91.13, 88.22, 88.01, 79.48, 72.50, 69.39,
62.71, 33.22, 33.07, 18.79, 18.69, 18.62, 18.54, 18.51.

5-(Перилен-3-илэтинил)уридин (IV). К раство-
ру соединения (VIII) (250 мг, 0.34 ммоль) в пири-
дине (2 мл) добавляли одной порцией насыщен-
ный водный K2CO3 (2 мл). Реакционную смесь
перемешивали в течение 10 ч при 45°C, разбавля-
ли водой (2 мл). Выпавший осадок отфильтровы-
вали, промывали водой (5 мл), этанолом (2 мл) и
диэтиловым эфиром (5 мл), сушили в вакууме и
получали продукт (IV) (151 мг, 85%) в виде корич-
невого порошка. Rf 0.40 (CH2Cl2–MeOH, 1 : 1
(об.)). 1H ЯМР (500 MГц, DMSO-d6) δ 8.58–8.21
(м, 6H), 7.82 (д, J 7.7, 2H), 7.74–7.61 (м, 2H), 7.55
(т, J 7.8, 2H), 5.84 (д, J 4.2, 1H), 5.70–4.93 (м, 2H),
4.19–3.97 (м, 2H), 3.89 (д, J 4.5, 1H), 3.83–3.57 (м,
2H). 13С ЯМР (126 MГц, DMSO-d6): δ 143.53,
134.15, 133.71, 130.81, 130.58, 130.14, 129.99, 129.89,
128.35, 128.15, 127.73, 127.67, 127.56, 126.90, 126.87,
126.04, 121.31, 121.26, 121.06, 120.24, 120.19, 98.81,
98.09, 89.76, 88.94, 84.44, 73.94, 69.28, 60.41. УФ
(96% EtOH, λmax, нм (ε, М–1 см–1)): 268 (27800),
291 (25000), 320 (16 400), 339 (16000), 369 (12800),
457 (18200), 513 (1600). Флуоресценция (96%
EtOH, λmax, нм) (возб. для эм. на 560 нм): 239, 289,
363, 440, 514; (эм. при возб. на 490 нм): 552.

Измерение противовирусной активности
в отношении вируса гриппа

Для исследования использовали клеточную
культуру MDCK и штамм вируса гриппа
A/PR/8/34 (H1N1). Препараты растворяли в
DMSO (2000 мкг/мл), разбавляли культураль-
ной средой до концентрации, соответствующей
CC50 (концентрация препарата, вызывающая ги-
бель 50% клеток), после чего из данного раствора
была приготовлена серия 3-кратных разведений.
На поддерживающей среде готовили разведение
вируса, соответствующее множественности зара-
жения (m.o.i.) = 1.

Культуру клеток промывали средой и наноси-
ли на нее препарат в объеме 100 мкл на лунку в со-
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ответствующей концентрации, инкубировали в
течение 1 ч в темноте в СО2-инкубаторе при 37°С
и 5% СО2, добавляли вирус в количестве 100 мкл
после чего инкубировали в течение 24 ч в СО2-ин-
кубаторе при 37°С и 5% СО2.

По окончании срока инкубации из каждой про-
бы готовили серию последовательных 10-кратных
разведений (10–1–10–7) в поддерживающей среде,
которые наносили на суточный монослой культу-
ры клеток, после чего инкубировали в течение 72 ч
в СО2-инкубаторе при 37°С и 5% СО2.

Титр вируса определяли с помощью реакции
гемагглютинации, для чего культуральную среду
переносили в соответствующие лунки иммуноло-
гических планшетов с U-образным дном и добав-
ляли равный объем 1% суспензии куриных эрит-
роцитов в физиологическом растворе. По истече-
нии 40 мин визуально оценивали наличие или
отсутствие гемагглютинации в лунках. Титр виру-
са был рассчитан по методу Рида и Менча [20] и
выражен в 50% тканевых инфекционных дозах
(ТИД50) на 100 мкл объема. Противовирусная ак-
тивность препарата оценивали по снижению тит-
ра вируса в опыте по сравнению с контролем.

Измерение противовирусной активности
в отношении вируса парагриппа

и респираторно-синцитиального вируса
Для исследования были взяты клеточная куль-

тура НЕр-2 и штаммы вируса парагриппа III v2932
и респираторно-синцитиального вируса А2. Пре-
параты растворяли в DMSO (2000 мкг/мл) и далее
в культуральной среде до концентрации, соответ-
ствующей CC50, после чего из исходного раствора
была приготовлена серия 3-кратных разведений.
На поддерживающей среде готовили серию
10-кратных разведений вируса (10–1–10–7).

Культуру клеток промывали средой, наносили
препарат в объеме 200 мкл на лунку в соответствую-
щей концентрации, инкубировали в течение 1 ч при
температуре 37°С и 5% СО2, препараты удаляли и
наносили снова по 100 мкл на лунку в двойной кон-
центрации и сразу же добавляли по 100 мкл вируса,
инкубировали в течение 1 ч при температуре 37°С и
5% СО2, смывали вирус, наносили препараты в из-
начальной концентрации и инкубировали в тече-
ние 6 суток при температуре 37°С и 5% СО2.

Титр вируса определяли с помощью клеточно-
го иммуноферментного анализа (cell-ELIZA).
Для проведения анализа, клеточная культура фик-
сировалась холодным 80% ацетоном в течение
15 мин, промывалась с помощью буфера PBS-T.
Затем на нее наносили раствор первичных мыши-
ных антител к белку НN вируса парагриппа, ин-
кубировали 2 ч при комнатной температуре при
непрерывном перемешивании, промывали буфе-
ром, наносили вторичные антимышиные антитела
и снова инкубировали в течение 2 ч при непрерыв-

ном перемешивании. Антитела отмывали и наноси-
ли субстрат-хромогенную смесь с 3,3',5,5'-тетраме-
тилбензидином (TMB). Через 5 мин реакцию оста-
навливали с помощью 0.1 М серной кислоты и
оценивали оптическую плотность раствора при
длине волны 450 нм. Наличие заражения определя-
ли по превышению значения оптической плотно-
сти образца по сравнению с контролем. Титр вируса
был рассчитан по методу Рида и Менча [20].

Измерение цитотоксичности
Для каждого вещества из исходного сток-рас-

твора в DMSO (2000 мкг/мл) разбавлением куль-
туральной средой готовили серию последователь-
ных двукратных разведений. Культуру клеток
промывали средой, наносили на нее препарат в
объеме 100 мкл на лунку в соответствующей кон-
центрации и инкубировали в течение 24 ч при
температуре 37°С и 5% СО2. Клетки промывали
раствором PBS и наносили раствор 3-(4,5-диме-
тилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолийбромида
(MTT) на поддерживающей среде в концентра-
ции 0.5 мкг/мл и инкубировали в течение 1.5 ч
при температуре 37°С и 5% СО2, раствор МТТ
удаляли, растворяли осадок в 96% этиловом спир-
те и определяли оптическую плотность раствора
при длине волны 535 нм на планшетном ридере
Wallas Perkin Elmer. На основании полученных
данных с помощью программного обеспечения
GraphPad Prizm 5.0 определяли CC50.
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февраль 2020 г) человечество столкнулось с внезапной
вспышкой острого респираторного заболевания со зна-
чительной летальностью, вызываемого оболочечным ко-
ронавирусом SARS-CoV-2. На данный момент (28.02.20)
заболевание зарегистрировано во многих странах и суще-
ствует угроза пандемии [21]. Неожиданное появление но-
вого вируса и его быстрое распространение подтверждает
актуальность разработки противовирусных терапевтиче-
ских препаратов широкого спектра, мишенью которых
являлся бы липидный бислой оболочечных вирусов.
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5-(Perylen-3-Ylethynyl)uracil Derivatives Inhibit Reproduction of Respiratory Viruses
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5-(Perylen-3-ylethynyl)uridine has been synthesized and its ability to inhibit effectively the reproduction of
respiratory disease pathogens influenza A virus, parainfluenza virus (type 3) and human respiratory syncytial
virus in cell culture was shown, along with known compounds, 5-(perylen-3-ylethynyl)-2'-deoxy-uridine,
5-(perylen-3-ylethynyl)-arabino-uridine and 1-carboxymethyl-3-pivaloyloxymethyl-5-(perylen-3-ylethynyl)uracil.

Keywords: perylenylethynyluracil compounds, nucleosides, non-nucleoside derivatives, antiviral activity, influenza A
virus, respiratory viruses
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Гемолизин II (HlyII) – один из патогенных факторов Bacillus cereus. Гемолизин II отличается от по-
роформирующих токсинов со структурой типа β-баррель наличием С-терминальной аминокислот-
ной избыточности из 94 остатков (CTD). Роль CTD в формировании мембранной поры и лизисе
клеток не ясна, хотя известно, что удаление этой части белка значительно уменьшает гемолитиче-
скую активность. Получена представительная панель моноклональных антител против рекомби-
нантного CTD, узнающих полноразмерный HlyII. Использование полученных моноклональных
антител позволило показать, что CTD способен связываться с эритроцитами.

Ключевые слова: бактериальные цитолизины, доменная структура, моноклональные антитела, порооб-
разующие токсины
DOI: 10.31857/S013234232003029X

ВВЕДЕНИЕ
Bacillus cereus способен вызывать пищевые

отравления и раневые инфекции чаще у людей с
ослабленным иммунитетом и является одной из
распространенных причин внутрибольничных
инфекций. Секретируемые бактерией токсины,
образуют наноразмерные поры в клеточных мем-
бранах, что приводит к утечке клеточных компо-
нентов. Одним из факторов вирулентности услов-
но-патогенного микроорганизма B. cereus является
порообразующий токсин гемолизин II (HlyII) [1].
Цитолитическая активность гемолизина II была
изучена в клеточных культурах, эритроцитах [2],
плоских бислойных мембранах [3], гепатоцитах
мыши [4], а также дафниях [5] и харовых водорос-
лях [6]. В зрелом состоянии этот токсин является
гомологом α-токсина Staphylococcus aureus с 38%-
ной идентичностью на уровне аминокислот [1].
HlyII по сравнению с α-токсином S. aureus имеет

С-концевое удлинение из 94 аминокислотных
остатков, обозначаемых как CTD (С-терминаль-
ный домен) [1, 7]. Делеционный вариант HlyII,
лишенный CTD, обладает в 8 раз меньшей гемо-
литической активностью на эритроцитах кролика
по сравнению с интактным HlyII [7]. Механизм,
согласно которому этот домен влияет на активность
HlyII, неизвестен. При поиске белков (BLAST),
имеющих аминокислотную гомологию с С-кон-
цевым доменом, обнаружен лишь один участок
плазмидной локализации у Bacillus anthracis, ко-
торый является фрагментом гена с неизвестной
функцией. Фрагмент, соответствующий остат-
кам 337–410 в HlyII, обнаружен в плазмиде XO1
(ID последовательности: AJH43116.1, 29.73% иден-
тичности последовательности гипотетического
белка AW20_5667 B. anthracis str. Sterne) [8]. Этот
факт может указывать на возможность горизон-
тального переноса генетической информации и
его селективного закрепления в составе гемоли-
зина [9]. Наличие С-концевой избыточности ра-
нее описано для некоторых порообразующих
белков Vibrio species. Характерные домены с лек-
тин-подобной пространственной структурой, свя-
зывают гликановые рецепторы на поверхности

 Сокращения: CTD – C-терминальный домен гемолизи-
на II Bacillus cereus; МА – моноклональные антитела; тИФА –
твердофазный имунноферментный анализ; PBS – фосфат-
но-солевой буфер; PBST – PBS, содержащий 0.1% Tween 20.

#  Автор для связи: (тел.: +7 (926) 592-11-89; эл. почта:
nrudkova@mail.ru).
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клеток-мишеней [10, 11]. Подобное расположе-
ние CTD в молекуле HlyII B. cereus позволяет
предположить его важность при связывании с
мембранами клеток инфицированного организ-
ма для обеспечения локального повышения кон-
центрации токсина, обеспечивающего образова-
ние препоры. Однако, отсутствие гомологии ами-
нокислотной последовательности в С-концевых
доменах токсинов B. cereus и V. species [12] не поз-
воляет предположить, что С-концевой домен HlyII
функционирует по аналогичному механизму.

Данная работа посвящена, получению МА к
CTD, и выяснению с их помощью возможной
роли CTD во взаимодействии с эритроцитами
кролика.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Получение моноклональных антител к CTD. Для

получения МА в качестве антигена был использо-
ван рекомбинантный препарат CTD. При созда-
нии генетической конструкции вспомогательный
His-tag был размещен на С-конце молекулы,
предполагая, что данная последовательность не
будет влиять на функции белкового домена. В
работе [9] показано, что пространственная струк-
тура CTD уникальна для пороформирующих
токсинов и состоит из нескольких β-тяжей, орга-
низованных в бочкоподобную структуру с α-спи-
ралями внутри. C-концевые аминокислоты моле-
кулы CTD не участвует в формировании общей
структуры домена. Эта модель была получена с по-
мощью ЯМР мутантной формы CTD, в которой
пролин в 405 положении заменен на метионин.
Такая замена обеспечила существование только
транс-изомера CTD, что позволило создать его
пространственную модель.

При иммунизации CTD возникли проблемы.
Длительная иммунизация животных CTD не при-
водила к развитию значимого иммунного ответа,
только одна особь из 4 экспериментальных групп
после девятой иммунизации (группа № 2) демон-
стрировала высокое содержание специфических
антител в сыворотке крови – около 1/1000000. Титр
остальных при этом составлял не более 1/32000.
Титры сывороток иммунных мышей определяли
методом непрямого тИФА на планшетах с иммо-
билизованным CTD. Высокий титр свидетель-
ствовал о формировании достаточного пула
плазматических клеток для получения гибридом-
ных клеточных линий, стабильно продуцирую-
щих МА, как in vitro, так и in vivo. Спленоциты
особи, демонстрирующей высокий уровень спе-
цифических антител в сыворотке крови, были ис-
пользованы в качестве источника лимфоцитов
для получения гибридом, секретирующих МА про-
тив CTD, по методу Келлера и Мильштейна [13].
Отбор гибридом, секретирующих специфичные
антитела, проводили непрямым тИФА по взаи-

модействию надклеточных супернатантов с им-
мобилизованным на иммунопланшеты CTD. Ото-
браны 27 гибридом, которые были дважды клони-
рованы методом лимитирующих разведений. По
результатам оценки пролиферативной активно-
сти и стабильности продукции антител было ото-
брано 24 стабильных гибридомных клона, секре-
тирующих МА против CTD. Все полученные ан-
титела содержали в своем составе легкую цепь κ
(каппа), 22 принадлежали к классу G, подклассу 1,
тяжелая цепь HlyIIС-18 и HlyIIС-40–IgG2b. В им-
муноблоттинге все МА взаимодействовали как с
CTD, так и с интактным HlyII (рис. 1).

Взаимодействие CTD с эритроцитами. Несмот-
ря на то, что в настоящее время нет информации
о возможной функции CTD, логично предполо-
жить наличие способности взаимодействовать с
прокариотическими клетками. МА были исполь-
зованы для подтверждения этого предположения.
Эксперимент проводили с использованием в ка-
честве модели эритроцитов кролика. Взаимодей-
ствие CTD с эритроцитами определяли в составе
иммунных комплексов CTD-МА-bio, схема экс-
перимента представлена на рис. 2. В качестве
отрицательного контроля использовали не иммун-
ные иммуноглобулины мыши биотинилированные
так же, как и МА. Для эксперимента использовали
биотинилированные МА: HlyIIС-15, HlyIIС-16,
HlyIIС-23, HlyIIС-30, HlyIIС-34, HlyIIС-37. Им-
мунные комплексы (CTD-МА-bio) добавляли к
суспензии эритроцитов. После часовой инкуба-
ции либо при 20°С, либо при 37°С эритроциты
трижды отмывали избытком PBS, содержащим
5% бычьей сыворотки для удаления возможного
неспецифического взаимодействия CTD с эрит-
роцитами. Комплексы эритроцитов со связавши-
мися иммунными комплексами разрушали обра-
боткой 0.1 М Gly HCl, pH 2.5. После удаления
дебриса центрифугированием супернатанты ней-
трализовали 1 М Трис-HCl, pH 8.0. Наличие ан-
тител в супернатантах свидетельствовало о взаи-
модействии CTD в составе иммунных комплек-
сов с эритроцитами. Антитела в супернатантах
выявляли методом тИФА по взаимодействию с
иммобилизованными на иммунопланшеты анти-
телами кролика против иммуноглобулинов мы-
ши. Биотинилированные антитела детектировали
стрептавидин-пероксидазой. Полученные ре-
зультаты представлены в виде диаграммы на рис.
3. В лизатах эритроцитов выявлялись МА
HlyIIС-16 и HlyIIС-23, следовательно, иммунные
комплексы CTD c этими антителами связывались
с эритроцитами, а сами антитела не препятство-
вали связыванию CTD с эритроцитами. Относи-
тельное содержание HlyIIС-23 было на 48% ниже,
чем HlyIIС-16, что может указывать на взаимо-
действие с неидентичными эпитопами. Взаимо-
действие CTD с мембранами эритроцитов носило
температурно-зависимый характер. При комнат-
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Рис. 1. Взаимодействие МА против CTD с HlyII–His6 в иммуноблоттинге. Над треками указаны названия МА. Левый
трек – стандарты молекулярных масс.
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ной температуре содержание антител в суперна-
тантах падало на 29%, по сравнению с данными,
полученными после инкубации при 37°С, что
свидетельствовало о более низкой эффективно-
сти взаимодействия CTD с эритроцитами при по-
нижении температуры. МА HlyIIС-15, HlyIIС-30,
HlyIIС-34 и HlyIIС-37 не детектировались в су-
пернатантах. Этот результат позволяет предполо-
жить, что их эпитопы на поверхности белка рас-
положены таким образом, что эти МА в составе
иммунных комплексов не позволяют CTD взаи-
модействовать с эритроцитами. Взаимодействие
CTD с эритроцитами наблюдали только при ис-
пользовании определенных антител (HlyIIС-16 и
HlyIIС-23), эпитопы которых на молекуле домена
не влияли на его связывание с клетками. Этот
факт указывает на то, что взаимодействие CTD
ориентировано относительно поверхности эрит-
роцита.

Таким образом, экспериментально доказано,
что CTD способен взаимодействовать с эритро-
цитами, и это явление не связано со случайным
налипанием CTD на поверхность эритроцитов.
Использование биотинилированых антител к CTD
позволило заключить, что гемолизин II обладает
дополнительной функциональной активностью –
адгезией к поверхности эукариотических клеток,

а сам CTD играет существенную роль в этом про-
цессе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Штаммы, плазмиды и ферменты. E. coli BL21

(DE3) (Novagen, Германия) была использована
для трансформации pET29b(+) (Novagen, Герма-
ния). Эндонуклеазы рестрикции KpnI и NdeI
(Thermo Scientific, Waltham, MA США), T4-DNA
лигаза (NEB, США), белковые маркеры (Abcam,
Англия) и ДНК электрофорезные маркеры (Fer-
mentas, Литва), TaqSE-ДНК полимераза, (SibEn-
zyme, Россия), dNTP смесь (Thermo Scientific,
Waltham, MA США). Encyclo-ДНК полимераза
(Evrogen, Россия). Эндотоксин экстрактор (Си-
лекс, Россия). Конъюгат антител козла с перок-
сидазой хрена (Thermo Scientific, США). Конъ-
югат стрептавидина с пероксидазой хрена (Thermo
Scientific, США). Тотальную ДНК Bacillus cereus
ATCC 14579 использовали в качестве матрицы.

Экспрессия и очистка CTD His6. ПЦР-продукт,
кодирующий CTD был клонирован с использова-
нием вектора pET29b (+) по сайтам NdeI и KpnI.
Все конструкции были подтверждены секвениро-
ванием ДНК. Последовательность ДНК, кодиру-
ющая CTD, была амплифицирована с помощью
праймеров:

CTD_KpnI_Rev: 5'-TTAGGTACCGATCTGTTTAATCTCGATA
CTD_NdeI_For: 5'-TTACATATGGATAACCAAAAAGCCCTT.

Используемые гены и праймеры были произ-
ведены коммерчески (Евроген, Россия). Амино-
кислотная последовательность CTD-His6 состоя-

ла из C-концевой избыточности HlyII, тромбино-
вого сайта, шести остатков гистидина и линкера.
Экспрессию CTD-His6 E. coli BL21 (DE3) индуци-
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Рис. 2. Взаимодействие CTD с кроличьими эритроцитами, тИФА. Схема эксперимента.
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Рис. 3. Относительное содержание биотинилированных МА против CTD в лизатах эритроцитов после взаимодей-
ствия иммунных комплексов CTD-МА с мембранами эритроцитов. Результаты представлены за вычетом фоновых
значений в присутствии биотинилированных нормальных иммуноглобулинов мыши.
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ровали при достижении культурой оптической
плотности при 600 нм 0.5–0.6, добавляя изопропил-
β-D-1-тиогалактопиранозид до конечной концен-
трации 1 мМ при 37°C. Далее проводили культи-
вирование с аэрацией в течение 3 часов. Очистку
CTD проводили согласно [14]. Концентрации
белков определяли согласно [15].

Непрямой твердофазный иммуноферментный
анализ. Антиген CTD сорбировали в течение но-
чи при 4°C из концентрации 1 мкг/мл в 0.05 М
карбонатном буфере (рН 9.6) на поверхность лу-
нок планшетов для ИФА (Costar, США). Перед
нанесением образцов свободные центры связы-
вания пластика блокировали 30 мин 1% (w/v) рас-
твором желатина в PBST, инкубацию антител с
антигеном проводили 1 ч при 37°C. Добавляли
конъюгат антител козла против иммуноглобули-
нов мыши с пероксидазой хрена в PBST, в разве-
дении согласно инструкции производителя. По-
сле каждой стадии планшеты отмывали PBST не
менее 6 раз. В качестве субстрата пероксидазы ис-
пользовали 4 мМ раствор орто-фенилендиамина
(Sigma, США) в цитрат-фосфатном буфере (26 мМ
лимонная кислота, 50 мМ Na2HPO4, рН 5.0),
содержащем 0.003% (v/v) Н2О2. После развития
окраски реакцию останавливали добавлением рав-
ного объема 10% (v/v) серной кислоты и опреде-
ляли оптическое поглощение при 490 нм с по-
мощью фотометра iMark для микропланшетов,
BioRad. Значение оптического поглощения в
лунках без добавления специфических антител,
соответствующее неспецифическому связыванию
конъюгата с иммобилизованным антигеном (от-
рицательный контроль) вычитали из оптического
поглощения в экспериментальной лунке.

Получение моноклональных антител к CTD.
4 группы по 5 мышей линии ВALB/c иммунизи-
ровали интраперитонеально. Первую иммуниза-
цию проводили в полном адъюванте Фрейнда
(Sigma, США), последующие – в неполном адъ-
юванте, интервал между инъекциями составлял
2 недели. Дозы инъекции составляли: в первой
группе 15 мкг/одно животное, во второй – 45, в
третьей – 95, в четвертой – 45 с предварительной
обработкой антигена 0.25% глутаровым альдеги-
дом. Гибридизацию спленоцитов мыши и миело-
мы SP2/0 проводили с помощью полиэтиленгли-
коля по методу Келлера и Мильштейна [13].

Наработка и выделение моноклональных анти-
тел. МА выделяли аффинной хроматографией на
белок А сефарозе [16] из культуральных жидко-
стей гибридом, секретирующих МА.

Изотипирование антител. Определение типов
тяжелой и легкой цепи иммуноглобулинов про-
водили методом тИФА с помощью набора для
изотипирования иммуноглобулинов мыши “Rap-
id ELISA mouse mAb Isotyping Kit” (Termo scientif-
ic, США) согласно инструкции производителя.

Конъюгирование антител с биотином. Антитела
биотинилировали, используя раствор N-гидрок-
сисукцинимидного эфира биотина (Sigma, США)
в диметилсульфоксиде с концентрацией 1 мг/мл.
Эфир биотина добавляли с 20 кратным молярным
избытком. Смесь инкубировали 4 часа при ком-
натной температуре. Для удаления непрореагиро-
вавшего реагента смесь диализовали против PBS
в течение ночи. Определение активности биоти-
нилированных МА проводили методом непрямо-
го тИФА по взаимодействию с иммобилизован-
ным на пластик антигеном. Реакцию проявляли
стрептавидином, конъюгированным с перокси-
дазой хрена в разведении согласно инструкции
производителя. Для визуализации реакции также
использовали орто-фенилендиамин.

Иммуноблоттинг. Электрофоретическое разде-
ление белков проводили в 12% полиакриламид-
ном геле в присутствии β-меркаптоэтанола и SDS
по методу Лэммли [17] в камере типа Bio-Rad
MiniProtean Tetra System (Bio-Rad, США). В каче-
стве маркеров молекулярной массы использовали
“Prism Ultra Protein Ladder” (3.5–245 кДа). Элек-
трофорез в концентрирующем геле проводили
при силе тока 20 мА, в разделяющем – 100 мА.
Для получения иммуноэлектрофореграммы со-
держимое геля переносили на нитроцеллюлозную
мембрану Hybond ECL RPN 203D (GE Healthcare,
Швеция).

Взаимодействие CTD с эритроцитами, тИФА.
CTD инкубировали в концентрации 0.4 мкМ с
0.13 мкМ каждого из биотинилированных МА и
биотинилированных не иммунных IgG мыши в
присутствии 5% бычьей сыворотки, в PBS. Инку-
бацию проводили либо в течение двух часов при
комнатной температуре, либо 1 час при 37°С. К
реакционным смесям добавляли эритроциты до
концентрации 1% (v/v), инкубировали 1 час либо
при 37°С, либо при комнатной температуре. Да-
лее эритроциты трижды отмывали PBS, содер-
жащим 5% бычьей сыворотки, центрифугируя
2500 об./мин в течение 4 минут. Осадки эритро-
цитов лизировали 100 мкл 0.1 М Gly HCl, pH 2.5 в те-
чение 5 минут при перемешивании, затем центрифу-
гировали 10000 об./мин в течение 5 мин. Супер-
натанты отбирали и нейтрализовали 7.5 мкл 1 М
Трис-HCl, pH 8.0. рН контролировали универ-
сальной индикаторной бумагой, в каждый из них
вносили Tween 20 до концентрации 0.1%. Супер-
натанты вносили в лунки планшета для ИФА с
предварительно иммобилизованными антитела-
ми кролика против иммуноглобулинов мыши из
концентрации 8 мкг/мл. Далее реакцию проводи-
ли также как и тИФА. Связавшиеся антитела вы-
являли добавлением стрептавидина, конъюгиро-
ванного с пероксидазой хрена, в разведении со-
гласно инструкции производителя.
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C-Terminal Domain of Bacillus cereus HlyII Is Able to Interact with Erythrocytes
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prospekt Nauki 6, Pushchino, Moscow, 142290 Russia

**G.K. Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms, FSBIS FRC Pushchino Scientific
Centre of Biological Research, Russian Academy of Sciences, prospekt Nauki 5, Pushchino, Moscow, 142290 Russia

***Pushchino State Institute of Natural Sciences, prospekt Nauki 3, Pushchino, Moscow, 142290 Russia

Hemolysin II (HlyII) is one of the pathogenic factors of Bacillus cereus. With respect to the prototype of
β-barrel toxins, the α-toxin of S. aureus, this pore-forming protein has a C-terminal domain (CTD) of
94 amino acids. The role of CTD in membrane pore formation and cell lysis is not clear, although removal of
this portion of the protein is known to significantly reduce hemolytic activity. A representative panel of mono-
clonal antibodies against recombinant CTD recognizing full-length HlyII was obtained. Using the obtained
monoclonal antibodies, CTD was shown to bind to rabbit red blood cells.

Keywords: bacterial cytolysins, domain structure, monoclonal antibodies, pore-forming toxins
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Методом экспрессии в эукариотических клетках СНО получена внеклеточная часть рецептора
ErbB2 (extracellular domain ErbB2), являющегося одним из онкологических маркеров, а также мише-
нью для терапевтических антител. Внеклеточная часть рецептора была выделена из культуральной
жидкости с помощью металл-аффинной хроматографии и охарактеризована биохимическими и
иммунохимическими методами. Было показано, что выделенный рецептор состоит из мономерной,
димерной и тримерной форм. Олигомерные формы разделяли методом гель-фильтрации и характе-
ризовали по способности связывания с терапевтическим препаратом “герцептин”, являющимся
одним из основных препаратов терапии опухолей молочной железы. Полученный рецептор может
быть использован in vitro для иммунохимических экспериментов.

Ключевые слова: ErbB2, СНО, трастузумаб, SK-OV-3
DOI: 10.31857/S0132342320030306

ВВЕДЕНИЕ
Рецептор ErbB2 является одним из 4 белков,

входящих в семейство рецепторов эпидермально-
го фактора роста. Рецепторы этого семейства иг-
рают важную роль в клеточной миграции, проли-
ферации и дифференцировке. Повышенный
уровень экспрессии ErbB2, а также ErbB1 (EGFR)
обычно связан со злокачественным перерожде-
нием клеток и канцерогенезом. Увеличение экс-
прессии ErbB2 наблюдают для клеток раковых
опухолей молочной железы [1], легких [2, 3], шей-
ки матки, почек, прямой кишки, уротелия [4] и
других органов и тканей. У 32% пациентов с
ErbB2-позитивными опухолями наблюдаются он-

когенные мутации, расположенные преимуще-
ственно в I–II доменах внеклеточной части ре-
цептора [11] и тирозинкиназном домене [10].
Добавление к ErbB2-позитивным опухолевым
клеткам антисмысловых малых интерферирую-
щих РНК к мРНК гена ErbB2 приводит к умень-
шению скорости их пролиферации, увеличению
количества клеток, подверженных апоптозу, что,
в свою очередь, ведет к уменьшению роста опухо-
ли [12]. В связи с изложенными фактами, ErbB2
является перспективной мишенью для исследо-
вания и терапии ErbB2-позитивных опухолей. На
данный момент существует несколько препара-
тов, нацеленных на этот рецептор. Одним из пер-
вых препаратов, одобренных FDA, является мо-
ноклональное антитело “Трастузумаб” (торговая
марка “Герцептин”), которое взаимодействует с
IV внеклеточным доменом ErbB2, препятствует
димеризации рецептора [13] и функционирова-
нию его в качестве корецептора. Дополнитель-
ным механизмом действия антитела Трастузумаб

 Сокращения: ScFv-HSA – single-chain variable fragment –
human serum albumin; ecdErbB2 – внеклеточная часть ре-
цептора ErbB2 (extracellular domain ErbB2); ФБС(Т) – фос-
фатно-солевой буфер (с добавлением Tween-20); ТБС(Т) –
трис-солевой буфер (с добавлением Tween-20).

#  Автор для связи: (тел: +7 (977) 272-87-63; эл. почта: vla-
dislavrusia@yandex.ru).

УДК 577.112.083
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является антителозависимая клеточная цитоток-
сичность [14]. Известен также другой препарат –
Пертузумаб, являющийся моноклональным ан-
тителом, которое взаимодействует со II доменом
рецептора ErbB2. Поскольку эпитопы для этих
двух антител являются различными, то совмест-
ное использование препаратов этих двух антител
оказывает более существенный эффект ингибиро-
вания роста опухоли, нежели при монотерапии [15].
Помимо упомянутых препаратов антител, суще-
ствует несколько других полноразмерных анти-
тел и их фрагментов, связывающихся с рецепто-
ром ErbB2 и оказывающих противоопухолевое
действие. Например, Маргетуксимаб является хи-
мерным антителом, связывающимся с тем же эпи-
топом, что и Трастузумаб, но имеющим более
высокое сродство к Fc-рецепторам клеток им-
мунной системы, в результате чего противоопу-
холевый эффект, обусловленный антителозависи-
мой клеточной цитотоксичностью, оказывается
выше. На данный момент осуществляется актив-
ный поиск и разработка новых антител, нацелен-
ных на рецептор ErbB2, с увеличенными цитоток-
сичностью и противоопухолевым действием по
сравнению с существующими препаратами. На-
пример, на 2-ой стадии клинических испытаний
находится биспецифическое антитело MCLA-128.
Данное антитело связывается с двумя рецептора-
ми опухолевых клеток, ErbB2 и ErbB3 [22]. Суще-
ствует также ряд препаратов, представленных фраг-
ментами антител. На основе однодоменных антител
ламы было получено химерное антитело С3 [20],
содержащее вариабельный домен тяжелой цепи
ламы и Fc-фрагмент человеческого антитела. Та-
кой рекомбинантный белок лучше проникает в
твердые опухоли, чем полноразмерные антитела,
и обладает достаточным для терапевтического
применения периодом полувыведения из орга-
низма. Для увеличения периода циркуляции в
крови и доставки к опухолевым клеткам цитоток-
сических агентов, присоединенных к антителам
химическим путем, могут быть использованы ан-
титела формата ScFv-HSA (одноцепочечный
вариабельный фрагмент – человеческий сыво-
роточный альбумин) [21]. Еще одной группой
препаратов, воздействующих на рецептор ErbB2,
являются ингибиторы тирозинкиназы, которые
препятствуют перекрестному транс-фосфорили-
рованию и передаче сигнала внутрь клетки по
PI3K и MAPK-путям [16], что также приводит к
замедлению клеточной пролиферации и увеличе-
нию количества клеток, подверженных гибели
через апоптоз.

Молекула ErbB2 состоит из 1225 аминокислот
и обладает молекулярной массой в 134.9 кДа.
Структурно рецептор ErbB2 разделен на три ча-
сти: внеклеточную, внутриклеточную и трансмем-
бранную. Трансмембранная часть представлена
короткой α-спиралью, образованной аминокис-

лотами 653–675 [5]. Внутриклеточная часть (ами-
нокислоты 676–1255) образует тирозинкиназный
домен, играющий ключевую роль в передаче сигна-
ла с рецептора внутрь клетки. Внеклеточная часть
рецептора ErbB2 (ecdErbB2, аминокислоты 24–652)
состоит из 4 доменов с большим числом (25) ди-
сульфидных связей и содержит несколько участ-
ков гликозилирования [6]. У всех рецепторов се-
мейства Erb, за исключением ErbB2, домены I и
III образуют участок, связывающийся с лиган-
дом. В отличие от остальных рецепторов семей-
ства, лиганд для ErbB2 до сих пор неизвестен [7].
Согласно проведенным структурным исследова-
ниям I и III домены у рецептора ErbB2 находятся
в закрытой конформации, в которую остальные
рецепторы семейства переходят, связавшись с ли-
гандом. Такой переход из открытой в закрытую
конформацию приводит к тому, что плотные кон-
такты II и IV доменов нарушаются, высвобождая
на поверхности IV домена участки, являющиеся
ключевыми в димеризации рецептора [13]. Хотя
ErbB2 не способен связываться с лигандами, из-
вестными для остальных рецепторов семейства
ErbB, он может функционировать в качестве ко-
рецептора, при этом увеличивая сродство к ли-
гандам, что особенно важно для рецептора ErbB3,
у которого отсутствует тирозинкиназная актив-
ность [8, 9].

В связи со сложной структурой рецептора
ErbB2 его продукция с целью использования в
иммунохимических экспериментах или для им-
мунизации животных является непростой зада-
чей. Существует несколько подходов получения
данного белка. Одним из них является использова-
ние бактериальных бесклеточных систем экспрес-
сии. Такой способ позволяет получить очищенный
препарат белка, однако продуктивность бесклеточ-
ной системы является низкой, около 2 мкг/мл
реакционной смеси [18]. Другой подход описан в
статье Франклина и соавторов [19], при котором
сигнальные последовательности рецептора заме-
нялись на аналогичные последовательности гли-
копротеина D вируса герпеса. Очистка рецептора
из клеточных лизатов осуществлялась с помощью
антител к гликопротеину D. Часть рецептора, со-
стоящая из внеклеточных доменов, была получе-
на после присоединения соматотропина для улуч-
шения секреции рекомбинантного рецептора [13].
Такой подход потребовал отщепления сомато-
тропина и дополнительного этапа очистки с по-
мощью гель-фильтрации.

Вышеизложенные факты подтверждают, что
получение рецептора ErbB2 является трудоемким
процессом, а изучение его свойств является важ-
ной задачей для создания и разработки диагности-
ческих и терапевтических средств против ErbB2-
позитивных опухолей.
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РЫБЧЕНКО и др.

Целью нашей работы являлась разработка ме-
тода получения рекомбинантного белка внекле-
точной части рецептора ErbB2 (ecdErbB2) в боль-
ших количествах, по сравнению с известными
методами, без потери качества, необходимого для
тестирования терапевтических и диагностиче-
ских антител.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение рекомбинантного белка ecdErbB2

В представленной работе для получения гена
ErbB2 использовали ErbB2-позитивные клетки
цистаденокарциномы яичников человека линии
SK-OV-3, из которых выделяли тотальную мРНК
и осуществляли обратную транскрипцию для по-
лучения кДНК. На матрице кДНК с помощью
ПЦР амплифицировали фрагмент нуклеотидной
последовательности, кодирующий I–IV домены
ecdErbB2. Олигонуклеотиды, использованные
для амплификации фрагмента, были подобраны та-
ким образом, что фланкировали начало 2-го и ко-
нец 15-го экзона гена ErbB2 (NCBI, Genome Data
Viewer: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/).
Праймеры были проверены с помощью про-
граммы NCBI Primer-Blast (https://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) на отсутствие
неспецифических участков отжига в геноме
человека и китайского хомячка, клетки которого
(СНО) далее нами использовались для получения
рекомбинантного белка ecdErbB2. Во фрагмент
ДНК, содержащий нуклеотидную последова-
тельность ecdErbB2, мы вводили нуклеотидные
последовательности собственного лидерного
пептида (по N-концу рецептора для обеспече-
ния секреции белка в культуральную жидкость)
и шести гистидинов (по С-концу белка, после
аминокислот PINCTHSCV, для очистки этого
белка с помощью металл-аффинной хромато-
графии). Добавление лидерного пептида и гек-
сагистидиновой последовательности осуществ-
ляли в ходе двухстадийной полимеразной цеп-
ной реакции без предварительного получения
фрагментов, кодирующих лидерный пептид и
гексагистидиновой последовательности, с по-
мощью 5 праймеров (ERBB2LidF1, ERBB2LidF2,

ERBB2LidR1, ERBB2HisF1, ERBB2HisR1). Полу-
ченная конструкция была снабжена участками
узнавания эндонуклеаз рестрикции NheI и XhoI и
помещена в экспрессионный вектор pcDNA3.4
(Invitrogen, США) под контроль сильного промо-
тора CMV и терминатора тимидинкиназы, содер-
жащего сигнал полиаденилирования (TKpA)
(рис. 1). В результате была получена экспресси-
онная плазмида pcDNA3.4/ecdErbB2.

Полученную таким образом нуклеотидную по-
следовательность секвенировали по методу Сэнге-
ра, сравнили с последовательностью транскрипта
гена внеклеточной части ErbB2, находящуюся в ба-
зе данных NCBI (accession number NM_004448.3,
NCBI Gene Bank), обнаружили ее полное сов-
падение этим с геном в составе конструкции
pcDNA3.4/ecdErbB2. Для продукции белка ec-
dErbB2 была осуществлена транзиентная трасфек-
ция синхронизированной культуры клеток CНО.
Клетки культивировали в течении 14 суток, после че-
го осаждали центрифугированием, добавляли к су-
пернатанту азид натрия (1 мг/мл), PMSF (0.5 мг/мл)
и выделяли белок ecdErbB2 на металл-аффинном
носителе, уравновешенном ионами Co2+. Кон-
центрацию белка определяли по оптическому по-
глощению при 280 нм. Определенный уровень
продукции составил 10–30 мг/л культуры.

Биохимическая и иммунохимическая характери-
зация рекомбинантного белка ecdErbB2. Состав
белкового препарата, полученного на металл-аф-
финном носителе, оценивали методом гель-филь-
трации на хроматографической колонке c носи-
телем Superdex 200 GL. В ходе разделения препа-
рата наблюдали, что он состоит из трех пиков,
каждый из которых собирали в отдельную фрак-
цию (рис. 2а) Анализ препарата белка методом
ДСН-ПААГ электрофореза в невосстанавливаю-
щих условиях также показал наличие трех белков
с молекулярными массами 90, 180 и, предполо-
жительно 270 кДа. При добавлении в 4× буфера
для нанесения при подготовки проб для белково-
го электрофореза был использован 5% β-меркап-
тоэтанол. После этого вместо трех полос наблюда-
ли одну полосу с молекулярной массой 90 кДа
(рис. 2в), превышающей расчетную молекулярную
массу рекомбинантного белка ecdErbB2 (72 кДа).

Рис. 1. Схематическое изображение экспрессионной кассеты ecdErbB2 в составе плазмиды pcDNA3.4/ecdErbB2.
CMV – промотор цитомегаловируса, TKpA – терминатор тимидинкиназы, содержащий сигнал полиаденилирования,
6His – гексагистидиновая последовательность, Lid – лидерный пептид рецептора ErbB2, Kozak seq – последователь-
ность Козак, NheI, XhoI – участки узнавания эндонуклеаз рестрикции.
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Отличия в расчетной и экспериментально опре-
деленной молекулярных массах полноразмерно-
го рецептора ErbB2, отмеченные также в других
работах [23, 24], могут быть связаны с гликозили-
рованием внеклеточной части рецептора. По-
скольку в нашей работе при добавлении β-меркап-
тоэтанола белки с мол. массами 180 и 270 кДа дис-
социируют до белка с мол. массой 90 кДа, можно
предположить, что данные белки являются ди-
мерной и тримерной формами ecdErbB2. Так как
ecdErbB2 содержит большое количество дисуль-
фидных связей, то наличие выявленных олиго-
мерных форм, предположительно, вызвано их не-
корректным образованием в процессе фолдинга.
Для доказательства подлинности белка ecdErbB2
мы провели иммуноблоттинг белка с антителами
против гексагистидиновой последовательности,
находящейся в составе рекомбинантной молеку-
лы ecdErbB2. После электрофоретического разде-
ления препарата белка ecdErbB2, полученного
на металл-аффином носителе, в 10% полиакри-
ламидном геле белки из геля переносили на нит-
роцеллюлозную мембрану путем электрофорети-
ческого переноса (электроблота). Мембрану об-
рабатывали раствором БСА и инкубировали с
раствором антител против гексагистидиновой
последовательности, конъюгированных с перок-
сидазой хрена. Наличие окрашенной полосы с
молекулярной массой 90 кДа как в восстанавли-
вающих, так и невосстанавливающих условиях
подтверждает подлинность мономерной формы ec-
dErbB2 (рис. 2б).

Иммунохимическая характеристика 
рекомбинантного белка ecdErbB2

Полученные с помощью гель-фильтрации
фракции белка ecdErbB2 анализировали на нали-
чие способности связываться с препаратом “Гер-
цептин”, представленного антителом Трастузу-
маб, методом непрямого ИФА. Было показано,
что все три фракции (рис. 2а) способны связы-
ваться с этим антителом (рис. 3), что подтвержда-
ет наше предположение о том, что продукты с
молекулярными массами 180 и 270 кДа являются
димерной и тримерной формами ecdErbB2. Необ-
ходимо отметить, что олигомерные формы обла-
дают более высокими значениями эффективной
концентрации EC50 по сравнению с мономерной
фракцией. Значения EC50 составили 1.23, 1.13 и
0.66 мкг/мл для тримерной, димерной и моно-
мерной форм, соответственно. Можно предполо-
жить, что более низкая активность олигомерных
форм рецептора по сравнению с мономерной
формой вызвана тем, что часть эпитопов оказы-
вается недоступной для связывания с антителом.

Принимая во внимание, что все 3 формы белка
ecdErbB2, охарактеризованные гель-фильтацией,
присутствующие в препарате после выделения
металл-аффинной хроматографией, показывают
высокую активность связывания с антителом Трас-
тузумаб, можно сделать вывод о том, что предло-
женный нами метод позволяет получать быстро, в
одну стадию очистки, достаточные количества (10–
30 мг/л культуры) активного ecdErbB2 для имму-

Рис. 2. Оценка чистоты белкового препарата ecdErbB2. (а) Хроматограмма гель-фильтрации: линия 1 – разделение
препарата ecdErbB2 после металл-аффинной хроматографии, линия 2 – мономерная форма рекомбинантного белка
ecdErbB2 (фракция пика 3); (б) иммуноблот 4 мкг белкового препарата ecdErbB2 с анти-гексагистидиновым конъюга-
том, 1 – в невосстанавливающих условиях, 2 – в восстанавливающих условиях, М – маркеры молекулярных масс;
(в) электрофореграмма ecdErbB2 в 10% ДСН-ПААГ: 1, 2 – 4 и 1 мкг ecdErbB2 в невосстанавливающих условиях, 3, 4 –
4 и 1 мкг ecdErbB2 в восстанавливающих условиях, М – маркеры молекулярных масс.
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нохимических экспериментов. При этом допол-
нительный этап очистки методом гель-фильтра-
ции позволяет получить мономерную форму ec-
dErbB2, обладающую более низким значением
EC50 по сравнению с олигомерными формами.

ВЫВОДЫ

Для проведения иммунохимических экспе-
риментов был получен рекомбинантный белок
ecdErbB2 с уровнем продукции 10–30 мг/л, что
значительно превышает уровень продукции опи-
санный ранее [13, 18, 19]. Описанный в данной
статье способ получения ecdErbB2 является более
простым и удобным для получения данного ре-
комбинантного белка по сравнению с уже извест-
ными методами получения [13, 18, 19]. В работе
была сконструирована экспрессионная плазмида
pcDNA3.4/ecdErbB2 для продукции ecdErbB2 в
культуре эукариотических клеток СНО. В состав
экспрессионной кассеты вводили нуклеотидные
последовательности собственного лидерного пеп-
тида ErbB2 для обеспечения секреции в культу-
ральную жидкость и гексагистидиновой после-
довательности для очистки рекомбинантного
ecdErbB2 с помощью металл-аффинной хромато-
графии. Рекомбинантный белок ecdErbB2 полу-
чали путем транзиентной трансфекции культуры
клеток яичника китайского хомячка (СНО). Вы-
деленный на металл-аффинном носителе препа-
рат белка ecdErbB2 состоял из мономерной, ди-
мерной и тримерной форм, каждая из которых
связывала антитело трастузумаб. Полученный ре-
комбинантный белок ecdErbB2 может быть ис-
пользован для изучения свойств широкого спек-
тра антител и их производных, направленных к
рецептору ErbB2.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В представленной работе были использованы
следующие реактивы и штаммы бактерий: пита-
тельная среда OptiCHO (Invitrogen, США), раствор
пенициллин-стрептамицин-фунгизон (Anti-anti)
(Invitrogen, США), реагент TRIzol (GibcoBRL,
Шотландия), реагент для трансфекции lipofect-
amine 2000 (Invitrogen, США), однокомпонент-
ный субстрат тетраметилбензидин (TMB) (НПО
“Биотест Системы”, Россия), Tween-20, эндо-
нуклеазы рестрикции (Thermo Scientific или Fer-
mentas, Литва, США), ДНК-полимераза Tersus (Ев-
роген, Россия), обратная транскриптаза M-MuLV
(Thermo Scientific, США), вектор pAL-TA (Евро-
ген, Россия), вектор pcDNA3.4 (Thermo Scientific,
США), cоосадитель нуклеиновых кислот “satellite
red” (Евроген, Россия), набор Plasmid Miniprep
(Евроген, Россия), ФБС (10 мМ Na(H2PO4)–
Na2(HPO4), 137 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, рН 7.2,
Amresco, США), маркеры белковых масс для элек-
трофореза (Fermentas, Литва), нитроцеллюлозная
мембрана (ADVANTEC, Япония), антитело к гек-
сагистидиновой последовательности, конъюгиро-
ванное с пероксидазой хрена (ВНЦМДЛ, Россия),
проявляющий субстрат тетраметилбензидин (ЗАО
“НВО Иммунотех”, Россия), T4-ДНК-лигаза
(Thermo Scientific, США), DMSO (Sigma), бак-
тоагар, дрожжевой экстракт, триптон (BD, Фран-
ция), штамм E. coli XL1-Blue (a, b 3 recA1 endA1
gyrA96 thi_1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F' proABlacI-
qZΔM15 Tn10 (Tetr)]) (Stratagene, США). Другие
химические реактивы были получены из ком-
мерческих источников и использованы без пред-
варительной очистки.

Были использованы приборы: колонка (Bio-
Rad, 20 мл, объем носителя 1 мл) Co-NTA Сhelat-
ing Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, Швеция);
0.22 мкм PVDF фильтр Millex GV (Millipore, Ир-
ландия); планшеты для ИФА Nunc Maxisorp (Ther-
mo Scientific, США); колонка Superdex 200 GL,
объемом 23.5 мл (GE Healthcare); хроматограф Ak-
ta Pure 25 (GE Healthcare); система для вертикаль-
ного электрофореза Bio-Rad Mini-Protean 3 cell
(Bio-RAD, США); планшетный спектрофотометр
Microplate Reader 680 (BioRad, США).

Получение кДНК из клеток SK-OV-3. Выделе-
ние тотальной РНК осуществляли из 105 клеток
линии SK-OV-3 с помощью реагента TRIzol со-
гласно протоколу производителя. Качество полу-
ченной мРНК определяли по соотношению ко-
эффициентов поглощения А260/А280, принимая
допустимыми значения 1.95–2, и с помощью ме-
тода электрофореза нуклеиновых кислот в 1%
агарозном геле. Реакцию обратной транскрипции
осуществляли с помощью обратной транскрипта-
зы M-MuLV RT (Thermo Scientific, США) с Oli-
go(dT)18 праймером согласно протоколу произво-

Рис. 3. Определение связывания белка ecdErbB2 с ан-
тителом трастузумаб, полученного во фракциях после
разделения гель-фильтрацией (рис. 2а): 1 соответ-
ствует фракции 1, 2 – фракции 2, 3 – фракции 3.

1.8
1.6
1.4

1.0

0.6

1.2

0.8

0.4
0.2

0 100 200 300 400 500

3
2
1

О
пт

ич
ес

ка
я

пл
от

но
ст

ь 
пр

и 
45

0 
нм

Количество нанесенного
рецептора ErbB2, нг



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 3  2020

ПОЛУЧЕНИЕ ВНЕКЛЕТОЧНОЙ ЧАСТИ РЕЦЕПТОРА ErbB2 291

дителя. Полученную кДНК разделяли на аликво-
ты и хранили при –70°С.

Получение кодирующей последовательности
ecdErbB2. Нуклеотидную последовательность,
кодирующую I–IV внеклеточные домены рецеп-
тора ErbB2, амплифицировали на матрице
кДНК, полученной из клеток SK-OV-3. Реакцию
ПЦР осуществляли с помощью Tersus-полиме-
разы с праймерами ERBB2F2 GTGTGCACCGG-
CACAGACATGAAG и ERBB2R2 GGAGTGG-
GTGCAGTTGATGGGGC. При амплификации
использовали следующие параметры реакции: де-
натурация 92°С, 20 с; отжиг 55°С, 20 с; элонгация
72°С, 2 мин; количество циклов – 35. Продукты
реакции разделяли в агарозном геле методом
электрофореза нуклеиновых кислот и выделяли
фрагмент размером 1827 п. о. с помощью набора
для выделения ДНК из агарозного геля “Cleanup
Mini”. Выделенный фрагмент лигировали в
pAL2-T вектор при 12°С в течение ночи. Лигазной
смесью трансформировали приготовленные
электрокомпетентные клетки E. coli штамма XL-1
blue, высевали клетки на LB-агар с ампицилли-

ном (150 мкг/мл) и культивировали в течение но-
чи при 37°С. Колонии анализировали с помощью
бело-голубой селекции и ПЦР. Отобранные ко-
лонии культивировали в течение ночи в 10 мл LB-
среды с добавлением ампициллина (150 мкг/мл) в
50 мл пробирках типа Фалькон при скорости аги-
тации 250 об./мин и выделяли плазмидную ДНК
с помощью набора Plasmid Miniprep. Нуклеотид-
ную последовательность, кодирующую ecdErbB2,
определяли секвенированием по методу Сэнгера.

Получение экспрессионной плазмиды для про-
дукции ecdErbB2. В экспрессионный вектор
pcDNA3.4 методом химико-ферментативного
синтеза в нуклеотидную последовательность, ко-
дирующую ecdErbB2, вводили последовательность
лидерного пептида рецептора ErbB2 и участок
узнавания эндонуклеазы рестрикции NheI на 5'-
конец, а на 3'-конец вводили нуклеотидную по-
следовательность гексагистидиновой последова-
тельности и участок узнавания эндонуклеазы ре-
стрикции XhoI. Фрагмент, кодирующий ec-
dErbB2, амплифицировали с праймерами

ERBB2LidF1 AGGGAAGCTAGCGCCACCATGGAGCTGGCGGCCTTGTGCCGCTGGGGG,
ERBB2LidR1 GCTCGCGGCTCCGGGGGGCAAGAGGGCGAGGAGGAGCCCCCAGCGGCACAAGG,

ERBB2LidF2 CCCCGGAGCCGCGAGCACCCAAGTGTGCACCGGCACAGACA,
ERBB2HisF1 CCATCAACTGCACCCACTCCTGTGTGCATCATCACCATCATCACTGAGT,

ERBB2HisR1 AAGGGACTCGAGTCGCACTCAGTGATGATGGTGATGAT.

Продукты реакции переосаждали этанолом,
обрабатывали эндонуклеазами рестрикции Fast-
Digest NheI и FastDigest XhoI, разделяли в агароз-
ном геле методом электрофореза нуклеиновых
кислот, выделяли фрагмент размером 1950 п. о.,
клонировали его в предварительно дефосфори-
лированный экспрессионный вектор и получили
плазмиду pcDNA3.4/ecdErbB2.

Экспрессия рекомбинантного белка ecdErbB2 в
клетках СНО и его очистка. Белок ecdErbB2 полу-
чали путем транзиентной экспрессии в клетках
СНО, культивирование которых проводили в кол-
бах Эрленмейера в 30 мл среды CD DG44 (Invit-
rogen, США) в термостатируемом СО2-инкуба-
торе при 37°С, 8% СО2, при скорости ротации
135 об./мин в течение 14 суток. Трансфекцию клеток
СНО осуществляли плазмидой pcDNA3.4/ecdErbB2
(18 мкг плазмидной ДНК на 30 мл культуры) при
стартовой клеточной плотности 3 × 105 кл./мл с
помощью трансфектагента Lipofectamine 2000.

Среду осветляли путем центрифугирования при
3000 g в течение 30 мин, добавляли 0.1 объема 10-
кратного фосфатно-солевого буфера ФБС и 30 мл
культуральной жидкости, наносили на колонку с
носителем Co-NTA Сhelating Sepharose Fast Flow,
предварительно уравновешенную 10 мМ ФБС. Ко-
лонку промывали 3 мл раствора 50 мМ иммидазо-

ла в ФБС, белок ecdErbB2 элюировали фракция-
ми объемом 1 мл с помощью 500 мМ имидазола в
ФБС и диализовали против ФБС. Выделенный бе-
лок рецептора стерилизовали с помощью 0.22 мкм
PVDF фильтра Millex GV и хранили при 4°С.
Концентрацию белка определяли по поглоще-
нию при λ = 280 нм. Гель-фильтрацию осуществ-
ляли на колонке Superdex 200 GL объемом 23.5 мл
уравновешенной буфером ТБС (0.1 М Трис-HСl,
0.15 М NaCl, 5% iPrOH, рН 7.5) на хроматографе
Akta Pure 25. На колонку наносили 200 мкг белка
в 230 мкл буфера ТБС, разделение белков осу-
ществляли при скорости потока 0.4 мл/мин. Детек-
цию разделения белков проводили по оптическому
поглощению при λ = 280 нм. Получили 53 мкг бел-
ка во фракции 1 пика хроматограммы гель-филь-
трации, 106 мкг белка во фракции 2 пика и 70 мкг
белка во фракции 3 пика. Белок фракции 3 пика в
количестве 50 мкг повторно наносили на колонку
для доказательства его чистоты.

Аналитические методы. Определение концен-
трации белка осуществляли по поглощению при
280 нм на наноспектрофотометре Implen P300.
Коэффициент молярной экстинции рассчитыва-
ли при помощи сервиса ExPASy ProtParam tool
(https://web.expasy.org/protparam/). Чистоту пре-
парата белка оценивали электрофорезом белков в
денатурирующих условиях в 10% ПААГ по методу
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Лэммли [17]. Для подготовки проб к ним добавля-
ли 5× буфер для нанесения (250 мМ Tris-HCl
pH 6.8, SDS 5%, 0.05% бромфеноловый синий,
40% глицерин) и инкубировали в течение 5 мин
при 95°С. Электрофорез проводили в восстанав-
ливающих и не восстанавливающих условиях. Для
разделения компонентов смеси белков использо-
вали систему для вертикального электрофореза Bio-
Rad Mini-Protean 3 cell, окрашивание осуществляли
красителем Coomassie brilliant blue R250.

Иммуноблоттинг и ИФА. После электрофоре-
тического разделения препарата белка ecdErbB2
разделенные белки из геля переносили на нитро-
целлюлозную мембрану с использованием буфе-
ра для переноса (25 мМ Трис, 192 мМ глицин,
20% метанол, рН 8.5). Неспецифическую сорб-
цию на мембране блокировали 5% раствором
БСА при 4°С в течение ночи и промывали три ра-
за буфером TБСТ (20 мМ Трис, 150 мМ NaCl,
0.1% Tween-20, рН 7.6). После этого мембрану по-
мещали в раствор антитела к гексагистидиновой
последовательности, конъюгированного с перок-
сидазой хрена, и инкубировали в течение 1 ч при
комнатной температуре. Далее мембрану пять раз
промывали раствором ТБСT и добавляли одно-
компонентный преципитирующий субстрат тет-
раметилбензидин. Мембрану инкубировали в те-
чение 5–10 минут, после чего реакцию останав-
ливали, промывая мембрану дистиллированной
водой.

Непрямой ИФА использовали для определе-
ния способности полученного белка ecdErbB2
взаимодействовать с препаратом “Герцептин” (ан-
титело Трастузумаб). Все измерения осуществ-
ляли трижды. В первую лунку планшета вноси-
ли 0.5 мкг рецептора, далее делали двукратные
разведения 7 раз. Лунки планшета блокировали
1% раствором БСА в 10 мМ фосфатно-солевом
буфере при 37°С в течение часа, после чего добав-
ляли раствор антитела против рецептора ErbB2
(5 мкг/мл). Лунки планшета промывали ФБС с
добавлением детергента Tween-20, 0.05%, пять раз
и инкубировали с раствором антивидовых поли-
клональных антител против человеческого им-
муноглобулина класса IgG, конъюгированных с
пероксидазой хрена (Sigma, США). После этого
лунки промывали 9 раз фосфатно-солевым буфе-
ром с добавлением Tween-20, 0.05%, и добавляли
проявляющий субстрат тетраметилбензидин. Ре-
акцию останавливали, добавляя 0.5 М фосфор-
ную кислоту, до концентрации 0.25 М. Реакцию
связывания определяли по оптическому погло-
щению при λ = 450 нм на планшетном спектро-
фотометре Microplate Reader 680. Для определе-
ния величины EC50 строили функцию зависимо-
сти оптической плотности (Y) от концентрации
ecdErbB2 (X) в логарифмической системе коорди-

нат и использовали уравнение  где A

– максимальное значение функции, В – мини-
мальное значение.
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In present work, we expressed in CHO cell culture the extracellular part of ErbB2 receptor (extracellular do-
main ErbB2), which is one of oncological markers and a target for therapeutic antibodies. The extracellular
part of the receptor was recovered from culture broth by metal-affinity chromatography and was character-
ized using biochemical and immunochemical methods. The receptor was produced in monomer, dimer and
trimer forms. Oligomer forms were separated by size-exclusion chromatography and we proved by ELISA
their ability to bind “Herceptin”, which is one of the basic drugs approved for breast cancer treatment. The
obtained receptor can be used for immunochemical experiments in vitro.
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Иммуномодулирующая и иммунокоррегирирующая терапии являются важными подходами в
укреплении иммунитета. Биологически активные вещества растений, проявляющие широкий
спектр фармакологической активности, могут действовать как агенты, мобилизующие иммунную
систему. Растения, принадлежащие к семейству Гвоздичных (Caryophyllaceae Juss.), включая виды
Silene roemeri Friv., S. sendtneri Boiss, богаты экдистероидами и флавоноидами, которые характеризу-
ются большим разнообразием биологических активностей, потенциально влияющих на иммунную
систему. В настоящем исследовании изучали влияние действия нативных и бесхлорофильных экс-
трактов растений S. roemeri, S. sendtneri на макрофаги человека. Оценивали влияние экстрактов на
продукцию цитокинов (с помощью ИФА), а также экспрессию дифференциально регулируемых ге-
нов (с помощью микрочипов и полимеразной цепной реакции в реальном времени с реакцией об-
ратной транскрипции). Результаты экспериментов показали, что все исследуемые виды повышают
продукцию M2-ассоциированного хемокина CCl-18, кроме того, представители рода Silene L., ин-
дуцируют продукцию провоспалительных цитокинов (TNF-α, IL-1β, IL-6). Выявленное действие
обнаружено как для нативных, так и бесхлорофильных экстрактов. Кроме того, экстракты исследу-
емых растений влияли на экспрессию генов CCL2, MMP9, VEGFA и S100A9 в макрофагах человека.
В целом, результаты показывают, что растительные экстракты видов Silene проявляют иммуномо-
дулирующее действие, влияя на активацию макрофагов in vitro.

Ключевые слова: Silene, Гвоздичные, макрофаги, противовоспалительные и провоспалительные цитокины
DOI: 10.31857/S0132342320020098

ВВЕДЕНИЕ
В здоровом организме врожденная иммунная

система обеспечивает первую линию обороны
против внешних или внутренних сигналов опас-
ности. Система мононуклеарных фагоцитов, вклю-
чающая циркулирующие моноциты, резидентные
макрофаги и дендритные клетки, играет главные
роли в воспалении и антипатогенной защите, а так-
же в прямой ликвидации чужеродных агентов [1].

Макрофаги активируются в ответ на сигналы,
присутствующие в пораженной ткани или свя-
занные с патогенами, увеличивают производство
цитокинов, хемокинов и других активных моле-
кул. Поляризованные макрофаги имеют M1- или
M2-фенотип. Макрофаги М1, или “классически

активированные” провоспалительные макрофа-
ги, индуцируются отдельно IFN-γ или в сочетании
его с липополисахаридом (эндотоксин) или TNF-α.
В противоположность этому, “альтернативно ак-
тивированные” макрофаги М2 индуцируются под
воздействием различных сигналов, включая цито-
кины IL-4, IL-13, IL-10, иммунные комплексы,
глюкокортикоиды [2].

Выступая в качестве первой линии защиты
организма от разнообразных патогенов, моно-
нуклеарные фагоциты сами становятся их мише-
нями, что приводит к нарушению их функций. В
связи с этим остро стоит вопрос об изучении воз-
можностей иммунокорректирующей терапии, им-
муномодуляции функций мононуклеарных фагоци-
тов [3]. В качестве возможных агентов, мобилизую-
щих иммунитет, могут выступать растения, богатые
вторичными метаболитами различных классов.

Виды рода Silene (Caryophyllaceae) характери-
зуются большим разнообразием входящих в них
химических структур, особенно экдистероидов [4].
Растения этого рода проявляют широкий спектр
фармакологических активностей [5–9] и исполь-

Сокращения: БАВ – биологически активные вещества;
ОТ-кПЦР – полимеразная цепная реакция в реальном
времени с реакцией обратной транскрипции; ИФА – им-
муноферментный анализ; MF – макрофаги; TNF-α –фак-
тор некроза опухоли α; IFN-γ – интерферон-γ; IL – интер-
лейкин; CCL – СС хемокин.

# Автор для связи: (тел.: +7 (3822) 529-724; эл. почта: filonen-
koelenaserg@mail.ru).
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зуются в медицине разных стран для лечения ги-
некологических, кожных и желудочно-кишеч-
ных, онкологических и других заболеваний [10].

Фармакологические свойства видов семейства
гвоздичных недостаточно изучены и представля-
ют очевидный интерес. В течение долгого време-
ни в лаборатории фитохимии Сибирского бота-
нического сада Томского государственного уни-
верситета изучаются виды семейства гвоздичных.
Более 100 новых продуцентов фитоэкдистерои-
дов рекомендовано, десятки видов интродуциро-
ваны в Западную Сибирь, выделены и установле-
ны структуры ряда индивидуальных вторичных
метаболитов из растений, в том числе новых [4, 11],
исследованы биологические активности экстрак-
тов растений видов Silene [6, 11–13].

Благодаря разнообразному составу, высокому
содержанию вторичных метаболитов и биологи-
ческим активностям, возможно использование
экстрактов видов рода Silene в качестве модулято-
ров активации и функций макрофагов.

Целью данного исследования является изу-
чение действия растительных экстрактов видов
S. sendtneri и S. roemeri на продукцию цитокинов и
генную экспрессию в дифференциально активи-
рованных первичных макрофагах человека.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Хроматографический анализ
растительных экстрактов

В связи с тем, что имеются данные [14, 15] о
проявлении хлорофиллами противовоспалитель-
ной активности, сделана попытка исключить их
вклад в суммарную биологическую активность
исследуемых растений. Предварительно проведе-
но селективное их извлечение из сырья с целью
оценки биологической активности БАВ иссле-
дуемых видов в составе бесхлорофильного ком-
плекса. Удаление хлорофилла из экстрактов с
помощью н-гексана позволило провести более
точный ВЭЖХ-анализ состава флавоноидов и эк-
дистероидов и исключить вклад пигментов в биоло-
гическую активность. Хроматографический про-
филь исследованных растительных экстрактов
приведен в табл. 1.

Состав и содержание БАВ в нативных и бес-
хлорофилльных экстрактах были одинаковыми.
В экстрактах S. sendtneri были обнаружены: поли-

подин B, 20-гидроксиэкдизон (20E), виценин-2;
в S. roemeri идентифицированы 20E, экдизон,
2-дезокси-20E, виценин-2. Большее содержание
фитоэкдистероидов в нативных и бесхлорофиль-
ных экстрактах наблюдается у S. roemeri, тогда как
преобладание флавоноидов – у S. sendtneri. 20E
является мажорным компонентом фитоэкдисте-
роидов, его количество в исследуемых экстрактах
составляет 0.76–1.18% в пересчете на абсолютно
сухое сырье. Во всех исследованных экстрактах
наблюдали флавоноид с TR 13.8–14.3 мин (ВЭЖХ),
содержание которого составляло 1.39–3.72%.

Продукция про- и противовоспалительных 
цитокинов макрофагами при действии исследуемых 

растительных экстрактов
Моноциты/макрофаги способны продуциро-

вать и секретировать более 100 различных эф-
фекторных и регуляторных молекул. Среди про-
дуктов секреции макрофагов главное место занима-
ют провоспалительные и противовоспалительные
цитокины [3]. Чтобы охарактеризовать действие
растительных экстрактов растений рода Silene, ана-
лизировали продукцию цитокинов TNF-α, IL-1β,
IL-6, и CCl-18. Нестимулированные макрофаги
(MFNS) и макрофаги, дифференцированные в
присутствии IFN-γ (MFIFN-γ) или IL-4 (MFIL-4)
инкубировали в среде с добавлением растительных
экстрактов Silene sendtneri или S. roemeri (табл. 2)
или этанола (контроль). Виды Silene индуцируют
продукцию TNF-α, IL-1β, IL-6 в MFNS, MFIFN-γ и
небольшое накопление IL-1β, IL-6 в MFIL-4. Все ис-
следуемые виды индуцируют продукцию ССL-18 в
MFIL-4, кроме того, виды Silene индуцируют не-
большую продукцию ССL-18 в MFNS, MFIFN-γ.
Так S. sendtneri повышает содержание TNF-α в
MFIFN-γ в 16.2 раза по сравнению с контролем
(этанол), IL-1β в MFIFN-γ в 10.9 раза, ССL-18 в
MFNS в 95.8 раза, ССL-18 в MFIL-4 в 2.2 раза. S. roemeri
повышает содержание TNF-α в MFIFN-γ в 13.5 ра-
за; IL-1β в MFIFN-γ в 9.5 раза, ССL-18 в MFNS в
5 раз, ССL-18 в MFIL-4 в 2.5 раза.

Установлено, что после извлечения хлорофил-
лов из сырья экстракты S. sendtneri и S. roemeri со-
храняют вызванный ими повышенный уровень
продукции TNF-α, IL-1β, IL-6 в МFNS, MFIFN-γ, а
также ССL-18 в MFIL-4. Кроме того, наблюдалось
небольшое накопление IL-6 в MFIL-4 и ССL-18 в

Таблица 1. Содержание БАВ в нативных и бесхлорофильных экстрактах (в процентах на абсолютно сухое сырье)

Вид рода Silene Соединения Нативный экстракт, %
(m ± SEM)

Бесхлорофильный 
экстракт, % (m ± SEM)

S. sendtneri Фитоэкдистероиды 1.18 ± 0.01 1.02 ± 0.01
Флавоноиды 4.84 ± 0.03 5.24 ± 0.10

S. roemeri Фитоэкдистероиды 1.52 ± 0.01 1.18 ± 0.01
Флавоноиды 2.87 ± 0.01 2.37 ± 0.03
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MFNS, MFIFN-γ. Так, бесхлорофильный экстракт
S. sendtneri повышает содержание TNF-α в MFIFN-γ
в 9 раз по сравнению с контролем, ССL-18 в MFNS
в 27.8 раза, ССL-18 в MFIFN-γ в 1.6 раза, ССL-18 в
MFIL-4 в 3 раза. Бесхлорофильный экстракт S. ro-
emeri повышает содержание TNF-α в MFIFN-γ в
5.5 раза, ССL-18 в MFNS в 18.7 раза, ССL-18 в
MFIFN-γ в 1.5 раза, ССL-18 в MFIL-4 в 2.6 раза.

Попарное сравнение с помощью критерия
Тьюки показало, что нативный экстракт S. sendt-
neri вызывает достоверное увеличение продукции
TNF-α и IL-1β в MFIFN-γ, IL-6 в MFNS и MFIFN-γ, а
также CCL-18 в MFNS по сравнению с контролем
(P < 0.05). При действии бесхлорофильного экс-
тракта S. sendtneri попарное сравнение с помощью
критерия Тьюки установило достоверное увели-
чение продукции TNF-α и IL-1β в MFIFN-γ, IL-6 в
MFNS и MFIFN-γ, а также CCL-18 в MFNS и MFIL-4
по сравнению с контролем (P < 0.05). В остальных
случаях достоверной разницы в продукции цито-
кинов между исследуемыми группами не было
обнаружено из-за ограниченного числа доноров.

Поскольку фитоэкдистероиды и флавоноиды
являются основными БАВ семейства Гвоздич-
ных, по всей вероятности, выявленный эффект
экстрактов перспективных видов обусловлен
комплексом этих вторичных метаболитов.

Влияние экстрактов на экспрессию генов
в первичных макрофагах человека

Для более детального анализа эффектов расти-
тельных экстрактов растений рода Silene на мак-
рофаги, анализировали их действие на экспрес-
сию генов. MFNS, MFIFN-γ, MFIL-4 инкубировали
в среде с добавлением этанола (контроль) или
растительных экстрактов S. sendtneri, S. roemeri;
на 6-й день из клеток выделяли тотальную РНК.

С помощью использования микрочипов было
выявлено 3988 генов, статистически значимо
дифференциально регулируемых под влиянием
экстрактов. Из всего массива генов в 157 наблю-
дается изменение экспрессии с уровнем экспрес-

сии  2  хотя бы в одной стимуляции. В
табл. 3 и 4 представлены функциональные груп-
пы генов макрофагов, наиболее важных с имму-
нологической и онкологической точки зрения,
экспрессия которых изменяется при действии
экстрактов.

В MFNS при действии растительных экстрак-
тов S. sendtneri, S. roemeri наблюдалось статисти-
чески значимое повышение экспрессии генов
CCL2, CCL18, S100A9, небольшое повышение экс-
прессии MMP14, TNFAIP3, PLAUR, SERPINB2, в
остальных случаях статистически значимых раз-
личий в MFNS не обнаружено.

В отличие от этого, в MFIFN-γ при действии
растительных экстрактов S. sendtneri и S. roemeri

>
< ( )FC 2 ,>

<

наблюдалось значимое повышение экспрессии
CCL2, IL1R2, VEGFA, MMP9, MMP14, TNFAIP3,
S100A9, PLAUR, в остальных случаях статистиче-
ски значимых различий в MFIFN-γ не обнаружено.

Повышение экспрессии CCL2, ССL18, IL1R2,
VEGFA, MMP9, MMP14 ассоциировано с актива-
цией ангиогенеза, миграции макрофагов при вос-
палении, а также увеличением антимикробной
активности [16].

Повышение экспрессии TNFAIP3, S100A9,
PLAUR, SERPINB2 ассоциировано с активацией
воспалительного ответа, бактерицидной актив-
ности и процессами свертывания крови [16].

В MFNS при действии растительных экстрак-
тов S. sendtneri, S. roemeri наблюдалось статисти-
чески значимое снижение экспрессии генов:
PDGFC, HGF, TNFSF8, FLT3, значимое снижение
экспрессии STAB1 обнаружено только при дей-
ствии Silene sendtneri.

В MFIFN-γ при действии растительных экстрак-
тов S. sendtneri, S. roemeri значимое снижение
экспрессии наблюдалось у генов: HGF, TNFSF8,
FLT3, STAB1.

Снижение экспрессии PDGFC, HGF, TNFSF8,
FLT3, STAB1 связано с модуляцией процессов за-
живления ран, ангиогенеза, регенерации тканей
и бактерицидной активности [16].

Для подтверждения данных, полученных в экс-
перименте с микрочипами, среди идентифициро-
ванных генов были выбраны CCL2, CCL18, VEGFA,
MMP9 и S100A9. Данные представлены на рис. 1.

Согласно экспериментальным данным (рис. 1),
под действием растительных экстрактов стати-
стически значимое увеличение экспрессии CCL2
и MMP9 наблюдалось в MFNS. Экспрессия CCL2 в
присутствии экстракта S. sendtneri увеличилась в
6.4 раза, а в присутствии S. roemeri в 7 раз, экс-
прессия MMP9 увеличилась под действием
S. roemeri в 4.3 раза. Экспрессия VEGFA была зна-
чительно повышена в присутствии растительных
экстрактов в MFIFNγ. Экспрессия VEGFA в присут-
ствии экстракта S. sendtneri увеличилась в 2.1 раза,
в присутствии S. roemeri – в 2.2 раза.

В присутствии растительных экстрактов стати-
стически значимое увеличение экспрессии S100A9
наблюдалось в MFNS и MFIFNγ. Экспрессия S100A9
в присутствии S. sendtneri усиливалась в 5.1 раза в
MFNS и в 3.2 раза в MFIFNγ. В присутствии S. ro-
emeri экспрессия S100A9 увеличилась в 6.6 раза в
MFNS и в 2.6 раза в MFIFNγ. В ходе эксперимента
для CCL18 не наблюдалось статистически зна-
чимых изменений экспрессии в присутствии
растительных экстрактов. В целом результаты
ОТ-кПЦР подтвердили дифференциальную экс-
прессию CCL2, VEGFA, S100A9 в присутствии рас-
тительных экстрактов.

Среди цитокинов, которые были исследованы
с помощью ИФА, в списке дифференциально
экспрессированных генов обнаружен ген хемоки-
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на CCL18, что указывает на регуляцию этого фак-
тора экстрактами на генетическом уровне. В то
время как регуляция продукции других исследо-
ванных цитокинов (TNF-α, IL-1β и IL-6) экс-
трактами, вероятно, осуществляется на уровне
трансляции или пост-трансляционном уровне.
Также нельзя исключить, что изменения в экс-
прессии TNF-α, IL-1β и IL-6 могут наблюдаться
на более ранних временных точках.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

1. Нативные экстракты S. sendtneri, S. roemeri ока-
зывают стимулирующее влияние на продукцию
TNF-α, IL-1β и IL-6, увеличивая их продукцию в
1.2–16.2 раза. Все изученные виды родa Silene увели-
чивают продукцию CCL18 в 2.2–95.8 раза по сравне-
нию с контролем в первичных макрофагах человека.

2. Бесхлорофильные растительные экстракты
S. sendtneri, S. roemeri сохраняют высокую биоло-
гическую активность и, подобно нативным экс-
трактам, увеличивают продукцию TNF-α, IL-1β
и IL-6 в 5.5–9 раз, а CCL18 в 1.5–27.8 раза по срав-
нению с контролем. Таким образом, экстракты
способствуют активации макрофагов.

3. Растительные экстракты S. sendtneri, S. ro-
emeri влияют на экспрессию нескольких функци-
ональных генов, кодирующих белки (цитокины,
рецепторы, факторы роста), которые регулируют

ангиогенез (образование новых кровеносных со-
судов) и заживление ран.

Таким образом, полученные эксперименталь-
ные данные свидетельствуют о том, что экстрак-
ты S. sendtneri, S. roemeri проявляют иммуномоду-
лирующую активность.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Растительный материал
Растительный материал S. sendtneri, S. roemeri

был выращен и собран на коллекционном участ-
ке лаборатории фитохимии Сибирского ботани-
ческого сада, г. Томск. Растения были идентифици-
рованы ботаниками Н.А. Ивановой, Л.П. Гашко-
вой, А.Л. Эбелем. Ваучеры (TK-004020, TK-004016)
были сданы на хранение в гербарий им. П.Н. Кры-
лова Биологического института Томского государ-
ственного университета. Надземные части ото-
бранных растений (в 3 повторностях) были со-
браны в фазу цветения.

Приготовление экстрактов
Навеску воздушно-сухого сырья массой 1 г трое-

кратно экстрагировали 70% этиловым спиртом
(15 мл × 3, время экстракции 24 ч) на водяной ба-
не при температуре 55°С. Полученные экстракты
фильтровали и объединяли.

Таблица 3. Функциональные группы генов, экспрессия которых повышается при действии экстрактов

Примечание. S.s. – S. sendtneri, S.r. – S. roemeri, Ctrl – контроль (этанол); стимуляции: ns (без стимуляций), * существует до-
стоверная разница между исследуемыми группами (Р < 0.05).

Функциональная группа Ген
Оценка экспрессии (FC ≥ 2)

NS: S.r. vs Ctrl NS: S.s. vs Ctrl IFN-γ: S.r. vs Ctrl IFN-γ: S.s. vs Ctrl

Цитокин-цитокиновый 
рецептор

CCL2 12.162* 12.555* 5.598* 5.116*
IL1R2 2.386 1.875 5.265* 7.212*
CCL18 1.866 7.428* 0.940 0.912
VEGFA 0.912 1.061 2.777* 3.134*Ангиогенез

Металлопептидазная 
активность

MMP9 4.480 3.674 5.696* 6.588*
MMP14 2.022* 2.051* 4.503* 4.698*

Заживление ран TNFAIP3 2.487* 1.722 3.482* 3.295*
S100A9 9.225* 8.005* 3.353* 4.774*
PLAUR 2.449* 2.732* 2.737* 3.154*
SERPINB2 3.380* 2.512 1.007 1.017

Таблица 4. Функциональные группы генов, экспрессия которых снижается при действии экстрактов

Примечание. Обозначения см. табл. 3.

Функциональная группа Ген
Оценка экспрессии (FC < 1)

NS: S.r. vs Ctrl NS: S.s. vs Ctrl IFN-γ: S.r. vs Ctrl IFN-γ: S.s. vs Ctrl

Цитокин-цитокиновый 
рецептор

PDGFC 0.414* 0.346* 0.849 0.808
HGF 0.292* 0.239* 0.526* 0.499*
TNFSF8 0.333* 0.269* 0.437* 0.362*
FLT3 0.175* 0.145* 0.283* 0.251*

Ангиогенез STAB1 0.411 0.290* 0.138* 0.163*
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Приготовление бесхлорофильных экстрактов
Воздушно-сухое сырье массой 1 г заливали

10 мл н-гексана, затем гексановое извлечение
фильтровали. Экстрагирование хлорофиллов
н-гексаном производили до полного обесцвечи-
вания растворителя. Контроль за полнотой экс-
тракции хлорофиллов осуществляли с помощью
спектрофотометра Shimadzu 1800 до отсутствия
их максимумов поглощения, которые детектиру-
ются в области λ 662–665 нм. Затем сырье сушили
и экстрагировали 70% водным этанолом по схе-
ме, описанной выше.

Высокоэффективная жидкостная хроматография
Анализ БАВ проводился с использованием

ВЭЖХ, жидкостной хроматограф с диодно-мат-
ричным детектором “Shimadzu LC20” (Япония).
Хроматографическая колонка Perfect Sil Target
ODS-3; 4.6 × 250 мм, с размером зерна сорбента
5 мкм. Элюент А: смесь ацетонитрила, изопропи-
лового спирта (5 : 2 по объему), элюент В: 0.1%
трифторуксусная кислота. Время анализа 60 мин.

Скорость элюирования 1 мл/мин. Режим элюи-
рования: градиент низкого давления; програм-
ма градиента: 0–40 мин 15–35% элюент А, 40–
60 мин 35% элюент А. Объем пробы 10 мкл. Ис-
пользованы аналитические длины волн 272 нм
для регистрации флавоноидов, 254 нм – фитоэкди-
стероидов. Фенольные соединения были иденти-
фицированы с использованием стандартов (Sigma-
Aldrich, США; HWI group, Германия; чистота
≥95.0%). Выделенные фитоэкдистероиды из дру-
гих растительных объектов идентифицированы с
помощью масс-спектрометрии и ЯМР-спектро-
скопии [4] и использованы в качестве стандартов.
Содержание БАВ рассчитывали по площадям пи-
ков образца и соответствующих стандартов с по-
мощью калибровочной кривой, построенной с
использованием программного обеспечения LC
Postrun Calibration Curve.

Выделение моноцитов

Моноциты выделяли из лейкоцитарной плен-
ки как описано в работе [17]. Моноциты выделя-

Рис. 1. Уровень экспрессии мРНК генов VEGFA (a), S100A9 (б), MMP9 (в), CCL2 (г) в макрофагах, культивируемых в
течение 6 сут в присутствии растительных экстрактов. Примечание: EtOH – этанол (контроль), S.s. – S. sendtneri, S.r. –
S. roemeri; NS – без стимуляции цитокинами, IFN – стимуляция интерфероном γ, * – статистически значимо по срав-
нению с контролем (P < 0.05, n = 4, тест Тьюки).
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ли в градиенте плотности с последующей поло-
жительной магнитной селекцией с использова-
нием шариков CD14 + MACS (Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach, Германия). Клетки ресуспен-
дировали в бессывороточной среде Macrophage
(GIBCO) в концентрации 2 × 106 клеток на мл с до-
бавлением дексаметазона (Sigma) при 1 × 10–8 М и
M-CSF 5 нг/мл (Peprotech). Клетки стимулирова-
ли с использованием следующих цитокинов:
INF-γ (Peprotech) в концентрации 100 нг/мл, IL-4
(Peprotech) в концентрации 10 нг/мл. Клетки ин-
кубировали при 37°C и 7.5% CO2 в течение 6 сут в
среде в присутствии растительных экстрактов
или этанола (контроль) в соотношении 1 мкл об-
разца на 500 мкл среды. На 6-е сут собирали су-
пернатант и выделяли РНК. Кровь для выделения
моноцитов получена от здоровых доноров Служ-
бой крови Немецкого Красного Креста Баден-Вюр-
темберг-Гессен. (German Red Cross Blood Service
Baden-Württemberg-Hessen).

Анализ продукции цитокинов
Продукцию цитокинов анализировали в су-

пернатанте с помощью иммуноферментного ана-
лиза (ИФА), используя наборы для ИФА из R&D
systems (Wiesbaden, Germany). ИФА проводили со-
гласно рекомендациям производителя. Использо-
вали Human TNF-α DuoSet Elisa (DY210), Human
IL-1β DuoSet Elisa (DY201), Human IL-6 DuoSet
Elisa (DY206), Human CCL 18/PARC DuoSet Elisa
(DY394).

Анализ микрочипами
Тотальную РНК выделяли из клеток, используя

набор E.Z.N.A.® Total RNA Kit (Omega Bio–Tek,
США), в соответствии с рекомендациями произ-
водителя, на 6-й день культивирования. Мече-
ние, гибридизация и сканирование GeneChip
Human Gene 1.0 ST Array было выполнено в Ме-
дицинском исследовательском центре Медицин-
ского факультета Мангейма (Medical Research
Center of Medical Faculty Mannheim, Германия).
Функциональные группы генов были выбраны с
использованием базы данных Molecular Signatures
Database, v5.2 (Broad Institute, США).

Полимеразная цепная реакция в реальном времени
с реакцией обратной транскрипции (ОТ-кПЦР)

Относительную количественную оценку экс-
прессии генов проводили с помощью ОТ-кПЦР с
использованием предварительно разработанных
анализов генов TaqMan для MMP9 (идентификатор
анализа Hs00234579_m1), VEGFA (Hs00900055_m1)
и S100A9 (Hs00610058_m1) (ThermoFisher Scientific,
Дармштадт, Германия), самоанализ CCL2, CCL18,
в качестве гена-рефери использовали ген “домаш-
него хозяйства” GAPDH и уровень экспрессии
каждого целевого гена нормализовали по отно-
шению к экспрессии GAPDH (последовательно-
сти праймеров указаны в табл. 5).

Статистический анализ

Обработка данных по содержанию цитоки-
нов выполнялась с использованием программы
SigmaPlot 13.0. Данные представлены в виде ме-
дианы и межквартильного размаха. Значение Р
статистической значимости определяли по кри-
терию Фридмана. Тест Тьюки проводили для
парных сравнений с контролем (Р < 0.05).

Анализ экспрессии генов выполнялся в Micro-
soft Excel 2007, уровень экспрессии (FC) рассчи-
тывали как log2. Сравнительный анализ уровней
экспрессии проводили между (vs) экстрактами и
контролем.

БЛАГОДАРНОСТИ

Авторы выражают благодарность за помощь в вы-
полнении настоящей работы сотрудникам Института
трансфузионной медицины и иммунологии (г. Ман-
гейм, Германия) В. Рябову, А. Гудима, руководителю
отдела врожденного иммунитета и толерантности
Ю.Г. Кжышковской, а также сотрудникам Медицинско-
го исследовательского центра Медицинского факультета
Мангейма: техническим ассистентам М. Мусик и К. Де
Ла Торре за анализ микрочипами, доктору К. Штихту за
статистический анализ данных микрочипов.

Таблица 5. Олигонуклеотиды, использованные для анализа ОТ-кПЦР

Гены Последовательность праймеров (5' > 3')

CCL2 F: TCAAACTGAAGCTCGCACTC
R: ATTGATTGCATCTGGCTGAG
Probe: TCTCTGCCGCCCTTCTGTGC

CCL18 F: ATACCTCCTGGCAGATTCCAC
R: GCTGATGTATTTCTGGACCCAC
Probe: CAAGCCAGGTGTCATCCTCCTAACCAAGAGAG

GAPDH F: CATCCATGACAACTTTGGTATCGT
R: CAGTCTTCTGGGTGGCAGTGA
Probe: AAGGACTCATGACCACAGTCCATGCC
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Assessment of the Effects Silene roemeri, S. sendtneri Ethanol Extracts
on Human Monocytes/Macrophages
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Immunomodulatory and immunocorrective therapies are important approaches to foster immunity. Biologi-
cally active substances (BAS) of plants, exhibiting a wide spectrum of pharmacological activity, can act as
agents mobilizing immune system. Plants belonging to the family Caryophyllaceae, including S. sendtneri,
S. roemeri, are rich in ecdysteroids and flavonoids, the compounds characterized by large variety of biolog-
ical activities with potential impact on human immune system. In this study the inf luence of native and
chlorophyll-free plant extracts of S. sendtneri, S. roemeri on human monocyte-derived macrophages was ex-
amined. The production of cytokines was assessed using ELISA. Gene expression microarrays and RT-qPCR
analysis were used to determine differentially expressed genes under the influence of extracts. The results of
the experiments showed that analyzed species increased production of M2-associated chemokine CCl-18 in
macrophages. In addition, the species Silene induced the production of proinflammatory cytokines (TNF-α,
IL-1β, IL-6). The identified activity was detected both in native and chlorophyll-free extracts. Furthermore,
plant extracts of S. sendtneri, S. roemeri influenced the expression of CCL2, MMP9, VEGFA, and S100A9
genes in human macrophages. Overall, our results indicate that plant extracts of the species Silene reveal im-
munomodulatory effects by influencing macrophage activation in vitro.

Keywords: Silene, Caryophyllaceae, macrophages, proinflammatory and anti-inflammatory cytokines
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С целью создания препарата направленного действия изучены процессы конъюгации рекомбинант-
ного человеческого гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора (GM-CSF)
с алендроновой кислотой. Реакции конъюгирования проводили в растворе и на твердом носителе.
Показано, что GM-CSF в составе конъюгатов сохраняет свои биологические свойства. Конъюгаты
GM-CSF с алендроновой кислотой проявляют более высокое сродство к гидроксиапатиту, аналогу
минерального матрикса кости, чем исходный белок.
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ВВЕДЕНИЕ

Природный человеческий гранулоцитарно-
макрофагальный колониестимулирующий фак-
тор (GM-CSF) является важнейшим регулятор-
ным фактором – цитокином, обеспечивающим
рост, созревание и функциональную активность
многих клеток крови, в частности гранулоцитов и
макрофагов. Лекарственные средства на основе
GM-CSF активно применяют как стимуляторы
кроветворения для восстановления числа ней-
трофилов и лейкоцитов у больных нейтропенией,
у онкологических больных, проходящих химио-
терапию и лучевую терапию, при пересадках кост-
ного мозга, органов, тканей, для лечения тяжелых
инфекционных заболеваний, в том числе ВИЧ.
Применение GM-CSF при онкологических забо-
леваниях способствует стабилизации состояния
больных и уменьшению метастатических опухо-
лей, но его применение затруднено большой
токсичностью препарата [1]. Создание адресных
средств доставки GM-CSF в костный мозг позво-

лит уменьшить дозу препарата и увеличить эф-
фективность терапии.

Известны и описаны методы ковалентного
присоединения молекул белков цитокинов к
различным носителям (монометоксиполиэтилен-
гликоль, полиглюкин, поливинилпирролидон, ди-
виниловый эфир) [2–4]. В качестве средств, на-
правляющих в костную ткань (клетки костного
мозга), в ряде работ используются бифосфонаты
(бифосфонаты, BPs), которые соединяются с каль-
цием костных клеток, что объясняет их высокую
аффинность к костной ткани. Доказанным свой-
ством бифосфонатов является быстрое и масси-
рованное накопление в костной ткани (около
55% от введенной дозы после однократного внут-
ривенного введения) [5]. Исследованы также не-
которые методы получения конъюгатов BPs с ле-
карственными средствами [6–9]. Результатом ра-
бот по созданию конъюгатов BPs с биологически
активными соединениями разной природы и спек-
тра биологического действия является увеличе-
ние длительности лекарственного воздействия в
костном матриксе, времени полужизни активно-
го вещества, повышение фармакологической эф-
фективности и снижение системных побочных
эффектов [10–13].

Целью исследования являлась разработка спо-
собов получения конъюгатов лекарственного

Сокращения: GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагаль-
ный колониестимулирующий фактор; ALN – алендроно-
вая кислота; BPs – бифосфонаты; EDC – 1-этил-3-[3-ди-
метиламинопропил] карбодиимид; HAP – гидроксиапа-
тит; ПААГ – полиакриламидный гель.

# Автор для связи: (тел.: +7 (383) 363-80-14; факс: +7 (383)
363-80-16; эл. почта: esina_ti@vector.nsc.ru).
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препарата GM-CSF с представителем BPs –
алендроновой кислотой для их направленной до-
ставки к клеткам-мишеням костного мозга и
определение их биологической активности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее, на примере конъюгатов ФНО-альфа с

алендроновой кислотой ((4-амино-1-гидрокси-
бутилиден)дифосфоновая кислота, ALN), было
показано их повышенное сродство к костному
матриксу при сохранении биологической актив-
ности [14]. Необходимо было выбрать параметры
реакций конъюгирования GM-CSF с ALN, поз-
воляющие сохранять активность GM-CSF. При
проведении реакции конъюгации для минимиза-
ции конформационных изменений молекул бел-
ка, способных влиять на их связывание с рецеп-
торами, были использованы эквимольные коли-
чества компонентов.

Синтез конъюгатов в растворе
Синтез конъюгата аминобифосфоната с GM-CSF

через карбоксильную группу белка с использованием
1-этил-3-[3-диметиламинопропил]карбодиимида
(EDC). Субстанцию GM-CSF смешивали с рас-
твором сшивающего агента в пропорции 1 : 1
(моль/моль) и инкубировали при перемешива-
нии (6 ± 2)°С, 1 ч. Затем в реакционную среду
вносили эквимолярное количество ALN и про-
должали инкубацию при тех же условиях в тече-

ние 1 ч. По завершении инкубации полученный
конъюгат диализовали против физиологического
раствора.

При анализе продуктов синтеза с использова-
нием EDC в образце с помощью электрофорети-
ческого анализа [15] в 15% ПААГ регистрировали
две белковые фракции, с молекулярными масса-
ми 15.4 и 31.5 кДа, что соответствует молекуляр-
ной массе исходного GM-CSF и его димера соот-
ветственно (рис. 1). Гомогенность полученного
препарата мономера составила 79.4%.

В случае коротких белков, таких как GM-CSF,
подобные модификации в виде ди- и тримера мо-
гут быть критичны для сохранения специфиче-
ской активности белка.

Синтез конъюгата аминобифосфоната с GM-CSF
через аминогруппу белка с использованием в каче-
стве сшивающего агента молекулы декстрана с по-
мощью реакции Малапрада [16]. В раствор вносили
декстран с молекулярной массой 40 кДа (“Appli-
Chem” (Германия) и периодат натрия в соотно-
шении 1 : 40 (моль/моль) перемешивали и инку-
бировали (22–24°С, 1 ч). Затем активированный
декстран отделяли гель-фильтрацией на колонке
с сефадексом G-25 и вносили растворы белка и
ALN в эквимолярных соотношениях, на 1 моль
декстрана 1 моль белка и 1 моль ALN, инкубиро-
вали 3 ч при 22–24°С, после чего полученный
конъюгат отделяли гель-фильтрацией на колонке
с сефадексом G-25.

На денситограмме продукты синтеза регистри-
руются рядом перекрывающихся пиков (рис. 2а).
При проведении электрофоретического анализа
полученного конъюгата в 15% ПААГ на электро-
фореграмме видно, что препарат гетерогенный,
визуализируется в виде белковой фракции соот-
ветствующей GM-CSF (15.4 кДа, содержание ко-
торой – 57.5%) и спектра полос с молекулярными
массами 16, 32, 80, 120, 250 кДа (рис. 2б).

Синтез конъюгатов на твердой фазе
В качестве твердой фазы использовали гид-

роксилапатит (HAP). Синтез конъюгатов с помо-
щью EDC осуществляли двумя способами: мето-
дом прямой (белок → EDC → ALN) и обратной
(ALN → EDC → белок) последовательности на-
несения компонентов на сорбент.

При проведении синтеза методом прямой по-
следовательности на колонку с HAP, уравнове-
шенную 2 мМ калий-фосфатным буфером, рН 7.0,
наносили GM-CSF в объеме, соответствующем
1/3 объема колонки. После нанесения перекры-
вали выход раствора из колонки на 2 часа для
сорбции GM-CSF на HAP. Затем сорбент отмы-
вали 2 мМ калий-фосфатным буфером, рН 7.0 и
наносили раствор сшивающего агента EDC в
объеме, соответствующем 1/3 объема колонки.

Рис. 1. Анализ продуктов реакции конъюгирования
GM-CSF и ALN в растворе с помощью ЕDC (3), 1 –
маркеры молекулярных масс 10–250 кДа, 2 – GM-
CSF, 20 мкг/лунка (контроль.) Электрофорез в 15%
ПААГ в восстанавливающих условиях, окрашивание
Кумасси R-250.
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Выход раствора из колонки вновь перекрывали
на 2 ч для проведения реакции, после чего на ко-
лонку отмывали тем же буфером и наносили рас-
твор ALN в объеме, соответствующем 1/3 объему
колонки. Длительность реакции на этой стадии
составляла 2 часа. Элюцию конъюгатов проводи-
ли 0.2 М калий-фосфатным буфером, рН 7.0. По-
лученный конъюгат диализовали против физио-
логического раствора.

При проведении синтеза методом обратной
последовательности на колонку с HAP, уравнове-
шенную 2 мМ калий-фосфатным буфером, рН 7.0,
первым наносили раствор ALN, вторым – EDC и
последним – раствор белка GM-CSF. В осталь-
ном процедура проведения синтеза соответство-
вала описанной выше.

На рис. 3 приведены профиль хроматографии
конъюгата GM-CSF c ALN на колонке с HAP и
электрофореграмма хроматографических фрак-
ций. Видно, что конъюгат элюируется с колонки
в виде одного узкого пика (рис. 3а). При прямой
последовательности синтеза в полученном конъ-
югате присутствует основная белковая фракция
соответствующая GM-CSF (15.4 кДа) и дополни-
тельная фракция на уровне 32 кДа, что соответ-
ствует молекулярной массе его димера, гомоген-
ность полученного препарата мономера – 86.5%
(рис. 3б). При обратной последовательности син-
теза дополнительные белковые фракции в соста-
ве образца отсутствуют, гомогенность получен-
ного препарата – 98.1% (рис. 3б). Определение
содержания неконъюгированного GM-CSF по-
казало, что количество элюируемого 0.01 М ка-

лий-фосфатным буфером, рН 7.0, белка не пре-
вышало 5% от нанесенного на колонку. После
снятия конъюгата с целью определения остаточ-
ных количеств белка колонку промывали 1–2 М
калий-фосфатным буфером, рН 7.0. Дополни-
тельной элюции белка при этом не наблюдали.
Таким образом, выход конъюгата в реакции син-
теза составлял около 95%.

В табл. 1 представлены характеристики конъ-
югатов GM-CSF с ALN, полученных разными ме-
тодами. Для определения активности препаратов
были взяты идентичные количества конъюгатов.

Из результатов, приведенных в табл. 1 видно,
что метод с использованием фиксации активных
компонентов на твердой фазе позволяет получать
конъюгаты высокой степени гомогенности
(86.5–98.1%) и с высокой специфической актив-
ностью (0.24–0.38 нг/мл), что свидетельствует о
сохранности структуры белка в их составе и воз-
можности использования для создания лекар-
ственных препаратов. Конъюгаты, полученные
методом синтеза в растворе с использованием
EDC обладает меньшей гомогенностью (79.4%) и
активностью (0.41 нг/мл) и не представляют ин-
тереса для дальнейших исследований. Конъюга-
ты, полученные в растворе с использованием декс-
трана, несмотря на их гетерогенность (57.5%), яв-
ляются перспективными для изучения, так как
демонстрируют высокую специфическую актив-
ность (0.24 нг/мл).

Рис. 2. Профиль гель-фильтрации конъюгата GM-CSF и ALN, полученного с использованием активированного декс-
трана, на колонке с сефадексом G-25 (а), на оси ординат: оптическое поглощение раствора при 280 нм, о.е., на оси
абсцисс – время элюции, мин. Электрофореграмма образцов конъюгата в 15% ПААГ в восстанавливающих условиях,
окрашивание Кумасси R-250 (б): конъюгат GM-CSF и ALN, полученный с использованием декстрана, 20 мкг (1);
GM-CSF, 20 мкг (2); белковый маркер 10–250 кДа (3).
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Данные об уровне связывания
конъюгатов GM-CSF и ALN с HAP in vitro

На примере конъюгатов ФНО-альфа с ALN
было показано их накопление в костной ткани
in vivo [17].

При проведении экспериментов по изучению
тропности образцов конъюгатов к костномозго-

вому окружению использовали HAP – аналог ми-
нерального вещества кости млекопитающих [18].

Определение сродства конъюгатов GM-CSF с
ALN к HAP проводили методом хроматографии
на колонке с HAP в сравнении со свободным
GM-CSF. Было установлено, что все полученные
образцы конъюгатов GM-CSF с ALN, также как
GM-CSF, обладали способностью сорбироваться
на HAP.

Рис. 3. Профиль элюции конъюгата GM-CSF-ALN, полученного EDC-методом, на колонке с HAP (a), на оси орди-
нат: оптическое поглощение раствора при 280 нм, о.е. (левая ось), молярность элюирующего буфера, М (справа); на
оси абсцисс – время элюции, мин. Электрофореграмма образцов конъюгатов, полученных прямой (белок → EDC →
→ ALN) и обратной (ALN → EDC → белок) последовательностью нанесения компонентов на сорбент в 15% ПААГ в вос-
станавливающих условиях, окрашивание Кумасси R-250 (б). Конъюгат GM-CSF с ALN, прям., 20 мкг/лунка (1); конъюгат
GM-CSF с ALN, обратн., 20 мкг/лунка (2); белковый маркер 10–250 кДа (3); контроль, GM-CSF, 20 мкг/лунка (4).
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Таблица 1. Характеристики конъюгатов GM-CSF и ALN, полученных разными методами

Исследуемый образец Активность GM-CSF, 
нг/мл

Гомогенность 
препарата, %

Молекулярные 
массы фракций, 

кДа

Сродство к гидроксиапатиту 
(концентрация буфера
для элюции, моль/л)

Исходный GM-CSF 0.28 98.2 15.4 0.010 ± 0.002
Конъюгаты, полученные на твердой фазе

Конъюгат, полученный 
методом прямой 
последовательности
(белок → EDC → ALN)

0.38 86.5 15.4; 32 0.025 ± 0.002

Конъюгат, полученный 
методом обратной 
последовательности
(ALN → EDC → белок)

0.28 98.1 15.4 0.025 ± 0.002

Конъюгаты, полученные в растворе
Конъюгат, полученный 
с использованием 
декстрана

0.24 57.5 15.4; 16; 32; 
80; 120, 250

0.025 ± 0.002

Конъюгат, полученный 
с использованием EDC

0.41 79.4 15.4; 31.5 0.025 ± 0.002
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В ходе работы показано, что количественная
десорбция свободного GM-CSF может быть до-
стигнута с помощью элюирующего раствора калия
фосфата с концентрацией соли 0.010 ± 0.002 М.
Для конъюгата GM-CSF с ALN, полученных ме-
тодом твердофазного синтеза, эта концентрация
была в 2.5 раза выше (0.025 ± 0.002 М калия фос-
фата). Профили десорбции, представленные на
рисунке (рис. 4а и 4б), подтверждают факт более
прочного удержания гидроксиапатитом конъюга-
та GM-CSF c ALN в сравнении с GM-CSF.

Конъюгаты, полученные с использованием в
качестве сшивающего агента декстрана, также от-
личались повышенной способностью к связыва-
нию с HAP (рис. 4в).

Таким образом, в ходе работы исследованы
методы синтеза конъюгатов GM-CSF и ALN че-
рез карбоксильную и аминогруппу белка с помо-
щью сшивающих агентов разных типов. Показано,
что при проведении реакции конъюгирования в
растворе, получаемые конъюгаты гетерогенны, то-
гда как метод с использованием фиксации актив-
ных компонентов на HAP позволяет получать конъ-
югаты высокой степени гомогенности (до 98.1%).
Выход конъюгата по белку в реакции синтеза на
твердой фазе составлял около 95%. Исследование
специфической активности GM-CSF в составе
конъюгатов подтвердило сохранность биологиче-
ских свойств белка. Результаты исследования по-
казали, что конъюгаты GM-CSF с ALN, получен-
ные с помощью EDC и декстрана, обладают боль-
шим сродством к HAP – аналогу минерального
матрикса кости, чем исходный белок. Получен-
ные данные демонстрируют возможность созда-
ния препаратов на основе GM-CSF с повышен-
ной тропностью к клеткам-мишеням кроветвор-
ной ткани, расположенной в костном мозге, что
позволит снизить вводимые дозы препарата и его
побочные эффекты.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали реактивы фирм “Appli-
Chem” (Германия), “Sigma-Aldrich” (США), “Bio-
Rad” (США), “Sample” (Япония), “Gerbu” (Герма-
ния). Для отработки методов синтеза использова-
ли препарат рекомбинантного GM-CSF человека
(субстанция) с концентрацией белка 1.15 мг/мл и
удельной специфической активностью 0.28 нг/мл
производства ИМБТ ФБУН ГНЦ ВБ “Вектор” [19].

Процесс получения конъюгатов проводили с
помощью ковалентного присоединения алендро-
новой кислоты к молекуле GM-CSF двумя спосо-
бами: через карбоксильную группу белка с ис-
пользованием EDC и через аминогруппу белка с
помощью реакции Малапрада с использованием в
качестве сшивающего агента молекулы декстрана.

Синтез конъюгата аминобифосфоната с GM-CSF
через карбоксильную группу белка с использованием
EDC. Для проведения синтеза брали эквомоль-
ные количества субстанции GM-CSF, растворов
EDC и ALN. Полученные конъюгаты диализова-
ли против физиологического раствора, стерильно
разливали и замораживали при минус 20°С.

Синтез конъюгата аминобифосфоната с GM-CSF
через аминогруппу белка с помощью реакции Мала-
прада. Для проведения синтеза декстран (40 кДа)
активировали периодатом натрия в соотношении
1 : 40 (моль/моль) и отделяли на колонке с сефадек-
сом G-25, используя для гель-фильтрации 25 мМ
натрий карбонатный буфер, рН 8.3. К активиро-
ванному декстрану добавляли субстанцию белка
GM-CSF и ALN в эквимолярных количествах.
Реакцию проводили 3 ч при 22–24°С. Затем полу-
ченный конъюгат отделяли гель-фильтрацией на ко-
лонке с сефадексом G-25 в изотоническом растворе.

Синтез конъюгатов на твердой фазе

В качестве твердой фазы для конъюгирования
использовали колонку с HAP. Компоненты реак-
ционной смеси наносили на колонку последова-
тельно. Элюцию конъюгатов проводили 0.2 М ка-
лий-фосфатным буфером, рН 7.0. Полученный
раствор конъюгата стерильно разливали и замо-
раживали при минус 20°С.

Для оценки гомогенности и молекулярной массы
белковых компонентов конъюгатов GM-CSF с ALN
использовали метод вертикального гель-электро-
фореза в 15% полиакриламидном геле в денатури-
рующих условиях с последующим окрашиванием
красителем Кумасси R-250 [15]. Результаты элек-
трофореза анализировали с помощью компью-
терной программы GelPro 3.2.

Биологическую активность GM-CSF в конъюга-
тах оценивали in vitro по уровню стимуляции про-
лиферации цитокин-зависимых клеток эритро-
лейкоза человека TF-1. Данный тест основан на
способности клеток линии TF-1 пролифериро-
вать в присутствии GM-CSF. Пролиферативную
активность оценивали микрометодом на 96-луноч-
ных культуральных планшетах с использованием
реагента XTT (2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-5-суль-
фо-фенил)-2H-тетразолий-5-карбоксанилид). Ме-
тод основан на способности митохондриальных
дегидрогеназ конвертировать водорастворимый
ХТТ в формазан, который кристаллизуется внут-
ри клетки. Перевод формазана в раствор с помо-
щью феназин-метасульфата (PMS) и последую-
щая фотометрия позволяют точно соотнести
изменение оптической плотности раствора с из-
менением количества жизнеспособных клеток. Для
калибровки активности GM-CSF в исследуемых
субстанциях использовали очищенный и охаракте-
ризованный препарат рекомбинантного GM-CSF,
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Рис. 4. Кривая десорбции с HAP свободного GM-CSF (а) GM-CSF в составе конъюгата, полученного с помощью EDC (б)
и GM-CSF в составе конъюгата, полученного с помощью активированного декстрана (в). На оси ординат: оптическое
поглощение раствора при 280 нм, о.е. (левая ось), молярность элюирующего буфера, М (справа); на оси абсцисс – время
элюции, мин.
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полученный в клетках E. coli [20, 21]. Для проведе-
ния эксперимента в среде RPMI (Invitrogen) с до-
бавлением 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки готовили 2-кратные разведения исследуе-
мого и контрольного препаратов (калибровка) в
диапазоне 8.0–0.25 нг/мл. В качестве контроля
использовали среду RPMI (Invitrogen) с добавле-
нием 10% эмбриональной телячьей сыворотки
(HyClone). В лунки 96-ти луночного планшета
вносили 50 мкл вышеуказанных разведений или
контрольных образцов и добавляли 50 мкл сус-
пензии клеток TF-1 в среде RPMI с добавлением
10% эмбриональной телячьей сыворотки по
104 клеток/лунка. Планшеты помещали в термо-
стат при температуре 37°С, 5% СО2, влажности
85% и инкубировали 72 часа. После инкубации в
каждую тестируемую лунку добавляли 50 мкл ре-
агента ХТТ (Sigma) и PMS (Fluka), который полу-
чали добавлением к рабочему раствору с содержа-
нием XTT 1 мг/мл раствора PMS 1.25 мМ из рас-
чета: на каждый мл ХТТ – 20 мкл PMS. Планшет
инкубировали еще 4 часа и определяли оптиче-
скую плотность ОП490/620 на планшетном спек-
трофотометре SpectraCount (Packard). Каждую точ-
ку делали в пяти повторностях, определяли среднее
значение и дисперсию для различных концентра-
ций GM-CSF, строили гистограмму зависимости
ОП от разведений и концентрации. Стимуляцию
пролиферации TF-1 клеток рассчитывали в про-
центах по отношению к контролю. За 100% при-
нимали количество живых клеток в отрицатель-
ном контроле. Все расчеты проводили с исполь-
зованием программного обеспечения LabView.

Накопление конъюгатов GM-CSF и ALN на мо-
дели костного матрикса (HAP) в условиях in vitro
проводили методом хроматографии на HAP, как
описано в [22]. Десорбцию проводили линейным
градиентом соли 0.01–0.2 М калий фосфатный
буфер, рН 7.0.
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Study on the Methods for Synthesis of GM-CSF Conjugates with Alendronic Acid
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With a purpose to develop a target preparation we studied the process of conjugation of recombinant human
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and alendronic acid (ALN). The conjuga-
tion reactions were performed both in solution and on solid phase. The results of the examination of the spe-
cific activity of the conjugated GM-CSF confirmed the preservation of biological properties of the protein.
The experimental data obtained indicate a higher affinity of GM-CSF-ALN conjugates to hydroxyapatite, an
analogue of the bone mineral matrix, than of the intact protein.

Keywords: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, conjugates with alendronic acid, synthesis, properties
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Разработана оптимизированная схема синтеза производных ксантенового флуоресцентного краси-
теля на основе дигидрохинолина. Впервые продемонстрирована возможность их использования в
качестве эффективных флуорофоров в составе гибридизационных зондов для ПЦР в реальном вре-
мени с детекцией на индивидуальном спектральном канале прибора для ПЦР в реальном времени.
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времени, нуклеиновые кислоты, хинолины
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ВВЕДЕНИЕ
Благодаря своим хорошим фотохимическим и

фотофизическим спектральным характеристикам,
а именно высоким коэффициенту экстинкции и
квантовому выходу, родаминовые флуоресцент-
ные красители находят широкое применение для
визуализации биологических макромолекул [1].
По сравнению с флуоресцентными красителями
флуоресцеинового ряда, родаминовые красители
более фотостабильны, их спектр флуоресценции
не зависит от рН в диапазоне от 4 до 10 [2]. По
этим причинам они находят широкое примене-
ние не только в биотехнологии для введения в со-

став белков и нуклеиновых кислот, но также и в
медицине для диагностической визуализации
живых клеток или живых организмов в доклини-
ческих исследованиях [3]. За последние годы
большое разнообразие родаминовых красителей
было выведено на рынок для конъюгирования с
биомолекулами [2]. Тем не менее задача синтеза
эффективных красителей, флуоресцирующих в
спектральном диапазоне от 610 до 665 нм остается
актуальной, так как наиболее распространенные
красители, используемые для введения в состав
нуклеиновых кислот, белков и других биологиче-
ских макромолекул, флуоресцируют либо в более
коротковолновой области спектра (5-карбоксиро-
дамин 6Ж (5-R6G, λem = 562 нм), тетраметил-
карбоксиродамин (5-TAMRA, λem = 583 нм),
карбокси-Х-родамин (6-ROX, λem = 610 нм), либо
в близкой ИК области (3,3,3',3'-тетраметил-индо-
карбоцианин (Cy5, λem = 669 нм).

Ранее Liu Jixiang и др. [4] синтезировали флуо-
ресцентные красители, содержащие в своей
структуре фрагмент 2,2-диметил-1,2-дигидрохи-
нолина, аннелированного с тиофеном, бензтио-
феном или нафталином.

Целью данной работы было разработать метод
синтеза красителей родаминовой природы, со-

Сокращения: BHQ2 – 4'-(4-нитрофенилазо)-2',5'-диме-
токси-4''-(N,N-диэтаноламино)азобензол, гаситель флуо-
ресценции; ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция в ре-
альном времени; ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная
хроматография; s – синглет; d – дублет; dd – дублет дуб-
летов; t – триплет; q – квадруплет; qt – квинтет; m – муль-
типлет; b – уширенный сигнал; J – константа спин-спиново-
го взаимодействия, Гц; Tos – тозилат; p-TsOH – п-толуол-
сульфокислота; DSC – дисукцинимидилкарбонат; DMAP –
4-диметиламинопиридин; TBTA – трис(бензтриазолилме-
тил)амин; TCEP – трис(2-карбоксиэтил)фосфин; TSTU –
N,N,N,N′,N′ – тетраметил-О-(N-сукцинимидил)мочевины
тетрафторборат; p-TsOEt – этилтозилат.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 984-69-93 доб. 118; эл. почта:
storz@mail.ru).
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держащих аналогичный по структуре аннелиро-
ванный дигидрорхинолиновый фрагмент с улуч-
шенными спектральными характеристиками, а
также изучить его свойства в составе гибридиза-
ционных зондов для ПЦР в реальном времени.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве целевой была выбрана структура (V),

синтез которой приведен на схеме 1. Последова-
тельность синтеза соединений I–IV, изображен-
ная на верхней части схемы 1, описана впервые.

Схема 1. Синтез целевого красителя (5(6)-карбокси-2-(1,11-диэтил-2,2,4,8,10,10-гексаметил-10,11-дигидро-2Н-
пирано[3,2-g:5,6-g']дигидрохинолиниум-6-ил)бензоата, (5/6-Sy630).

При кипячении замещенных хинолинов с этил-
тозилатом в хлорбензоле были получены соответ-
ствующие четвертичные аммониевые соли, кото-
рые при обработке избытком реактива Гриньяра
давали производные 1-этил-1,2-дигидрохиноли-
на. Метоксигруппу удаляли обработкой трехбро-
мистым бором при комнатной температуре. В
связи с тем, что производные 7-гидрокси-1,2-ди-
гидрохинолина чувствительны к действию мине-
ральных кислот и кислот Льюиса, ядро красителя
синтезировали кипячением их с тримеллитовым
ангидридом в масляной кислоте с добавлением
каталитических количеств п-толуолсульфокисло-

ты. Полученную смесь изомеров разделяли при
помощи хроматографии.

N-Гидроксисукцинимидные эфиры (VI) полу-
чали взаимодействием соответствующих карбок-
сипроизводных с дисукцинимидилкарбонатом в
сухом хлористом метилене с добавлением 1.5 эк-
вивалентов основания Хюнига и 0.5 эквивалентов
4-диметиламинопиридина. Также были синтези-
рованы их пропилазидные производные взаимо-
действием активированных эфиров (VI) с 3-ами-
нопропилазидом, как изображено на схеме 2.

Схема 2. Получение N-гидроксисукцинимидного эфира и пропилазида красителя 5-карбокси-Sy630.

2-Аминофенилкетоны, такие как 2-аминобен-
зофенон и 2-аминоацетофенон и их замещенные
производные являются удобными исходными
соединениями для получения хинолинов [5].
4-Метокси-2-аминоацетофенон был получен по

методу Tsutomu Sugasawa и др. [6] путем взаимо-
действия м-анизидина с ацетонитрилом в при-
сутствии треххлористого бора и хлорида алюми-
ния и последующим гидролизом полученного
2-аминофенилкетимина, как это показано на
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схеме 3. Синтез хинолинов, основанный на кон-
денсации α-замещенного анилина с кетонами,
впервые описан Фридлендером в 1882 г. [7]. В даль-

нейшем были разработаны многочисленные вариа-
ции этого метода с использованием различных ка-
тализаторов [8–20].

Схема 3. Получение 4-метокси-2-аминоацетофенона.

Перспективной казалась идея получить и 2,4-
диметил-7-метоксихинолин по этому же способу
реакцией 2-амино-4-метоксиацетофенона с аце-
тоном, но по сообщению E. Roberts и E.E. Turner
[21] взаимодействие 3,4-дихлор-2-аминоацето-

фенона с ацетоном протекает лишь при нагрева-
нии в запаянном сосуде при 185°С в течение 6 ч.
Тогда была получена 2,4-диметил-7-метоксихи-
нолин-3-карбоновая кислота (схема 4).

Схема 4. Получение 2,4-диметил-7-метоксихинолин-3-карбоновой кислоты.

Однако эта кислота весьма устойчива к де-
карбоксилированию, эффективно удалить
карбоксильную группу удается лишь разложени-
ем ее серебряной соли. Более рациональным
представляется получение 2,4-диметил-7-ме-

токсихинолина путем нагревания с концентри-
рованной серной кислотой продукта конденса-
ции м-анизидина с ацетилацетоном (схема 5), в
работе [21] так были получены различные хлор-
производные хинолина.

Схема 5. Получение 2,4-диметил-7-метоксихинолина.

Спектральные характеристики 5(6)-изомеров
карбокси-Sy630 Va и Vb, а также их производных
VIa, VIb, VIIa и VIIb приведены в табл. 1. Значе-
ния квантовых выходов и коэффициентов экс-
тинкции были получены аналогично [22].

Синтезированные N-гидроксисукцинимидные
производные 5 и 6 изомеров красителя Sу630
(VIa, VIb) были присоединены на 5'-концы оли-
гонуклеотидов, путем конденсации с 5'-терми-

альной аминогруппой (Aminolink-C6) олиготи-
мидилатов T20. Соответствующие азидные про-
изводные (VIIa, VIIb) были присоединены на
5'-концы олиготимидилатов T20, путем конденса-
ции с 5'-терминальной алкильной группой (Alkyn).
Результаты масс-спектрометрического анализа
MALDI-TOF и спектральные характеристики
синтезированных олигонуклеотидов приведены в
табл. 2 и 3 соответственно.
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Как видно из данных, приведенных в табл. 3,
максимумы длин волн эмиссии у 5-ого и 6-ого
карбокси изомеров красителя Sy630 отличаются
на 4–5 нм, что также характерно для 5-ых и 6-ых
карбокси изомеров других красителей ксантено-
вого ряда (FAM, R6G, TAMRA, ROX). Однако,
эта разница исчезает при введении 5-ого или
6-ого карбокси изомера красителя Sy630 в гибри-
дизационные зонды, видимо, из-за влияния гете-

рогенной по составу, по сравнению олиготими-
дилатом, последовательности зондов.

Максимумы спектров поглощения и флуорес-
ценции производных красителя Sy630 в составе
олигонуклеотидов имеют промежуточные значе-
ния по сравнению с максимумами поглощения и
флуоресценции красителей 6-ROX и Сy5 (рис. 1, 2).
Для обеспечения возможности детектировать
новый флуоресцентный краситель Sy630 в инди-

Таблица 2. Результаты MALDI-TOF анализа модифицированных олигонуклеотидов

Олигонуклеотид, 5' → 3' Обозначение Молекулярная 
масса

m/z
[M + H]+

5-Sy630-Aminolink-C6-t-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-t 5-Sy630-Aminolink-C6-T20 6775.9 6780.1
6-Sy630-Aminolink-C6-t-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-t 6-Sy630-Aminolink-C6-T20 6775.9 6781.3
5-Sy630-Alkyn-t-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-t 5-Sy630-Alkyn-T20 6930.0 6942.6
6-Sy630-Alkyn-t-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-t 6-Sy630-Alkyn-T20 6930.0 6927.7
5-Sy630-Aminolink-C6-a-gcg-gct-cct-act-tct-gca-ggg-g-BHQ2 5-Sy630-Aminolink-C6-Fc 8382.0 8371.6
6-Sy630-Aminolink-C6-a-gcg-gct-cct-act-tct-gca-ggg-g-BHQ2 6-Sy630-Aminolink-C6-Fc 8382.0 8372.1
5-Sy630-Alkyn-a-gcg-gct-cct-act-tct-gca-ggg-g-BHQ2 5-Sy630-Alkyn-Fc 8536.1 8521.2
6-Sy630-Alkyn-a-gcg-gct-cct-act-tct-gca-ggg-g-BHQ2 6-Sy630-Alkyn-Fc 8536.1 8517.1
6-ROX-ag-cgg-ctc-cta-ctt-ctg-cag-ggg-BHQ2 FC_Pr_up_ROX 8310.8 8308.8
Cy5-ag-cgg-ctc-cta-ctt-ctg-cag-ggg-BHQ2 FC_Pr_up_Cy5 8300.6 8303.8
cac-ata-ttt-aca-gaa-tgg-caa-agg Fc-up 7393.8 7395.1
ctg-aag-aca-cat-ttt-tac-tcc-caa Fc-low 7255.7 7256.5

Таблица 1. Спектральные характеристики изомеров новых флуоресцентных красителей (Va и Vb) и их производных
(VIa, VIb, VIIa и VIIb) в системе этанол–вода (1 : 1)

Название Обозначение λex/λem, нм Квантовый выход, % ε, М–1 см–1

5-Карбокси-Sy630 5-Sy630 (Va) 589/615 70 ± 8 101900 ± 1100
6-Карбокси-Sy630 6-Sy630 (Vb) 586/612 88 ± 12 90300 ± 4600
5-Азидопропил-Sy630 5-Sy630-N3 (VIIa) 592/619 66 ± 8 71300 ± 2000
6-Азидопропил-Sy630 6-Sy630-N3 (VIIb) 592/617 97 ± 3 107800 ± 3900

Таблица 3. Спектральные характеристики модифицированных олигонуклеотидов

Олигонуклеотид, 5' → 3' Обозначение λex/λ em, нм

5-Sy630-Aminolink-C6-t-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-t 5-Sy630-Aminolink-C6-T20 602/628
5-Sy630-Alkyn-t-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-t 5-Sy630-Alkyn-T20 602/629
6-Sy630-Aminolink-C6-t-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-t 6-Sy630-Aminolink-C6-T20 602/625
6-Sy630-Alkyn-t-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-ttt-t 6-Sy630-Alkyn-T20 601/624
5-Sy630-Aminolink-C6-a-gcg-gct-cct-act-tct-gca-ggg-g-BHQ2 5-Sy630-Aminolink-C6-Fc 604/629
6-Sy630-Aminolink-C6-a-gcg-gct-cct-act-tct-gca-ggg-g-BHQ2 6-Sy630-Aminolink-C6-Fc 603/626
5-Sy630-Alkyn-a-gcg-gct-cct-act-tct-gca-ggg-g-BHQ2 5-Sy630-Alkyn-Fc 602/626
6-Sy630-Alkyn-a-gcg-gct-cct-act-tct-gca-ggg-g-BHQ2 6-Sy630-Alkyn-Fc 603/626
6-ROX-ag-cgg-ctc-cta-ctt-ctg-cag-ggg-BHQ2 FC_Pr_up_ROX 588/613
Cy5-ag-cgg-ctc-cta-ctt-ctg-cag-ggg-BHQ2 FC_Pr_up_Cy5 648/668
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видуальном спектральном канале, в прибор для
ПЦР-РВ АНК-М [23] была установлена пара све-
тофильтров 580 нм (30 нм)/630 нм (30 нм), где
30 нм – значение полной ширины пропускания
на половине амплитуды. Для того, чтобы снизить
перекрестное свечение сигнала флуоресценции
красителя Sy630 в спектральный канал, соответ-
ствующий красителю 6-ROX, имеющему в соста-
ве гибридизационных зондов (см. табл. 3) характе-
ристики длин волн возбуждения – 587–588 нм и
длин волн эмиссии – 613–614 нм, для его детекции
использовали не стандартную пару светофильтров
с характеристиками возбуждения/эмиссии 550 нм
(25 нм)/600 нм (30 нм). Для детекции сигнала
флуоресценции красителя Cy5 использовали

стандартную пару светофильтров 630 нм (30 нм)/
685 нм (25 нм).

На рис. 3 приведены результаты постановок
ПЦР-РВ с одновременной детекцией красителей
6-ROX, 5-Sy630-NHS (VIa), 6-Sy630-NHS (VIb) и
Cy5 в составе гибридизационных зондов на инди-
видуальных спектральных каналах.

На рис. 4 приведены результаты постановок
ПЦР-РВ с одновременной детекцией красителей
6-ROX, 5-Sy630-N3 (VIIa), 6-Sy630-N3 (VIIb) и Cy5
в составе гибридизационных зондов на индиви-
дуальных спектральных каналах.

Как видно из приведенных на рис. 3 и 4 дан-
ных, системы праймеров и зондов, меченных
производными нового флуоресцентного красите-
ля Sy630, обеспечивают высокую (выше 97%) эф-

Рис. 1. Нормализованные спектры возбуждения олиготимидилатов, содержащих на 5'-конце красители 6-ROX (1),
6-Sy630 (2), 5-Sy630 (3) и Cy5 (4). Прямоугольниками выделены спектральные диапазоны пропускания интерференцион-
ных светофильтров, использованных для постановки ПЦР-РВ.
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Рис. 2. Нормализованные спектры эмиссии олиготимидилатов, содержащих на 5'-конце красители 6-ROX (1),
6-Sy630 (2), 5-Sy630 (3) и Cy5 (4). Прямоугольниками выделены спектральные диапазоны пропускания
интерференционных светофильтров, использованных для постановки ПЦР-РВ.
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фективность ПЦР в реальном времени в широ-
ком диапазоне концентраций ДНК. Рассчитанные
значения R2, близкие к 1 и значения эффективно-
сти ПЦР-РВ, близкие к 100% для зондов, в кото-
рые красители вводили либо в виде N-гидрокси-
сукцинимидных эфиров, либо в виде азидопро-
пильных производных, свидетельствуют о том,
что оба типа производных нового красителя мо-
гут быть использованы для введения в состав ги-
бридизационных зондов для ПЦР в реальном
времени. При этом стоит отметить, что в силу
более высокой стабильности азидопропильных
производных они являются более предпочтитель-
ными кандидатами для рутинной работы по вве-
дению флуоресцентных меток в состав гибриди-
зационных зондов для ПЦР-РВ. При этом наибо-
лее предпочтительным является использование
производного 6-изомера азидопропила, так как
он имеет большие значения квантового выхода и
коэффициента экстинкции (табл. 1), произведе-
ние которых пропорционально светимости флуо-
рофора. Подобранная комбинация интерферен-
ционных светофильтров для трех соседних спек-
тральных каналов обеспечивает эффективное
определение ДНК-мишени на каждом индивиду-
альном спектральном канале прибора для ПЦР-
РВ, хотя не является оптимальной. Для обеспече-
ния наилучшего возбуждения и сбора сигнала

флуоресценции для детекции флуоресценции
красителя Sy630 необходимо использовать интер-
ференционные светофильтры, с максимумами
пропускания, сдвинутыми на 20–30 нм в красную
область спектрального диапазона.

Таким образом, впервые продемонстрирована
возможность постановки ПЦР в реальном време-
ни с гибридизационными зондами, содержащими
производные нового флуоресцентого красителя на
основе дигидрохинолина (5(6)-карбокси-2-(1,11-ди-
этил-2,2,4,8,10,10-гексаметил-10,11-дигидро-2Н-
пирано[3,2-g:5,6-g']дигидрохинолиниум-6-ил)бен-
зоата – 5/6-карбокси-Sy630. Продемонстрирова-
на возможность использования таких зондов в
мультиплексной ПЦР-РВ с детекцией на индиви-
дуальном спектральном канале прибора для
ПЦР-РВ. Это позволяет увеличить количество
одновременно выявляемых в одной пробирке
ДНК и/или РНК мишеней на одну, по сравнению
со стандартным набором флуоресцентных краси-
телей и соответствующих им комбинаций интер-
ференционных светофильтров широко использу-
емых сегодня в приборах для ПЦР-РВ для поста-
новки мультиплексной ПЦР в реальном времени.

Рис. 3. Результаты ПЦР-РВ (данные нормированы к нулю и по максимуму) серии из четырех 10-кратных разведений
ДНК человека с концентрациями 5, 1, 0.2, 0.04 нг/мкл в двух повторах, полученные с использованием
гибридизационных зондов. (а) FC_Pr_up_ROX, (R2 = 1.0, E = 97%); (б) 5-Sy630-Aminolink-C6-Fc, (R2 = 1.0, E = 98%)
и 6-Sy630- Aminolink-C6-Fc (R2 = 0.999, E = 100%); (в) FC_Pr_up_Cy5 (R2 = 0.997, E=98%).
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Рис. 4. Результаты ПЦР-РВ (данные нормированы к нулю и по максимуму) серии из четырех 10-кратных разведений
ДНК человека с концентрациями 5, 1, 0.2, 0.04 нг/мкл в двух повторах, полученные с использованием
гибридизационных зондов. (а) FC_Pr_up_ROX, (R2 = 1.0, E = 97%); (б) 5-Sy630-Alkyn-Fc, (R2 = 0.998, E = 100%) и
6-Sy630-Alkyn-Fc (R2 = 1.0, E = 97%); (в) FC_Pr_up_Cy5 (R2 = 0.999, E = 101%).
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали ацетонитрил (ч.д.а)

и бензол (х.ч.) перегнанные над Р2О5, хлоро-
форм (х.ч.), метил-трет-бутиловый эфир (ч.д.а)
и хлористый метилен (х.ч.) над СаН2, диизопро-
пилэтиламин 99% (Fisher Scientific) перегоняли
над КОН, ацетилацетон (ч.д.а.) (Черкасского за-
вода химреактивов им. XXV съезда КПСС) пере-
гоняли в вакууме с дефлегматором. Остальные ре-
активы использовали без дополнительной очист-
ки: этил п-толуолсульфонат 98%, м-анизидин
99%, циклопентанон 99+%, 1 М раствор треххло-
ристого бора в хлористом метилене, трибромид
бора 99% (Acros Organics); тетрагидрофуран dry
(max 0.0075% water) (Panreac); магний в гранулах
12–50 меш 99.8%, метилацетоацетат 99% (Alfa Ae-
sar); 4-диметиламинопиридин 99+% (Fluka);
фосфор(V) оксид (ч.), натрий сернокислый
б/водн. (х.ч.), п-толуолсульфокислота моногид-
рат (ч.), этилацетат (х.ч.), гексан (х.ч.), диэтило-
вый эфир (ч.д.а) (Химмед); соляная кислота (х.ч.),
гидроксид натрия (ч.д.а.), масляная кислота
(имп.), серная кислота (х.ч.), бихромат калия
(х.ч.), метилйодид (имп.) (Вектон); хлорбензол
(ч.д.а.) (Экос-1); хлорид аммония (х.ч.) (Реахим);
тримеллитовый ангидрид 97%, N,N'-дисукцини-
мидилкарбонат 95+%, азид натрия 99.5+%, 3-бро-
мопропиламина гидробромид 98%, диметилсуль-
фоксид USP, трис-[(1-бензил-1Н-1,2,3-триазол-
4-ил)метил]амин 97%, меди(II) сульфат пента-
гидрат 98%, трис(2-карбоксиэтил)фосфина гид-
рохлорид (Sigma-Aldrich); метанол 99.9% (Lab-
Scan); N,N,N,N',N'-тетраметил-О-(N-сукцини-
мидил)мочевины тетрафторборат (Hangzhou
Dayangchem); остальные реактивы отечественно-
го производства марки “х.ч”.

ТСХ выполняли на пластинках Kieselgel 60
(Merck, Германия) в системах, приведенных ниже.

Олигонуклеотиды, использованные в работе,
синтезировали и очищали как описано ранее [22].
Последовательности праймеров и зондов Fc-up,
Fc-low, 5-Sy630-Aminolink-C6-Fc, 6-Sy630-Amin-
olink-C6-Fc, 5-Sy630-Alkyn-Fc, 6-Sy630-Alkyn-Fc,
FC_Pr_up_ROX, FC_Pr_up_Cy5 были подобраны
к Fc-фрагменту гена иммуноглобулина G челове-
ка (FCGR3B, Sequence ID: NM_001271036.1).

В работе использовали магнитную мешалку с
подогревом (Heildolph MR 3001 K, Германия), ро-
торный испаритель (Buchi Rotavapor R200, Швей-
цария), синтезатор ДНК (ASM-2000, Биоссет, Рос-
сия), препаративный хроматограф (Reveleris Prep
Grace, США), термостат (Циклотемп-303, Рос-
сия), шейкер для пробирок (Eppendorf Mixer 5432,
Германия), вакуумный испаритель (Univapo 150
ECH, Германия), микроцентрифугу-встряхива-
тель (Циклотемп-901, Россия). Спектры погло-
щения красителей и их конъюгатов с олигонук-
леотидами регистрировали на спектрофотометре

Nanodrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific, США).
Спектры возбуждения и флуоресценции измеря-
ли на спектрофлуориметре PerkinElmer LS55 (Per-
kin Elmer, США) со следующими параметрами:
скорость сканирования 500 нм/мин, ширина ще-
ли при измерении возбуждения – 15 нм, при из-
мерении эмиссии – 10 нм. Спектральный диапа-
зон возбуждения – от 450 до 700 нм; эмиссии – от
500 до 750 нм. Спектры ЯМР записывали на прибо-
ре DRX500 (Bruker Daltonics, Германия), снимали в
Институте органической химии им. Н.Д. Зелинско-
го РАН (г. Москва). Масс-спектры MALDI-TOF
снимались на приборе Microflex LRF (Bruker Dal-
tonics, Германия) в центре коллективного пользова-
ния научным оборудованием ФГБНУ ВНИИСБ
“Биотехнология”. ПЦР в реальном времени про-
водили на приборе АНК-48 (Институт аналити-
ческого приборостроения РАН, Россия) по сле-
дующей циклограмме: 95°С – 5 мин, затем
49 циклов: 60°С – 40 с, 95°С – 15 с. Полученные
данные автоматически обрабатывали с помощью
программного обеспечения АНК-Shell 1.0.5.100.

2,4-Диметил-7-метоксихинолин (I). Ацетил-
ацетон 45 мл (43.875 г, 0.438 моль, 1.1 экв.) и м-ани-
зидин 45 мл (1 экв., 0.398 моль, 49.06 г) кипятили
с обратным холодильником в течение 2.5 ч, нагре-
вая на масляной бане при 140°С. Реакционную
массу упаривали в вакууме при 70°С. Полученное
масло при перемешивании и охлаждении на ледя-
ной бане выливали в 250 мл концентрированной
серной кислоты. Затем реакционную массу на-
гревали на кипящей водяной бане 1.5 ч. Выливали
в 1 л воды, охлаждали на водяной бане и прилива-
ли раствор 135 г бихромата калия в 1 л воды. Охла-
ждали на ледяной бане. Выпавший осадок бихро-
мата хинолина отфильтровывали, тщательно
промывали на фильтре водой и растворяли в 900
мл 12% раствора гидроксида натрия. Перемеши-
вали до полного растворения осадка, экстрагиро-
вали 4 × 200 мл диэтилового эфира. Экстракты
сушили над безводным сульфатом натрия и упа-
ривали в вакууме. Получено 38.0 г вещества в виде
бесцветного масла, при стоянии в холодильнике
(на 4°С) медленно кристаллизующегося в виде
крупных призм. Выход 2,4-диметил-7-метокси-
хинолина 51%. Rf = 0.85 (метанол–хлороформ 1 : 3),
m/z найдено: 188.165, рассчитано: 187.1. ЯМР 1Н в
СDCl3 (500 МГц) δ (м.д.): 7.73 (1H, d, J = 9.1, С5Н),
7.30 (1Н, d, J = 2.4, С8Н), 7.06 (1H, dd, J = 9.1, 2.4,
C6H), 6.90 (1H, s, C3H), 3.88 (3Н, s, ОСН3), 2.61
(3Н, s, С2–CH3), 2.53 (3Н, s, С4–CH3). ЯМР 13С в
СDCl3 (126 МГц) δ (м.д.): 159.86 (C2), 158.41 (C7),
148.97 (C8a), 143.50 (C4), 124.16 (C5), 120.95 (C4a),
120.20 (C3), 117.56 (C6), 106.81 (C8), 54.87 (OCH3),
24.60 (C2–CH3), 17.95 (C4–CH3).

1-Этил 2,4-диметил-7-метокси-хинолиния този-
лат (IIa). 2,4-Диметил-7-метоксихинолин 38.0 г
(0.203 моля) и этилтозилат 38 мл (1.1 экв., 0.223 мо-
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ля, 44.7 г) кипятили с обратным холодильником в
115 мл хлорбензола в течение 20 часов. При охла-
ждении реакционной массы выпадали кристал-
лы. Осадок отфильтровывали, промывали на филь-
тре петролейным эфиром, сушили на воздухе.
Фильтрат упаривали в вакууме масляного насоса.
Полученное масло при стоянии кристаллизова-
лось. Получено 72.236 г вещества в виде кремовых
кристаллов. Выход 1-этил 2,4-диметил-7-метокси-
хинолиния тозилата 92%. Rf = 0.27 (метанол–хло-
роформ 1 : 3), m/z найдено: 215.969, рассчитано:
216.3. ЯМР 1Н в СDCl3 (500 МГц) δ (м.д.): 8.08 (1H,
d, J = 9.2, С5Н), 7.64 (2Н, d, J = 8.0, Tos(2' + 6')), 7.58
(1Н, d, J = 1.9, С8Н), 7.52 (1H, s, C3H), 7.40 (1H, dd,
J = 9.2, 2.1, C6H), 6.98 (2H, d, J = 7.9, Tos(3' + 5')),
5.09 (2H, q, J = 7.2, CH2CH3), 4.10 (3Н, s, ОСН3),
3.04 (3Н, s, С2–CH3), 2.81 (3Н, s, С4–CH3), 2.25
(3H, s, Tos(CH3), 1.58 (3H, t, J = 7.3, CH2CH3).

2,2,4-Триметил-1-этил-7-метокси-1,2-дигид-
рохинолин (IIIa). К раствору 9.438 г (24.36 ммоль)
1-этил-2,4-диметил-7-метокси-хинолиния този-
лата в 100 мл абсолютного тетрагидрофурана при-
бавляли по каплям в темноте, в атмосфере аргона
реактив Гриньяра, полученный из 2.43 г (4 экв.,
100 ммоль) магния и 6.23 мл (100 ммоль, 14.194 г)
йодистого метила в 100 мл метилтретбутилового
эфира. Перемешивали в темноте в течение 2 су-
ток. При охлаждении на ледяной бане добавляли
150 мл насыщенного раствора хлорида аммония.
Осадок отфильтровывали, промывали небольшим
количеством воды и метилтретбутилового эфира.
Фильтрат разделяли в делительной воронке. Вод-
ную фазу экстрагировали 2 × 100 мл диэтилового
эфира. Объединенную органическую фазу суши-
ли над безводным сульфатом натрия и упарили в
вакууме. Полученный продукт очищали с помо-
щью флэш-хроматографии на силикагеле. Элюи-
ровали смесью гексан–хлороформ 9 : 1. Получено
2.742 г вещества в виде масла. Выход 2,2,4-триме-
тил-1-этил-7-метокси-1,2-дигидрохинолина 49%.
m/z найдено: 231.168, рассчитано: 231.2. ЯМР 1Н в
СDCl3 (500 МГц) δ (м.д.): 6.97 (1H, d, J = 8.3,
С5Н), 6.14 (1H, dd, J = 8.3, 2.3, C6H), 6.08 (1Н, d,
J = 2.3, С8Н), 5.10 (1H, s, C3H), 3.79 (3Н, s, ОСН3),
3.32 (2H, q, J = 7.0, N–CH2CH3), 1.97 (3Н, s, С4–
CH3), 1.32 (6Н, s, С2–(CH3)2), 1.22 (3H, t, J = 7.0,
N–CH2CH3). ЯМР 13С в СDCl3 (126 МГц) δ (м.д.):
160.69 (C7), 145.11 (C8a), 127.48 (C4), 127.12 (C3),
124.59 (C5), 116.73 (C4a), 98.91 (C6), 97.65 (C8),
57.02 (C2), 55.19 (OCH3), 38.32 (N-CH2CH3), 28.80
(C2–(CH3)2), 18.90 (C4–CH3), 14.39 (N–CH2CH3).

2,2,4-Триметил-1-этил-7-гидрокси-1,2-дигид-
рохинолин (IVa). 2,2,4-Триметил-1-этил-7-меток-
си-1,2-дигидрохинолин 2.655 г (11.5 ммоль) рас-
творяли в 20 мл сухого хлороформа и в темноте при
охлаждении на ледяной бане, в атмосфере аргона
добавляли по каплям 2.22 мл (5.762 г, 23 ммоль,

2 экв.) трехбромистого бора в 10 мл сухого хлоро-
форма. Выдерживали 1 ч при –3°С, затем 1 ч 40 мин
при комнатной температуре. При охлаждении
льдом добавляли 22.5 мл 12% раствора гидроксида
натрия. Отделяли на делительной воронке ниж-
ний слой. Водную фазу подкисляли, экстрагиро-
вали хлороформом. Объединенные экстракты су-
шили безводным сульфатом натрия и пропускали
через слой силикагеля, элюировали хлорофор-
мом и упаривали в вакууме. Получено 1.106 г мас-
ла, темнеющего на воздухе. Выход 2,2,4-триметил-
1-этил-7-гидрокси-1,2-дигидрохинолина 44%.
m/z найдено: 217.230, рассчитано: 217.1. ЯМР 1Н в
СDCl3 (500 МГц) δ (м.д.): 6.87 (1H, d, C5H), 6.03
(2H, m, C6H + C8H), 5.05 (1H, s, C3H), 3.27 (2H, q,
NCH2), 1.92 (3H, s, C4–CH3), 1.29 (6H, s, C2–
CH3)2), 1.18 (3H, t, CH2CH3).

5(6)-Карбокси-Sy630 4(5)-карбокси-2-(1,11-ди-
этил-2,2,4,8,10,10-гексаметил-10,11-дигидро-2Н-
пирано[3,2-g:5,6-g']дихинолин-1-иум-6-ил)бензоат
(Va) и (Vb). К 3.63 г (16.7 ммоль, 2 экв.) 2,2,4-три-
метил-1-этил-7-гидрокси-1,2-дигидрохиноли-
на в 130 мл масляной кислоты добавляли 60 мг
(0.32 ммоль) гидрата п-толуолсульфокислоты и
1.603 г (8.35 ммоль, 1 экв.) тримеллитового ангид-
рида. Кипятили в темноте, в атмосфере аргона с
обратным холодильником 24 ч. Упаривали в ва-
кууме (при 80°С), заливали гексаном, на следую-
щий день гексан отбрасывали. Предварительно
очищали хроматографией на нейтральной окиси
алюминия. Элюировали изопропанолом с 0–15%
воды с 5% триэтиламина. Фракции, содержащие
5-й изомер, упаривали и растворяли остаток в 5 мл
сухого хлористого метилена. Приливали по кап-
лям, при перемешивании на магнитной мешалке,
к 100 мл абсолютного диэтилового эфира. Осадок
отфильтровывали, промывали эфиром, сушили в
вакууме. Получено после сушки в вакууме 0.265 г
чистого 5-карбокси изомера, остальные фракции,
содержащие продукт, дополнительно очищали хро-
матографией на силикагеле. Элюировали 0–20%
метанола в хлороформе с 1% триэтиламина.
6-карбоксиизомер (Vb) выходил при 10% метанола,
5-карбоксиизомер (Va) – при 15–20%. Получено
0.796 г 6-карбокси-Sy630 в виде фиолетовой пе-
ны. Выход 6-карбокси-Sy630 16%. Rf = 0.24, (ме-
танол–хлороформ 1 : 4). Масс-спектр: m/z, найде-
но: 591.315, рассчитано: 590.3, квантовый выход =
= 0.77 (в системе этанол–вода 1 : 1), коэффици-
ент экстинкции (при максимуме поглощения) = 9 ×
× 104 М–1 см–1, максимум длины волны поглоще-
ния = 584 нм (в системе этанол–вода 1 : 1), макси-
мум длины волны флуоресценции = 609 нм (в си-
стеме этанол–вода 1 : 1). ЯМР 1Н триэтиламмони-
евой соли в СDCl3 (500 МГц) δ (м.д.): 8.23 (1H, d,
J = 7.9), 7.98 (1H, d, J = 8.1), 7.80 (1H, s), 6.37 (2H,
s), 6.24 (2H, s), 5.09 (2H, s), 3.36 (4H, q, J = 6.9,
2*NCH2CH3), 3.01 (6H, q, J = 7.3, N(CH2CH3)3),



318

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 3  2020

МАТВИЕНКО и др.

1.63 (6H, s, C4–CH3 + C8CH3), 1.31 (12H, s, 2*C2–
CH3 + 2*C11–CH3), 1.24 (15H, m, 2*NCH2CH3 +
N(CH2CH3)3). Получено 1.199 г 5-карбокси-
Sy630 в виде фиолетового порошка. Выход 5-
карбокси-Sy630 24%. Rf = 0.59 (метанол–хлоро-
форм 1 : 9 + 5% триэтиламина), m/z Масс-спектр:
m/z, найдено: 591.334, рассчитано: 590.3, кванто-
вый выход = 0.50 (в системе этанол–вода 1 : 1),
коэффициент экстинкции (при максимуме по-
глощения) = 1.007 × 105 М–1 см–1, максимум дли-
ны волны поглощения = 585 нм (в системе эта-
нол–вода 1 : 1), максимум длины волны флуорес-
ценции = 612 нм (в системе этанол–вода 1 : 1).
ЯМР 1Н триэтиламмониевой соли в СDCl3 (500 МГц)
δ (м.д.): 8.66 (1H, s), 8.31 (1H, dd, J = = 7.9, 1.3),
7.16 (1H, d, J = 7.8), 6.31 (2H, s), 6.25 (2H, s), 5.08
(2H, s), 3.35 (4H, q, J = 6.9, 2*NCH2CH3), 3.05
(6H, q, J = 7.2, N(CH2CH3)3), 1.61 (6H, s, C4–CH3
+ C8CH3), 1.24–1.32 (27H, m, 2*C2–CH3 +
2*C11–CH3 + 2*NCH2CH3 + + N(CH2CH3)3).

5-Sy630-NHS 5-карбокси-2-(1,11-диэтил-
2,2,4,8,10,10-гексаметил-10,11-дигидро-2Н-пира-
но[3,2-g:5,6-g’]дихинолин-1-иум-6-ил)бензоата
N-гидроксисукцинимидный эфир (VIa). 5-Карбок-
си-Sy630 95 мг (0.161 ммоль) растворяли в 9.5 мл
сухого хлористого метилена, добавляли 42 мкл
(31 мг, 0.242 ммоль, 1.5 экв.) диизопропилэтил-
амина, 50 мг (0.193 ммоль, 1.2 экв.) дисукциними-
дилкарбоната и 10 мг (0.08 ммоль, 0.5 экв.) 4-ди-
метиламинопиридина. Перемешивали при ком-
натной температуре 2 ч, затем добавляли еще 25 мг
дисукцинимидилкарбоната и перемешивали еще
1 ч. Выливали в 10 мл 0.6 М раствора соляной кис-
лоты и отделяли нижний слой в делительной во-
ронке. Органическую фазу сушили безводным
сульфатом натрия, упаривали в вакууме, получен-
ное вещество растворяли в 2 мл сухого хлористого
метилена и добавляли по каплям при перемеши-
вании к 30 мл абсолютизированного метилтрет-
бутилового эфира. Отфильтровывали, промыва-
ли метилтретбутиловым эфиром, сушили в вакуу-
ме. Выход соединения (VIa) составил 43 мг (39%),
фиолетовый порошок. Rf = 0.75, (метанол–хло-
роформ 1 : 3), m/z найдено: 688.1, рассчитано:
687.3 максимум длины волны поглощения = 592 нм
(в системе этанол–вода 1 : 1), максимум длины
волны флуоресценции = 641 нм (в системе эта-
нол–вода 1 : 1). ЯМР 1Н в СDCl3 (500 МГц) δ
(м.д.): 9.08 (1H, s), 8.41 (1H, d, J = 7.7), 7.40 (1H, d,
J = 7.7), 6.61 (2H, s), 6.58 (2H, s), 5.44 (2H, s), 3.62
(4H, d, J = 6.5), 2.98 (4H, s), 1.76 (6H, s), 1.48 (12H,
s), 1.38 (6H, не разрешившийся триплет).

6-Sy630-NHS 4-Карбокси-2-(1,11-диэтил-
2,2,4,8,10,10-гексаметил-10,11-дигидро-2Н-пира-
но[3,2-g:5,6-g']дихинолин-1-иум-6-ил)бензоата N-
гидроксисукцинимидный эфир (VIb). 6-Карбокси-
Sy630 227 мг (0.38 ммоль) растворяли в 22 мл сухого
хлористого метилена, добавляли 100 мкл (75 мг,

0.576 ммоль, 1.5 экв.) диизопропилэтиламина,
117 мг (0.456 ммоль, 1.2 экв.) дисукцинимидил-
карбоната и 23 мг (0.19 ммоль, 0.5 экв.) 4-диме-
тиламинопиридина. Перемешивали при комнат-
ной температуре 1 ч, затем добавляли еще 12 мг
дисукцинимидилкарбоната и перемешивали еще
1.5 ч. Выливали в 25 мл насыщенного раствора
дигидрофосфата калия, встряхивали в делитель-
ной воронке. Органическую фазу отделяли, су-
шили безводным сульфатом натрия, упаривали в
вакууме. Очищали хроматографией на обращен-
ной фазе, элюировали системой вода–ацетонит-
рил. Продукт собирали при 40% ацетонитрила.
Фракции, содержащие продукт, упаривали до по-
ловины объема и экстрагировали хлористым ме-
тиленом, сушили безводным сульфатом натрия и
упаривали в вакууме. Выход соединения (VIb) со-
ставил 67 мг (26%) фиолетовая пена. Rf = 0.72,
(метанол–хлороформ 1 : 3), m/z найдено: 688, рас-
считано: 687.3, максимум длины волны поглоще-
ния = 603 нм (в воде). ЯМР 1Н в СDCl3 (400 МГц)
δ (м.д.): 8.51 (1H, d, J = 8.2), 8.44 (1H,dd, J = 8.2,
1.6), 7.99 (1H, d, J =1.5), 6.64 (2H, s), 6.60 (2H, s),
5.46 (2H, s), 3.61–3.64 (4H, m), 2.94 (4H, s), 1.77
(6H, s), 1.48 (12H, d), 1.39 (6H, t, J = 7.0).

5-Sy630-N3 5-((3-Азидопропил)карбамоил)-2-
(1,11-диэтил-2,2,4,8,10,10-гексаметил-10,11-ди-
гидро-2H-пирано[3,2-g:5,6-g']дихинолин-1-иум-
6-ил)бензоат (VIIa). 0.265 г 5-Карбокси-Sy630
(0.45 ммоль) растворяли в 10 мл безводного хло-
ристого метилена, прибавляли при перемешивании
0.162 г (0.54 ммоль, 1.2 экв.) TSTU, затем 94 мкл
(0.54 ммоль, 1.2 экв, 70 мг) диизопропилэтилами-
на и 27 мг (0.22 ммоль, 0.5 экв.) DMAP. Через 1 ч
20 мин реакционную смесь выливали при пере-
мешивании в 100 мл 1%-ного раствора соляной
кислоты. Экстрагировали 2 × 50 мл хлороформа,
сушили безводным сульфатом натрия и упарива-
ли в вакууме. Остаток растворяли в 10 мл безвод-
ного хлористого метилена, добавляли 68 мкл
(0.675 ммоль, 1.5 экв.) аминопропилазида и 118 мкл
(87 мг, 0.675 ммоль, 1.5 экв.) диизопропилэтил-
амина. Перемешивали 20 мин и упаривали в ваку-
уме. Очищали хроматографией на силикагеле,
элюировали 0–5% метанола в хлороформе, затем
6–8% метанола в хлороформе с 1% триэтиламина.
Упаривали в вакууме и сушили в вакууме над
Р2О5. Выход соединения (VIIa) 212 мг (70%), фиоле-
товый порошок. Rf = 0.54, (метанол–хлороформ
1 : 4), m/z найдено: 673.423, рассчитано: 672.3, кван-
товый выход = 0.74 (в системе этанол–вода 1 : 1),
коэффициент экстинкции (при максимуме по-
глощения) = 1.286 × 105 М–1 см–1, максимум дли-
ны волны поглощения = 596 нм (в воде), 590 нм (в
системе этанол–вода 1 : 1), максимум длины вол-
ны флуоресценции = 620 нм (в системе этанол–
вода 1 : 1). ЯМР 1Н в СDCl3 (500 МГц) δ (м.д.): 8.62
(1H, s, C4'H), 8.19 (1H, d, J = 7.8, C7'H), 7.58 (1H, t,
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J = 5.6, CONH), 7.20 (1H, d, J = 7.8, C6'H), 6.72
(2H, s, C12H + C13H), 6.50 (2H, s, C5H + C7H), 5.32
(2H, s, C3H + C9H), 3.61 (2H, dd, J = 12.6, 6.4, CON-
HCH2), 3.53 (4H, m, N1CH2CH3 + N11CH2CH3),
3.45 (2H, t, J = 6.7, CH2N3), 1.97 (2H, qt, J = 6.7,
CONHCH2CH2), 1.72 (6H, s, C4–CH3 + C7–CH3),
1.42 (12H, d, J = 5.3, C2–2*CH3 + C10–2*CH3), 1.34
(6H, m, N1CH2CH3 + N11CH2CH3).

6-Sy630-N3 4-((3-Азидопропил)карбамоил)-2-
(1,11-диэтил-2,2,4,8,10,10-гексаметил-10,11-ди-
гидро-2H-пирано[3,2-g:5,6-g']дихинолин-1-иум-6-
ил)бензоат (VIIb). 6-Sy630-NHS 66 мг (0.096 ммоль)
растворяли в 10 мл сухого хлористого метилена,
добавляли 19 мг (0.192 ммоль, 2 экв.) 3-аминопро-
пилазида. Перемешивали 4 ч при комнатной тем-
пературе, разбавляли 10 мл хлористого метилена,
промывали 2 × 10 мл 0.1% раствора трифторук-
сусной кислоты, 2 × 10 мл раствора гидрокарбона-
та натрия (насыщенный раствор–вода 1 : 1), 20 мл
насыщенного раствора хлорида натрия. Очищали
хроматографией на силикагеле. Элюировали 5%
метанола в хлороформе с 1% триэтиламина. Вы-
ход соединения (VIIb) 41 мг (64%), сине-фиолето-
вый порошок. Rf = 0.27, (метанол–хлороформ 1 : 10
с 5% триэтиламина), m/z найдено: 673.248, рас-
считано: 672.3.

ЯМР 1Н в СDCl3 (500 МГц) δ (м.д.): 8.24 (1H, d,
J = 8.1), 8.11 (1H, d, J = 8.0), 7.75 (2H, s), 6.66 (2H, s),
6.53 (2H, s), 5.35 (2H, s), 3.58 (4H, неразрешив-
шийся q, J = 6.8, 2*CH2N), 3.50 (2H, dt, J = 15.8,
7.9, CH2NHCO), 2.36 (2H, t, J = 6.9, CH2N3), 1.92
(2H, qt, J = 6.8, –CH2–), 1.66 (6H, s, 2*CH3), 1.44
(12H, s, 4*CH3), 1.33 (6H, t, J = 6.9, 2*CH2CH3). На
основании спектра HMBC и HSQC удалось соот-
нести ЯМР 13С и подтвердить структуру каждого
изомера. ЯМР 13С в СDCl3 (126 МГц) δ (м.д.):
166.93 (COO–), 165.61 (CONH), 157.46 (2C, F),
157.29 (2), 151.54 (2C, D), 136.27 (6), 136.10 (1),
133.02 (3), 131.29 (2C, X), 131.18 (1), 128.45 (5),
127.79 (4), 125.41 (2C, E), 123.04 (2C, A), 122.29
(2C, H), 113.63 (2C, C), 94.90 (2C, B), 59.42 (2C,
2*C(CH3)2), 48.96 (a), 39.56 (2C, 2*NCH2CH3),
37.27 (c), 29.22, 29.05 (4C, 4*CH3), 28.16 (b), 17.86
(2*CH3), 12.76 (2*CH2CH3).

2-Амино-4-метоксиацетофенон (VIII). В прибо-
ре, снабженном хлоркальциевой трубкой, к 25 мл
1 М раствора треххлористого бора в хлористом ме-
тилене при охлаждении льдом по каплям добавля-
ли раствор м-анизидина 2.777 мл (24.72 ммоль,
3.044 г) в 20 мл сухого бензола. Затем добавляли
ацетонитрил 2.58 мл (2 экв. = 49.44 ммоль, 3.03 г) и
хлорид алюминия 3.626 г (1.1 экв. = 27.19 ммоль).
Кипятили 2 ч с обратным холодильником, затем
отгоняли с дефлегматором хлористый метилен
(пока температура не достигала 80°С). Кипятили
еще 5 ч. Добавляли еще 1.29 мл (1 экв.) ацетонит-

рила и продолжали кипятить 8 ч. Затем при охла-
ждении льдом добавляли 90 мл 2 М раствора со-
ляной кислоты. Кипятили 1 ч 15 мин с обратным
холодильником, охлаждали, отделяли органиче-
ский слой, водный подщелачивали 101 мл 2 М
раствора гидроксида натрия до рН 3. Охлаждали
до 3°С, выпавший осадок отфильтровывали,
фильтрат экстрагировали 2 × 50 мл хлористого
метилена, сушили над безводным сульфатом на-
трия и упаривали в вакууме. Остаток объединяли
с полученным осадком и перекристаллизовывали
из водного этанола. Получено 1.078 г вещества в
виде блестящих бесцветных призм. Выход 2-ами-
но-4-метоксиацетофенона 27%.

ЯМР 1Н в CDCl3 (500 МГц) δ (м.д.): 7.64 (1H, d,
J = 9.0, C6H), 7.30 (1.5H, b, NH2), 6.23 (1H, d,
J = 2.3, C3H), 6.13 (1H, dd, J = 9.0, 2.5, C5H), 3.73
(3H, s, OCH3), 2.41 (3H, s, COCH3).

Метиловый эфир 2,4-диметил-7-метоксихино-
лин-3-карбоновой кислоты (IX). Смешивали 0.772 г
(4.67 ммоль) 2-амино-4-метоксиацетофенона,
0.605 мл (1.2 экв. = 5.6 ммоль, 0.651 г) метилацето-
ацетата и 0.804 г (1 экв.) п-толуолсульфокислоты.
Медленно нагревали до 100°С на масляной бане и
выдерживали при этой температуре полчаса. Охла-
ждали, добавили 14 мл воды и нейтрализовали
1.56 мл 12% раствора гидроксида натрия, переме-
шивали 5 мин, образовавшийся осадок отфиль-
тровывали, промывали на фильтре 3 раза водой.
Очищали флэш-хроматографией на силикагеле.
Элюировали в системе 2–50% этилацетата в гек-
сане. Вещество выходило при 25–30% этилацета-
та. Получено 0.664 г в виде бледно-желтой массы.
Выход метилового эфира 2,4-диметил-7-меток-
сихинолин-3-карбоновой кислоты 64%. Rf = 0.73
(метанол–хлороформ 1 : 9). ЯМР 1Н в CDCl3
(500 МГц) δ (м.д.): 7.82 (1H, d, J = 9.2, С5Н), 7.30
(1Н, s, С8Н), 7.13 (1H, dd, J = 9.1, 2.5, C6H), 3.96
(3H, s, C7–OCH3), 3.92 (3H, s, COO–CH3), 2.65
(3H, s, C2–CH3), 2.59 (3H, s, C4–CH3). ЯМР 13C в
CDCl3 (126 МГц) δ (м.д.): 170.04 (СОО), 161.36
(С7), 155.08 (С8а), 149.34 (С2), 141.90 (С4), 125.90
(С3), 125.39 (С4а), 120.81 (С5), 119.38 (С6), 107.54
(С8), 55.69 (С7–ОСН3), 52.54 (СООСН3), 24.07
(С2–СН3), 15.94 (С4–СН3).

2,4-Диметил-7-метоксихинолин-3-карбоновая
кислота (X). К 0.66 г (3 ммоль) метилового эфира
2,4-диметил-7-метоксихинолин-3-карбоновой
кислоты добавляли 8 мл 2 М раствора гидроксида
натрия (5.5 экв., 16.5 ммоль), кипятили с обратным
холодильником в течение 15 ч. Добавили 12 мл во-
ды и 2.66 мл 6 М раствора соляной кислоты. Вы-
держивали ночь в холодильнике, отфильтровали
осадок, промывали на фильтре водой, сушили в
вакууме над Р2О5. Получено 0.436 г вещества в ви-
де бледно-желтых кристаллов. Выход 2,4-диметил-
7-метоксихинолин-3-карбоновой кислоты 70%.
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МАТВИЕНКО и др.

ЯМР 1Н в DMSO-d6 (500 МГц) δ (м.д.): 8.27 (1H, d,
J = 9.4, С5Н), 7.62 (1Н, d, J = 2.3, С8Н), 7.47 (1H,
dd, J = 9.3, 2.4, C6H), 3.96 (3H, s, OCH3), 2.83 (3H, s,
C2–CH3), 2.79 (3H, s, C4–CH3).

N-гидроксисукцинимидные эфиры 5- и 6-карбок-
си изомеров Sy630 вводили в состав 5'-аминосо-
держащих олигонуклеотидов по следующей об-
щей методике. К 200 мкл 5 мкМ раствора олиго-
нуклеотида, содержащего аминогруппу на
5'-конце в 0.1 М водном растворе гидрокарбоната
натрия (рН 8) добавляли 5-ти кратный избыток
N-гидроксисукцинимидного эфира красителя
(20 мкл раствора с концентрацией 10 мг/мл в
ДМСО). Полученную смесь перемешивали на
шейкере со скоростью 1400 об./мин при темпера-
туре 25°С в течение 12 часов. Модифицирован-
ные олигонуклеотиды очищали методом электро-
фореза в денатурирующем полиакриламидном
геле с последующей очисткой обращенно-фазовой
ВЭЖХ. Азидные производные 5- и 6-карбокси
изомеров Sy630 вводили в состав 5'-алкинсодер-
жащих олигонуклеотидов по методике, описанной
в [22]. ПЦР в реальном времени проводили по сле-
дующей циклограмме: денатурация: 95°С – 5 мин,
затем 49 циклов: 60°С – 40 с, 95°С – 15 с. Рабочие
концентрации праймеров были 5 мкМ, зондов –
2.5 мкМ. В реакцию брали 5 единиц фермента
ДНК-полимеразы SynTaq с ингибирующими ак-
тивность фермента антителами (ООО “Синтол”,
E-039-1000).

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Работа выполнена по государственному заданию
ФГБНУ ВНИИСБ № 0574-2019-0003 по теме “Расши-
рение спектра используемых в молекулярно-генетиче-
ских методах анализа флуоресцентных красителей”.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит каких-либо иссле-
дований с участием людей и животных в качестве объ-
ектов исследований.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Johnson I.D. Molecular Probes Handbook: A Guide to

Fluorescent Probes and Labeling Technologies. 11th ed.
Life Technologies. Corp., 2010.

2. Valeur B., Berberan-Santos M.N. Molecular Fluores-
cence: Principles and Applications. 2nd ed. Wiley-
VCH. Weinheim. Germany, 2013.

3. (a) Farzan V.M., Ulashchik E.A., Martynenko-Ma-
kaev Yu.V., Kvach M.V., Aparin I.L., Brylev V.A., Prika-

zchikova T.A., Maklakova S.Yu., Majouga A.G., Ustin-
ov A.V., Shipulin G.A., Shmanai V.V., Korshun V.A.,
Zatsepin T.S. // Bioconjugate Chem. 2017. 28 (10).
P. 2599. (b) Mason W.T. Fluorescent and Luminescent
Probes for Biological Activity: A Practical Guide to Tech-
nology for Quantitative Real-Time Analysis. 2nd ed. Aca-
demic Press. San Diego, 1999. (c) Taatjes D.J., Moss-
man B.T. Cell Imaging Techniques. Humana Press.
Totowa. New Jersey, 2006.

4. Liu Jixiang, Diwu Zhenjun, Leung Wai-Yee, Lu Yixin,
Patch B., Haugland R.P. // Tetrahedron Lett. 2003. 44.
P. 4355.

5. (a) Elderfield R.C. Heterocyclic Compounds. New
York. N.Y. 1961. 45. P. 60. (b) Walser A., Zenchoff G.,
Fryer R.I. // J. Heterocycl. Chem. 1976. 13. P. 131.

6. Sugasawa Tsutomu, Toyoda Tatsuo, Adachi Makoto, Sa-
sakura Kazuyuki // J. Am. Chem. Soc. 1978. 100.
P. 4842.

7. Friedlander P. // Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1882. 15.
P. 2572–2575.

8. Wang Guan-Wu, Jia Cheng-Sheng, Dong Ya-Wei // Tet-
rahedron Lett. 2006. 47. P. 1059.

9. Jia Cheng-Sheng, Ze Zhang, Tu Shu-Jiang, Wang
Guan-Wu // Org. Biomol. Chem. 2006. 4. P. 104.

10. Selvam N.P., Saravanan C., Muralidharan D., Perum-
al P.T. // J. Heterocyclic Chem. 2006. 43. P. 1379.

11. Narasimhulu M., Reddy T.S., Mahesh K.C., Prabha-
kar P., Rao Ch.B., Venkateswarlu Y. // J. Mol. Catal. A:
Chem. 2007. 266. P. 114.

12. De S.K., Gibbs R.A. // Tetrahedron Lett. 2005. 46.
P. 1647.

13. Wu Jie, Zhang Liang, Diao Tian-Ning // Synlett. 2005.
P. 2653.

14. Kumar S., Saini A., Sandhu J.S. // Synth. Commun.
2007. 37. P. 4071.

15. Bose D.S., Kumar R.K. // Tetrahedron Lett. 2006. 47.
P. 813.

16. Varala R., Enugala R., Adapa S.R. // Synthesis. 2006.
P. 3825.

17. Arumugam P., Karthikeyan G., Atchudan R., Muralidha-
ran D., Perumal P.T. // Chem. Lett. 2005. 34. P. 314.

18. Zhang L., Wu J. // Adv. Synth. Catal. 2007. 349.
P. 1047.

19. Zolfigol M.A. Salehi P., Ghaderi A., Shiri M. // Catal.
Commun. 2007. 8. P. 1214.

20. Wu Jie, Xia Hong-Guang, Gao Ke // Org. Biomol.
Chem. 2006. 4. P. 126.

21. Roberts E., Turner E.E. // J. Chem. Soc. 1927. P. 1832.
22. Натыров А.Н., Власова Н.А., Матвиенко И.В., Вол-

ков Е.М., Байрамов В.М., Курочкин В.Е., Алексе-
ев Я.И. // Биоорг. хим. 2018. 44. 5. С. 570–580.
[Natyrov A.N., Vlasova N.A., Matvienko I.V., Volkov E.M.,
Bajramov V.M., Kurochkin V.E., Alekseev Y.I. // Rus. J.
Bioorg. Chem. 2018. 44. 5. P. 562–571.]

23. Алексеев Я.И., Белов Ю.В., Варламов Д.А., Конова-
лов С.В., Курочкин В.Е., Маракушин Н.Ф., Петров А.И.,
Петряков А.О., Румянцев Д.А., Скоблилов Е.Ю.,
Соколов В.Н., Фесенко В.А., Чернышев А.В. // Науч-
ное приборостроение. 2006. 16. 3. С. 132–136.



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 3  2020

СИНТЕЗ ПРОИЗВОДНЫХ ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО РОДАМИНОВОГО КРАСИТЕЛЯ 321

Synthesis of Derivatives of Fluorescent Rodamine Dye on the Basis of Dihydrochinolin 
for Analysis of Nucleic Acids by Real Time Polymerase Chain Reaction
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ul. Ivana Chernyh 31/33, St. Petersburg, 198095 Russia

An optimized synthesis scheme for derivatives of xanthene fluorescent dye based on dihydroquinoline has
been developed. The possibility of using them as effective f luorophores as part of hybridization probes for re-
al-time PCR with the detection on an individual spectral channel is demonstrated for the first time.

Keywords: fluorescent rhodamine dyes, real-time polymerase chain reaction, nucleic acids, quinolines



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2020, том 46, № 3, с. 322

322

КЛИК-СИНТЕЗ, МОЛЕКУЛЯРНЫЙ ДОКИНГ,
ЦИТОТОКСИЧНОСТЬ В ОТНОШЕНИИ РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
(MDA-MB 231) И АНТИ-ВИЧ-АКТИВНОСТЬ НОВЫХ ПРОИЗВОДНЫХ

1,4-ДИЗАМЕЩЕННЫХ-1,2,3-ТРИАЗОЛТИМИНА1

© 2020    Faeza Abdul Kareem Almashal*, Hamsa Hussein Al-Hujaj**,
Ahmed Majeed Jassem*, # and Najim Aboud Al-Masoudi***

*College of Education for Pure Sciences, Department of Chemistry, Basrah University, Basrah, Iraq
**College of Pharmacy, University of Basrah, Basrah, Iraq

***College of Science, Department of Chemistry, Basrah University, Basrah, Iraq
Поступила в редакцию 02.12.2019 г.

После доработки 17.12.2019 г.
Принята к публикации 27.12.2019 г.

Новая серия производных 1,4-дизамещенных 1,2,2-триазолтимина (VIa–e) была синтезирована и
охарактеризована с помощью спектроскопических исследований. Цитотоксические активности
in vitro выбранных соединений против линии раковых клеток человека (MDA-MB 231) оценивали
с помощью анализа МТТ. 4-Азидо-N-замещенные бензолсульфонамиды (Vc–e) и 4,4'-(4,4'-((5-метил-
2,4-диоксопиримидин-1,3(2H, 4H)-диил)бис)(метилен))-бис(1H-1,2,3-триазол-4,1-диил))-бис(N-(4-
метилпиримидин-2-ил)бензолсульфонамид) (VIc) проявлял значительную цитотоксическую
активность с значениями IC50 1.61, 1.41, 1.61 и 1.81 мкМ соответственно. Молекулярное док-иссле-
дование 4-азидо-N-(4,6-диметилпиримидин-2-ил)бензолсульфонамида (Vd) и 4,4'-(4,4'-((5-метил-
2,4-диоксопиримидин-1), 3(2H, 4H)-диил)бис(метилен))-бис(1H-1,2,3-триазол-4,1-диил))-бис(N-
(4-метилпиримидин-2-ил)бензолсульфонамид) (VΙc) показало водородную связь с аминокислот-
ными остатками рецепторов 1X7R и 1A53 соответственно. Эти производные полезны в качестве
отправных точек для дальнейшего изучения новых противоопухолевых препаратов и для подтвер-
ждения потенциала триазолсульфонамидных аналогов в качестве соединений свинца при открытии
противоопухолевых препаратов. Кроме того, производные 1,4-дизамещенных-1,2,3-триазолтимина
(VIa–e) были оценены in vitro на антивирусную активность в отношении репликации ВИЧ-1 и ВИЧ-2 в
клетках МТ-4. Результаты показали, что производные 1,4-дизамещенного-1,2,3-триазолтимина
(VΙc–e) обладают сильной активностью в отношении репликации ВИЧ-1 со значениями IC50 11.42,
≥15.25 и 14.36 мкМ, SI > 4, ≤6, >9 соответственно.

Ключевые слова: клеточная линия рака молочной железы (MDA-MB 231), анти-ВИЧ активность,
молекулярный докинг, клик-реакция, производные 1,2,3-триазолтимина
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УДОБНЫЙ СИНТЕЗ НОВЫХ ПРОИЗВОДНЫХ
САЛЬФОНАМИДА, ХАЛКОНА И ПИРАЗОЛИНА В КАЧЕСТВЕ 
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Были синтезированы новые производные хальконсульфонамида, начиная с бензофенонов и альде-
гидов, в 3 этапа. Кроме того, (E)-3-(4-хлорфенил)-1-(4-метоксифенил)проп-2-ен-1-он превращал-
ся в различные пиразолины в четыре этапа. Синтез сульфонамидов проводили в условиях отсут-
ствия растворителей при комнатной температуре, и продукты получали с высокой чистотой после
простой обработки без использования какого-либо метода хроматографии для очистки. Все про-
дукты были оценены на предмет их антибактериальной активности in vitro в отношении Staphylococ-
cus aureus и Escherichia coli.

Ключевые слова: халкон, пиразолин, сульфаниламиды, не содержащие растворителей, антибактериальная
активность
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СИНТЕЗ РЯДА НОВЫХ ТИАЗОЛЬНЫХ ПРОИЗВОДНЫХ
ПИРАЗОЛИНА И ОЦЕНКА ИХ ПРОТИВОМИКРОБНОЙ, 

ПРОТИВОГРИБКОВОЙ И ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ АКТИВНОСТИ1
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3-(2-Тиенил)-5-арил-1-тиокарбамоил-2-пиразолины вводили в реакцию с производными хлораце-
тона и гидразонил хлорида в этаноле для получения соответствующих производных тиазолилпира-
золина и тиофенилпиразолил-5-замещенных арилдиазенилтиазола. Структуры полученных соеди-
нений были установлены методами элементного и спектрального (ИК, 1H и 13С ЯМР) анализов.
Противомикробную и противогрибковую активность новых соединений оценивали на четырех бак-
териальных и пяти грибковых штаммах. Помимо этого, исследовали противоопухолевую актив-
ность двух из синтезированных соединений, 1-(2-(5-(4-хлорофенил)-3-(тиофен-2-ил)-4,5-дигидро-
пиразол-1-ил)-4-метилтиазол-5-ил)этан-1-она и (2-(5-(4-хлорофенил)-3-(тиофен-2-ил)-4,5-дигид-
ро-1H-пиразол-1-ил)-4-метил-5-(фенилдиазенил)тиазола, по отношению к клеткам линий HEPG-2,
HCT-116, MCF-7, BHK и CACO-2. Полученные результаты свидетельствуют о том, что указанные
два соединения обладают наиболее высокой активностью по отношению ко всем исследованным
грамположительным и грамотрицательным бактериям, а также грибам. Также эти соединения по-
казали высокую противоопухолевую активность по отношению к двум опухолевым линиям клеток
(HCT-116 и CACO-2).

Ключевые слова: тиофен, тиазол, пиразолин, противомикробная, противогрибковая, противоопухолевая
активность
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СИНТЕЗ И ПРОТИВООПУХОЛЕВАЯ АКТИВНОСТЬ 
ФУНКЦИОНАЛИЗИРОВАННЫХ ТИЕНО[2,3-d]ПИРИМИДИНОВЫХ 

СОЕДИНЕНИЙ И ИХ ТРИАЗИНИЛ И ТЕТРАЗИНИЛ ПРОИЗВОДНЫХ1

© 2020    Walaa I. El-Sofany*, **, #, Dalia M. Othman*,
Asma M. Mahran*, Mai Manawaty***, and Wael A. El-Sayed*, ****

*Photochemistry Department, National Research Centre, El-Behouth St, Dokki, Cairo, 12622 Egypt
**Chemistry Department, College of Science, Hail University, Hail, 81412 Kingdom of Saudi Arabia

***Department of Pharmacology, National Research Centre, Dokki, Cairo, 12622 Egypt
****Chemistry Department, College of Science, Qassim University, Buraydah, 51431 Kingdom of Saudi Arabia

Поступила в редакцию 30.08.2019 г.
После доработки 16.11.2019 г.

Принята к публикации 24.12.2019 г.

Новые амино и гидразинил производные тиенопиримидина были получены из 2-гидразилниил-заме-
щенного тиенопиримидина. Исследована противоопухолевая активность полученных соединений по
отношению к клеточным линиям рака простаты (PC3), карциномы легкого (А549) и гепатоклеточ-
ной карциномы (HepG2) человека. Производные бензотиенопиримидина с тиоксоэтантиоамидом,
пиримидотетразином, карботиоамидом и гидразинил глицином показали высокую активность по
отношению к клеткам линий PC3 и А549. Помимо этого производные тиенопиримидина и их тие-
нопиримидиноновые аналоги были избирательно активны по отношению к этим клеткам. Некото-
рые из синтезированных соединений показали умеренную активность по отношению к клеткам ли-
ний PC3 и А549.

Ключевые слова: тиенопиримидин, пиримидотетразин, пиримидотриазин, противоопухолевая активность,
PC3, A549, HepG2
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ДИЗАЙН И СИНТЕЗ 1-ЗАМЕЩЕННЫХ
4-(4-НИТРОФЕНИЛ)-[1,2,4]ТРИАЗОЛО[4,3-a]ХИНАЗОЛИН-5(4H)-ОНОВ

В КАЧЕСТВЕ НОВОГО КЛАССА АНТИГИСТАМИННЫХ АГЕНТОВ1
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Некоторые новые 1-замещенные 4-(4-нитрофенил)-[1,2,4]триазоло[4,3-a]хиназолин-5(4H)-оны бы-
ли получены и исследованы с точки зрения их H1-антигистаминной активности. Структуры новых
соединений подтверждены методами ИК, 1H ЯМР и масс-спектрометрии; чистота соединений
определена с помощью элементного анализа. Антигистаминная активность установлена в ходе экс-
перимента по защите морских свинок от бронхоспазма, вызванного гистамином. Уровень защиты
новыми соединениями изменялся в пределах 68–71.56%, для сравнения уровень защиты стандарт-
ным препаратом хлорфениламин малеатом составляет 70.71%. Седативные свойства полученных
соединений также исследованы; показано, что седативная активность соединений ничтожно мала
по сравнению с хлорфениламин малеатом.

Ключевые слова: гистамин, триазол, хиназолин-5(4H)-оны, антигистаминная активность, седативная и
гипнотическая активность
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СИНТЕЗ И БИОЛОГИЧЕСКАЯ ОЦЕНКА
НЕКОТОРЫХ N-ЗАМЕЩЕННЫХ ПРОИЗВОДНЫХ ХИНОКСАЛИНА

В КАЧЕСТВЕ ПРОТИВООПУХОЛЕВЫХ АГЕНТОВ1
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Новые гибридные молекулы, содержащие производные 1-(N-замещенного) хиноксалина, были
синтезированы путем конденсации 3-гидрокси-2-оксохиноксалина с 2,3-ненасыщенными карбо-
нильными соединениями в различных условиях с целью получения сложноэфирных и амидных
производных. Структура полученных соединений была разъяснена на основе ИК, 1Н-ЯМР, 13С-
ЯМР, масс- и элементного анализа. Все приготовленные соединения оценивали на их противора-
ковую активность в отношении двух раковых клеточных линий (MCF-7 и HeLa). Анализ клеточно-
го цикла соединения гидразидов 3-(п-метоксифенил)-3-(3-гидрокси-2-оксохиноксалин-1-ил)-2-
цианоакриловой кислоты показал остановку клеточного цикла при S-фазе и апоптозе Pre-G1. Про-
цент ингибирования синтеза ДНК показал, что это упомянутое соединение проявляло равную ак-
тивность по отношению к доксорубицину. Кроме того, апоптоз был подтвержден увеличением про-
цента каспазы на 3/7 выше, чем цисплатина.

Ключевые слова: хиноксалин, антипролиферативный анализ, анализ клеточного цикла, каспаза 3/7,
цисплатин
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СИНТЕЗ И ЭФФЕКТИВНОСТЬ ТРАНСФЕКЦИИ С ПОМОЩЬЮ 
БИВАЛЕНТНЫХ КАТИОННЫХ ЛИПИДОВ С АММОНИЕВОЙ ГОЛОВОЙ 
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Катионные липиды с амидным или карбаматным линкером и бивалентной катионной головой бы-
ли получены и исследованы с точки зрения эффективности трансфекции. Шестнадцать липидов с
двойными ацильными или холестериновыми хвостами и бивалентными аммониевыми головами
получены с помощью твердофазного синтеза. Структуры полученных липидов установлены с помо-
щью методов спектроскопии. Аффинность к ДНК полученных липидов подтверждена методом тор-
можения в геле. Липиды с несимметричными гидрофобными хвостами (лауроил и стеароил) пока-
зали более высокую эффективность трансфекции по сравнению с другими липидами в присутствии
липида-хелпера, диолеоилфосфатидилэтаноламина (ДОФЭ), в оптимизированном составе на клет-
ках HEK293. В присутствии 20% сыворотки те же липиды показали эффективность трансфекции,
аналогичную величине для препарата LipofectamineTM 2000 (L2K). Эффективность трансфекции ак-
тивных липидов была исследована на клетках линий HeLa, PC3 и HC-04. Что касается выживаемо-
сти клеток в присутствии липидов, самые активные трансфецирующие молекулы были нетоксичны
по отношению к клеткам HEK293 и HC-04 (выживаемость >85%). Липиды образовывали с ДНК
(отношение ДНК/липид 1 : 30) частицы (липоплексы) размера около 380 нм с зета-потенциалом
около 35 мВ.

Ключевые слова: катионные липиды, диэтилентриамин, доставка ДНК, твердофазный синтез,
трансфекция
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Нами была разработана и синтезирована новая серия производных изоксазола, содержащих пира-
золин. Синтезированные соединения охарактеризованы спектрами 1H NMR, IR и ESI-MS. Кроме
того, все синтезированные соединения были состыкованы с целевым DHFR человека (ID PDB: 1KMS).
Среди всех соединений соединение 5-(4-метоксифенил)-3-(5-метил-3-(4-нитрофенил)изоксазол-
4-ил)-4,5-дигидро-1Н-пиразол-1-ил)(фенил)метанон оказалось наиболее сильным, проявляя са-
мую высокую аффинность связывания с оценкой стыковки 153.763. Все синтезированные соедине-
ния были подвергнуты скринингу на противоопухолевую активность против клеточных линий рака
молочной железы человека MCF-7 и MDA-MB-231 посредством анализа МТТ. Из всех синтезиро-
ванных соединений (5-(4-метоксифенил)-3-(5-метил-3-(4-нитрофенил)изоксазол-4-ил)-4,5-ди-
гидро-1Н-пиразол-1-ил) (фенил) метанон обладает хорошей активностью со значениями IC50 в
диапазоне 3–4 мкг/мл. Кроме того, все соединения подвергали скринингу на противотуберкулез-
ный анализ против штамма H37Rv и штамма с множественной лекарственной устойчивостью DKU
156; среди всех четырех соединений они проявляли значительную активность при концентрациях
6.25 мкг/мл. Таким образом, значение MIC может находиться в диапазоне от 3.12 до 6.25 мкг/мл.

Ключевые слова: противораковый препарат, аффинность связывания, докинг, изоксазол, пиразолы, про-
тивотуберкулезный препарат
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Реакция межфазного катализа 4-гидрокси-6-метил-2Н-хромен-2-она с алкилгалогенидами дает
продукты алкилирования С4 производных 2Н-хромен-2-она с заметным выходом, тогда как с фенил-
изотиоцианатом получается продукт присоединения С3 4-гидрокси-6-метил-2-оксо-N-фенил-2Н-
хромен-3-карботиоамида, также была исследована одна трехкомпонентная реакция фазового пере-
носа. Обработка 4-гидрокси-6-метил-2Н-хромен-2-она ароматическими альдегидами в различных
молярных соотношениях дает 3-арилидин и производные дикумарола. Однако пиранохромен и пи-
ранопиридин были получены по реакции арилидина с этилацетатом в реакции циклоприсоедине-
ния Михаэля. Стабильность пиронового кольца в 3-арилидине и дикумароле по отношению к раз-
личным нуклеофильным реагентам в условиях дефлегмации и/или синтеза была изучена под дей-
ствием гидразин-гидрата, ацетата аммония, метиламина и п-толуидина, что позволило получить
соединения 1,2-бис(бензо[d][1,3]диоксол-5-илметилен)гидразин, 1,2-бис(4-метоксибензили-
ден)гидразин и производные 2,4-бис((2,6-дигидрокси-3-метилфенил)(гидрокси)метилен)-1-(4-
метоксифенил)-4-(п-толил)пиперидин-3,5-диона. Исследована антимикробная активность неко-
торых синтезированных соединений.

Ключевые слова: межфазный катализ-алкилирование, 3-арилидин, дикумарол, реакции Михаэля
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СТРУКТУРНЫЙ ПРОФИЛЬ НОВЫХ ПРОИЗВОДНЫХ АДЕНОЗИНА
В КАЧЕСТВЕ АНТИАГРЕГАНТОВ НА ОСНОВАНИИ АНАЛИЗА 3D-QSAR

С ПОМОЩЬЮ АЛГОРИТМОВ CoMFA, CoMSIA И SOMFA1
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В работе серия новых производных аденозина исследована с помощью методов сравнительного
анализа молекулярных полей (comparative molecular field analysis, CoMFA), сравнительного анализа
индексов молекулярного подобия (comparative molecular similarity indices analysis, CoMSIA) и анали-
за самоорганизующихся молекулярных полей (self-organizing molecular field analysis, SOMFA). По-
лучены статистически значимые коэффициенты (CoMFA, q2 = 0.560, r2 = 0.940, F value = 71.850 и
SEE = 0.097; CoMSIA, q2 = 0.528, r2 = 0.943, F value = 29.29 и SEE = 0.108; SOMFA, r2 = 0.615,  =
= 0.577, F value = 60.797 и SEE = 0.226), а созданные модели опробованы на тестовых выборках.
Тщательный анализ контурных карт позволит разработать новые производные аденозина с высокой
эффективностью ингибирования агрегации тромбоцитов для будущего синтеза и исследований.

Ключевые слова: производные аденозина, дизайн, антиагрегантная активность, 3D-QSAR, CoMFA
DOI: 10.31857/S0132342320030173

2
cvr

1  Полный текст статьи печатается в английской версии журнала.
#  Автор для связи: (тел.: +86 (106) 443-92-18; эл. почта: dhg@mail.buct.edu.cn).

ПИСЬМА РЕДАКТОРУ



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2020, том 46, № 3, с. 332–336

332

СИНТЕЗ И ОПТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА
НОВОГО АЦЕТИЛЕНОВОГО АНАЛОГА ХРОМОФОРА БЕЛКА Kaede

© 2020 г.   Э. Р. Зайцева*, **, А. Ю. Смирнов*, А. С. Мишин*, #, М. С. Баранов*, ***
*Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН,

Россия, 117997, Москва, ул. Миклухо-Маклая, 16/10
**Российский химико-технологический университет имени Д.И. Менделеева,

Россия, 125047, Москва, Миусская площадь, 9
***Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова,

Россия, 117997, Москва, ул. Островитянова, 1
Поступила в редакцию 22.11.2019 г.

После доработки 29.11.2019 г.
Принята к публикации 26.12.2019 г.

В результате использования модифицированной реакции Соногаширы впервые синтезирован аце-
тиленовый аналог хромофора белка Kaede – (Z)-2-((4-(диэтиламино)фенил)этинил)-5-(4-гид-
роксибензилиден)-3-метил-3,5-дигидро-4H-имидазол-4-он. Изучение оптических свойств данно-
го соединения установило, что максимумы абсорбции и эмиссии сдвинуты в длинноволновую об-
ласть по сравнению с классическим хромофором GFP, а стоксов сдвиг достигает почти 150 нм.

Ключевые слова: имидазолоны, хромофоры, флуоресцентные красители, GFP, Kaede, реакция Соногаширы,
оптические свойства
DOI: 10.31857/S0132342320030343

Ключевыми из современных подходов к изу-
чению процессов, протекающих в живых клетках,
являются методы визуализации, связанные с ис-
пусканием света. Важнейшей составляющей дан-
ных методов является введение в изучаемый объ-
ект люминесцентной либо флуоресцентной мет-
ки. Среди последних стоит отдельно отметить
многочисленные производные хромофора зеле-
ных флуоресцентных белков (GFP), содержащие
в своем составе бензилиденимидазолон [1]. Дан-
ный класс соединений обладает большой вариа-
тивностью оптических свойств, значительным
стоксовым сдвигом, хорошей растворимостью в
воде, высокой проницаемостью через цитоплаз-
матическую мембрану, низкой токсичностью и
синтетической доступностью [2–4].

Для биологических объектов характерно высо-
кое поглощение коротковолнового излучения
(которое зачастую нарушает протекающие био-
логические процессы) и низкое поглощение
длинноволнового. Поэтому при проведении био-
медицинских исследований предпочтительным
является использование меток с максимумами
поглощения и эмиссии флуоресценции в длинно-

волновой части видимого спектра. Одной из ос-
новных синтетических стратегий достижения ба-
тохромного сдвига является увеличение размера
сопряженной π-системы молекулы хромофора.
Примером такого подхода в случае бензимидазо-
лонов являются аналоги хромофора белка Kaede,
содержащие в своем составе стирольный заме-
ститель во втором положении имидазолонового
цикла [5]. Данные соединения уже используются
как флуоресцентные [6, 7] или флуорогенные (ве-
щества, увеличивающие квантовый выход флуо-
ресценции при связывании с целевым объектом)
метки [8, 9] в биомедицинских исследованиях.
Однако, за все время изучения аналогов хромо-
фора белка Kaede не были получены их ацетиле-
новые производные. В настоящей работе мы впер-
вые разработали подход к синтезу данного класса
соединений и на одном примере рассмотрели их
доступность и оптические свойства.

В качестве целевого соединения нами было
выбрано вещество (V) (рис. 1). Одним из самых
распространенных методов синтеза ацетиленов
является реакция Соногаширы, ее применение
предполагает вовлечение в реакцию терминально-
го алкина и арил- либо гетарилгалогенида. В
литературных источниках не описаны 2-галоген-

#  Автор для связи: (тел.: +7 (495) 995-55-57 (2074); эл. почта:
mishin@ibch.ru).
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имидазолоны, однако существуют примеры про-
ведения реакции Соногаширы с участием алкил-
тиопроизводных, в которых происходит катали-
зируемое комплексами палладия замещение
серосодержащей группы на ацетилен [10, 11].
Также существует несколько примеров модифи-
цирования тиогидантоинов [12] и 2-алкилтио-
имидазолонов [13] в результате реакции Либ-
скайнда-Срогля. Поэтому для синтеза целевого
соединения мы выбрали модифицированную ме-
тодику получения ацетиленов реакцией Сонога-
ширы с десульфированием соответствующего
тиогидантоинового производного.

Соединение (IV) было синтезировано с ис-
пользованием достаточно редкой модификации
реакции Соногаширы с использованием произ-
водного, содержащего группу SCH3 [14]. В каче-
стве катализатора были использованы йодид ме-
ди (I) и Pd(dppf)Cl2 · CH2Cl2. В начале в результате
конденсации 4-гидроксибензальдегида с 2-тио-
оксоимидазолин-4-оном было получено соеди-
нение (I). Так как алкилирование тиооксоимида-
золина могло протекать и с участием гидрокси-
группы бензилиденового фрагмента, следующей
стадией стала ее защита триизопропилсилильной
группой. Полученное в результате соединение (II)
метилировали метилйодидом с образовaнием про-
дукта (III). После этого проводилась реакция
Соногаширы, в результате чего было выделено
соединение (IV) с ацетиленовым фрагментом в
структуре. Для удаления триизопропилсилиль-
ной защиты соединение (IV) обрабатывали фто-
ридом тетрабутиламмония. В результате нами бы-
ло получено новое соединение (V) с хорошим вы-
ходом.

Далее были определены оптические свойства
нового соединения (V) в ацетонитриле (рис. 1).
Было обнаружено, что эмиссия флуоресценции

соединения (V) невелика, что согласуется с полу-
ченными ранее данными для других аналогов
хромофора белка Kaede [6]. Максимумы абсорб-
ции (457 нм) и эмиссии (примерно 605 нм) соеди-
нения (V) сдвинуты в значительно более длинно-
волновую область по сравнению с классическим
хромофором GFP (Z)-5-(4-гидроксибензилиден)-
2,3-диметил-3,5-дигидро-4H-имидазол-4-оном
(максимумы абсорбции и эмиссии 368 и 438 нм со-
ответственно) [8]. Также обращает на себя внима-
ние тот факт, что стоксов сдвиг нового ацетиле-
нового производного составляет почти 150 нм,
что делает полученный краситель перспектив-
ным в задачах многоцветного мечения биологи-
ческих образцов.

Таким образом, нами был впервые разработан
подход к синтезу ацетиленовых аналогов хромо-
фора белка Kaede на примере соединения (V).
Максимумы абсорбции и эмиссии данного со-
единения лежат в более длинноволновой области,
чем у аналогичного хромофора GFP из-за нали-
чия сопряженной ацетиленовой системы. Этот
факт, а также низкий уровень флуоресценции
данного соединения позволяют предполагать, что
новое производное (V) или его аналоги могут ока-
заться перспективными флуорогенными краси-
телями.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Спектры ЯМР (δ м.д., J Гц) зарегистрированы

на приборе Bruker Avance III (700 МГц, США) в
DMSO-d6 (внутренний стандарт – Me4Si). Спек-
тры поглощения в УФ и видимом диапазоне реги-
стрировали на спектрофотометре Varian Cary 100
Bio (США). Спектры флуоресценции регистриро-
вались на спектрофлуориметре Varian Cary Eclipse
(США). Температуры плавления определены на
приборе SMP 30 (Великобритания) и не исправ-

Рис. 1. Спектры поглощения и эмиссии соединения (V) в ацетонитриле.
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лены. Масс-спектры высокого разрешения запи-
саны на приборе Bruker micrOTOF II, ионизация
электрораспылением.

(Z)-5-(4-Гидроксибензилиден)-2-тиооксоими-
дазолин-4-он (I). 4-Гидроксибензальдегид (793 мг,
6.5 ммоль), 2-тиооксоимидазолин-4-он (580 мг,
5.0 ммоль) и ацетат натрия (1.76 г, 21.5 ммоль)
растворяли в 15 мл ледяной уксусной кислоты,
полученную смесь кипятили в течение 3 ч и осту-
жали до комнатной температуры. При интенсив-
ном перемешивании добавляли 50 мл воды, вы-
павший осадок отфильтровывали и промывали во-
дой (20 мл) и диэтиловым эфиром (10 мл), после
чего сушили в вакууме. Желтый порошок (935 мг,
85%), т. пл. 280°C с разложением; 1H-ЯМР: 6.43
(с, 1 H), 6.81 (д, J2 8.6, 2 H), 7.63 (д, J2 8.6, 2 H),
10.02 (ушир. с., 1 H), 11.95 (ушир. с., 1 H), 12.22
(ушир. с., 1 H).

(Z)-2-Тиоксо-5-(4-((триизопропилсилил)ок-
си)бензилиден)имидазолидин-4-он (II). (Z)-5-(4-
Гидроксибензилиден)-2-тиооксоимидазолин-4-он
(I, 1.10 г, 5.0 ммоль), триизопропилсилилхлорид
(1.06 г, 5.5 ммоль), DIPEA (0.78 г, 6.0 ммоль) и
имидазол (20 мг) растворяли в ТГФ (50 мл), после
чего перемешивали в течение ночи. Полученный
раствор упаривали, остаток растворяли в этилаце-
тате (200 мл), промывали насыщенным раство-
ром хлорида натрия (3 × 50 мл), сушили над без-
водным Na2SO4 и упаривали. Продукт очищали
флеш-хроматографией (элюент – хлороформ).
Желтый порошок (1.48 г, 79%), т. пл. 275°C с раз-
ложением; 1H-ЯМР: 1.08 (д, J2 7.4, 18 H), 1.25–1.31
(септ., J2 7.4, 3 H), 6.45 (с, 1 H), 6.89 (д, J2 8.6, 2 H),
7.68 (д, J2 8.6, 2 H), 12.03 (ушир. с., 1 H), 12.28
(ушир. с., 1 H); 13C-ЯМР: 11.9, 17.5, 111.6, 119.8,
125.4, 126.1, 132.0, 156.5, 165.6, 178.6; HRMS
(ESI), m/z: найдено М, 377.1711; рассчитано для
C19H29N2O2SSi+, [M + H]+ 377.1714.

(Z)-3-Метил-2-(метилтио)-5-(4-((триизопро-
пилсилил)окси)бензилиден)-3,5-дигидро-4H-ими-
дазол-4-он (III). (Z)-2-Тиооксо-5-(4-((триизо-
пропилсилил)окси)бензилиден)имидазолидин-4-
он (II, 1.13 г, 3.0 ммоль), йодметан (1.70 г,
12.0 ммоль) и поташ (1.66 г, 12.0 ммоль) смешива-
ли в ацетонитриле (30 мл) и кипятили в течение
8 часов. Реакционную смесь остужали, фильтро-
вали, раствор упаривали на три четверти и добав-
ляли этилацетат (150 мл). Полученный раствор
промывали насыщенным раствором хлорида на-
трия (3 × 30 мл), сушили над безводным Na2SO4 и
упаривали. Продукт очищали флеш-хроматогра-
фией (элюент – хлороформ). Желтый порошок
(820 мг, 69%), т. пл. 160–163°C; 1H-ЯМР: 1.07 (д,

J2 7.3, 18 H), 1.27 (септ., J2 7.3, 3 H), 2.72 (с, 3 H),
3.08 (с, 3 H), 6.83 (с, 1 H), 6.94 (д, J2 8.7, 2 H), 8.16
(д, J = 8.8, 2 H); 13C-ЯМР: 12.1, 12.5, 17.7, 26.3,
120.0, 122.1, 126.5, 133.8, 136.7, 157.1, 161.7, 170.9;
HRMS (ESI), m/z: найдено М, 405.2022; рассчита-
но для C21H33N2O2SSi+, [M + H]+ 405.2027.

(Z)-2-((4-(Диэтиламино)фенил)этинил)-3-ме-
тил-5-(4-((триизопропилсилил)окси)бензилиден)-
3,5-дигидро-4H-имидазол-4-он (IV). В колбу
Шленка насыпали (Z)-3-метил-2-(метилтио)-5-
(4-((триизопропилсилил)окси)бензилиден)-3,5-
дигидро-4H-имидазол-4-он (III, 406 мг, 1 ммоль),
йодид меди(I) (190 мг, 1 ммоль) и комплекс
(1,1'-бис(дифенилфосфино)ферроцена хлорида
палладия(II) с дихлорметаном (41 мг, 0.05 ммоль).
Колбу вакуумировали, заполнили аргоном, в токе
аргона добавляли DIPEA (2.58 г, 20 ммоль) и
N,N-диэтил-4-этиниланилин (340 мг, 2 ммоль).
Реакционную смесь выдерживали при температу-
ре 100°С в течение 12 ч, затем добавляли этилаце-
тат (100 мл) и промывали насыщенным раство-
ром хлорида натрия (3 × 30 мл). Органическую
фазу сушили над безводным Na2SO4 и упаривали.
Продукт очищали флеш-хроматографией (элю-
ент – смесь этилацетата и гексана, 1 : 5). Темный
порошок (227 мг, 43%), т. пл. 166–168°C. Продукт
частично (до 20%) загрязнен соединением (V),
использован в следующей стадии без проведения
полной очистки. 1H-ЯМР: 1.08 (д, J2 7.4, 18 H), 1.13
(септ., J2 7.1, 6 H), 1.30 (т, J2 7.6, 1 H), 3.22 (с, 3 H),
3.42 (кв., J2 7.1, 4 H), 6.75 (д, J2 9.0, 2 H), 6.97 (д,
J2 8.8, 2 H), 7.02 (с, 1 H), 7.52 (д, J2 9.0, 2 H), 8.16 (д,
J2 8.6, 2 H); HRMS (ESI), m/z: найдено М, 530.3198;
рассчитано для C32H44N3O2Si+, [M + H]+ 530.3197.

(Z)-2-((4-(Диэтиламино)фенил)этинил)-5-(4-гид-
роксибензилиден)-3-метил-3,5-дигидро-4H-имида-
зол-4-он (V). (Z)-2-((4-(Диэтиламино)фенил)эти-
нил)-3-метил-5-(4-((триизопропилсилил)окси)бен-
зилиден)-3,5-дигидро-4H-имидазол-4-он (IV,
159 мг, 0.3 ммоль) растворяли в ТГФ (4 мл), до-
бавляли фторид тетрабутиламмония тригидрата
(474 мг, 1.5 ммоль), после чего полученный рас-
твор перемешивали 1 ч. Добавляли этилацетат
(100 мл) и промывали насыщенным раствором
хлорида натрия (10 × 15 мл). Органическую фазу
сушили над безводным Na2SO4 и упаривали.
Продукт очищали флеш-хроматографией (элю-
ент – смесь хлороформа и этанола, 50 : 1). Тем-
но-красный порошок (64 мг, 57%), т. пл. 188–
190°C; 1H-ЯМР: 1.12 (т, J2 7.0, 6 H, NCH2CH3), 3.21
(с, 3 H, NCH3), 3.41 (кв., J2 6.9, 4 H, NCH2CH3),
6.73 (д, J2 9.0, 2 H, H5', H7'), 6.87 (д, J2 8.8, 2 H,
H3'', H5''), 6.99 (с, 1 H, H7''), 7.51 (д, J2 8.8, 2 H, H4',



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 3  2020

СИНТЕЗ И ОПТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 335

H8'), 8.10 (д, J2 8.6, 2 H, H2'', H6''), 10.24 (ушир. с.,
1 H, OH); 13C-ЯМР: 12.3 (NCH2CH3), 27.0 (NCH3),
43.8 (NCH2CH3), 78.4 (C1'), 102.6 (C2'), 103.6 (C3'),
111.3 (C5', C7'), 115.9 (C3'', C5''), 125.4 (C7''), 127.4

(C1''), 134.2 (C2'', C6''), 134.6 (C4', C8'), 136.4 (C2),
146.2 (C5), 149.1 (C6'), 160.1 (C4''), 168.5 (C4);
HRMS (ESI), m/z: найдено М, 374.1864; рассчита-

но для  [M + H]+ 374.1863.

Схема 1. Схема синтеза соединения (V).
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Synthesis and Optical Properties of the New Acetylene Kaede Chromophore Analogue
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A novel derivative of acetylene Kaede protein chromophore (Z)-2-((4-(diethylamino)phenyl)ethynyl)-5-(4-
hydroxybenzylidene)-3-methyl-3,5-dihydro-4H-imidazol-4-one was synthesised by modified Sonogashira
reaction. In comparison with classical GFP chromophore analogue, obtained compound exabits prominent
shift of absorption and emission maxima to the long-wavelength region. The value of Stock’s shift of the new-
ly synthesized compound reached almost 150 nm.

Keywords: imidazolones, chromophores, fluorescent dyes, GFP, Kaede, Sonogashira reaction, optical properties


