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Углеводы – один из наиболее химически разнообразных классов биомакромолекул. Объем накоп-
ленной информации о них многократно превышает уровень, позволяющий ориентироваться в этом
океане данных без специальных средств – баз данных (БД) гликомики и прогностических сервисов,
использующих данные из этих баз. Существующие БД не полностью совместимы друг с другом как
по покрытию, так и по форматам данных и возможностям, предоставляемым пользователям, и на-
правлены на решение отдельных задач. Главные проблемы нынешних БД – наличие ошибок, про-
белы в полноте покрытия и отсутствие общепризнанного углеводного языка. Наиболее востребова-
ны углеводные БД с широким покрытием для обеспечения единого информационного простран-
ства данных по структуре, свойствам и функциям углеводов, связанных с таксономией и
свойствами их природных источников. В рамках проекта Carbohydrate Structure Database (CSDB)
была создана архитектура БД, направленная на создание расширяемого проекта гликоинформати-
ки с непрерывной поддержкой и регулярным обновлением данных. Она была реализована в про-
граммном продукте, лишенном основных недостатков других БД гликомики. За 15 лет своего суще-
ствования CSDB стала основным источником данных по углеводам микроорганизмов и платфор-
мой для множества сервисов углеводной тематики. Проект нацелен на создание современной и
всеобъемлющей базы природных углеводов со свободным доступом, ежегодным обновлением и до-
полнением содержимого, поиском и устранением ошибок (в том числе в публикациях), появлением
новых сервисов.
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ВВЕДЕНИЕ
Углеводы – один из наиболее химически раз-

нообразных классов биомакромолекул. С откры-
тием гликозилирования белков и выяснением ро-
ли углеводных антигенов в межклеточных взаи-
модействиях интерес к ним непрерывно
возрастает. К настоящему времени объем накоп-
ленной информации об углеводах многократно
превысил уровень, позволяющий ориентировать-
ся в этом океане данных без специальных средств.
Поэтому прогресс гликобиологии во многом за-
висит от наличия единого информационного
пространства данных по структуре, свойствам и
функциям углеводов, связанных с таксономией и
свойствами их природных источников. Основное
средство создания такого пространства – базы
данных (БД) гликомики и прогностические сер-

Сокращения: БД – база данных; CSDB – База данных
структур углеводов (Carbohydrate Structure Database);
IUPAC – Международный союз теоретической и приклад-
ной химии (International Union of Pure and Applied Chemis-
try); NCBI – Национальный центр биотехнологической
информации (National Center for Biotechnology Informa-
tion); PDB – База данных белков (Protein Data Bank);
SNFG – Символьная номенклатура гликанов (Symbol
Nomenclature for Glycans).

# Автор для связи: (тел.: +7 (916) 172-47-10; эл. почта:
netbox@toukach.ru).
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висы, использующие данные из этих баз. В отли-
чие от геномики и протеомики, стандарты иден-
тификации структур и протоколы обмена инфор-
мацией в гликомике были унифицированы лишь
в последние годы; этот процесс еще полностью не
завершен. Появившиеся проекты новой области
биоинформатики – гликоинформатики – не пол-
ностью совместимы друг с другом как по покры-
тию, так и по форматам данных и возможностям,
предоставляемым химикам, биологам, генети-
кам, фармацевтам. Каждый из таких проектов на-
правлен на решение своего класса задач, тем не
менее прослеживается явная тенденция к взаим-
ной интеграции. Более детальный разбор про-
блем гликоинформатики и их возможных реше-
ний опубликован в виде мини-обзора [1].

СУЩЕСТВУЮЩИЕ БАЗЫ ДАННЫХ 
ГЛИКОМИКИ

Базы данных гликомики можно разделить на
структурные, протеомные, базы функций и вспо-
могательные. На рис. 1 представлены наиболее
значимые базы данных, ориентированные на уг-
леводные структуры.

Наиболее востребованы углеводные БД с ши-
роким покрытием: GLYCOSCIENCES [2–4] (им-
порт CCSD/ CarbBank [5, 6] + углеводы млекопи-
тающих + данные ЯМР), UniCarbKB [7, 8] (O- и
N-гликаны млекопитающих, включая данные
GlycoSuite [9, 10] и Glycobase/GlycoStore (NIBRT)
[11, 12], KEGG Glycan [13] (в основном импорт
CCSD/Carbbank), Carbohydrate Structure Database
[14–17] (CSDB; углеводы прокариот, растений и
грибов + данные ЯМР). Также следует отметить
специализированные базы: портал GlyGen [18,
19] (структурно-протеомная база гликанов, уна-
следовавшая, как и UniCarbKB, данные Glyco-
Suite и архитектуру дизайн-проекта EuroCarbDB
[7, 20]), ECODAB [21] (О-антигены Escherichia сoli),
Monosaccharide DB [22, 23] (моносахариды), ме-
та-репозиторий структур GlyTouCan [24, 25], со-
зданный как источник универсальных идентифи-
каторов углеводов, GlycoBase-Lille (углеводы ам-
фибий и других животных + данные ЯМР).
Исторически первой универсальной углеводной
БД была CCSD/CarbBank [6], претендовавшая на
полноту покрытия по всем структурам, опубли-
кованным до 1996 г., в котором прекратилась ее
поддержка. Поскольку сбор и оцифровка первич-
ных данных из публикаций – наиболее трудоем-
кая часть работы по созданию БД, почти все со-
временные проекты в том или ином виде исполь-
зуют данные CarbBank, а также элементы
идеологии этой базы.

КРИТЕРИИ ОЦЕНКИ УГЛЕВОДНЫХ 
БАЗ ДАННЫХ

Отличительные особенности, как и критерии
оценки углеводных баз данных: представленные
типы информации, полнота покрытия, качество
данных, функциональность (а также стабиль-
ность и производительность), интерфейс пользо-
вателя, возможность интеграции с другими про-
ектами и, косвенно, внутренняя архитектура БД.

Типы информации, хранение и обработка ко-
торых необходимы для углеводной базы, – это
как минимум первичная структура молекул, их
таксономические и библиографические аннота-
ции. Часто БД также включают эксперименталь-
ные данные, например, ЯМР- или масс-спектры.
Возможность записи биохимической, генетиче-
ской, медицинской и другой информации, как
правило, присутствует, но покрытие по этим по-
лям оставляет желать лучшего. Таксономические
и библиографические аннотации также есть не во
всех базах или не для всех записей. В тех базах, где
есть спектры ЯМР, ЯМР-покрытие составляет 5–
35% структур. На рис. 1 основные типы представ-
ленной информации обозначены иконками. Для
первичных баз, получающих данные с помощью
собственных усилий по аннотированию, иконки
снабжены меткой ORIG; вторичные базы импор-
тируют структуры из других проектов, надстраи-
вая их производными данными.

Полнота покрытия существенно увеличивает
полезность БД, т.к. в таком случае даже отрица-
тельный ответ на поисковый запрос представляет
собой значимую научную информацию. Полнота
покрытия лимитируется невозможностью авто-
матизации процесса поиска статей с первичными
данными. В настоящее время на полное (>80%)
покрытие в рамках выбранного класса соедине-
ний претендуют только бактериальная и грибная
части CSDB. Покрытие остается актуальным при
своевременном обновлении базы; приемлемым
можно считать период между публикацией и по-
паданием в базу ~1–2 года. Универсальное реше-
ние для повышения актуальности данных – это
требование редакций журналов обязательно раз-
мещать описываемые структуры в базах данных
перед публикацией, с предоставлением ID запи-
си. Такой подход давно реализован в геномике,
но отсутствует в гликомике из-за недостаточной
стандартизации языков описания структур, кор-
ни которой лежат в высокой химической вариа-
тивности углеводов.

Процесс заполнения баз данными не поддает-
ся полной автоматизации не только на уровне от-
бора источников данных, но и на уровне интер-
претации текстов публикаций. Как следствие, все
химические и биологические БД содержат ошиб-
ки (перечислены в порядке распространения):
привнесенные операторами, перекочевавшие из
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других БД, присутствующие в публикациях изна-
чально, возникшие из-за несовершенства архи-
тектуры БД и программных ошибок в импортерах
и автоаннотаторах. По результатам нашего на-
правленного исследования, большинство запи-
сей в CarbBank содержит ошибки [26], причем бо-
лее трети записей – две и более ошибок, наиболее
частая из которых – неверная таксономическая
привязка структуры. Также обнаружены значи-

тельные пробелы в полноте покрытия. Поскольку
большинство современных проектов использует
данные CarbBank, эти ошибки проявляются и в
них. Некоторые типы ошибок можно выявить (и
иногда – исправить) автоматически, и такой кон-
троль ведется в нескольких проектах, однако для
достижения действительно высокого качества
данных необходим ретроспективный экспертный

Рис. 1. Обзор существующих структурно-центрических углеводных баз данных. Пиктограммы отражают основные типы
накопленных данных в соответствии с обозначениями в нижней части рисунка. Стрелки показывают направления заим-
ствования данных. Приблизительное покрытие по структурам/публикациям (в тысячах записей) указано черными числа-
ми. Основные преимущества и недостатки приведены синим шрифтом. Проекты с платным доступом обозначены зеленым
символом $. Закончившиеся проекты, тем не менее оказавшие влияние на существующие, обозначены красным восьми-
угольником с белой чертой. Рисунок заимствован с адаптированием из работы Egorova, Toukach (2018) [1].
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анализ публикаций и курирование экспертами-
гликобиологами.

Функциональность БД – это ее способность
обрабатывать поисковые запросы разных типов,
комбинировать их в разных логических сочетани-
ях, уточнять их с использованием данных других
типов. Например, “найти все опубликованные за
период 2001–2005 гг. структуры, содержащие та-
кой-то фрагмент, а также связанный с моносаха-
ридом лизин либо аланин, кроме синтетических и
тех, которые найдены в гамма-протеобактериях,
после чего вывести их ЯМР-спектры”. Также к
функциональности относятся сопутствующие
сервисы углеводной тематики (генерирование
конформационных карт, предсказание спектров,
поиск структурных закономерностей, статисти-
ческая обработка и кластеризация данных из ба-
зы и т.д.).

На рис. 2 представлены основные пользова-
тельские запросы, позволяющие переходить от
одних типов данных об углеводах к другим. Для
многих данных существуют общепризнанные
стандартные индексы. Для первичной структуры
биогликанов роль такого индекса может выпол-
нять GlyTouCan ID. В отличие от простых в реа-
лизации схем поиска по библиографии, ключе-
вым словам, фрагментам текстов, таксономии и
проч., поиск структур, содержащих указанный
фрагмент, а также поиск структур или спектров,
“похожих” на указанные, – задача, требующая
предварительных исследований, изощренного
программирования и значительных вычисли-
тельных ресурсов. В этой связи становится значи-
мой внутренняя архитектура БД, правильность
проектирования которой критична для достиже-
ния разумной скорости обработки структурных
запросов. На этапе становления гликоинформа-
тики в 2010-х гг. исследовательский коллектив
GLYCOSCIENCES сформулировал “Десять запо-
ведей построения углеводной базы данных”, объ-
единивших опыт немецкой и российской групп и
реализовавшихся в углеводной нотации GlycoCT
[27] и дизайн-проекте GlycomeDB [28] (предше-
ственник GlyTouCan). Ключевые положения это-
го документа включают использование таблицы
связности для внутреннего представления струк-
тур, максимально возможную индексацию, ми-
нимальное количество свободнотекстовых дан-
ных (которыми, к сожалению, “грешат” почти
все проекты) и однозначный контролируемый
словарь для множества типов данных, в первую
очередь – для названий остатков. Попытка выве-
сти словарь мономеров из зоны ответственности
конкретных проектов была сделана в рамках базы
MonosaccharideDB [22]. Дальнейшее совершен-
ствование этих правил Консорциумом по гликоин-
форматике (https://glic.glycoinfo.org) и консульта-
тивной группой по гликоинформатике при NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/glycans/glyag.html)

включало стандартизацию представления углево-
дов в статьях и компьютерных ресурсах (SNFG [29,
30]) и курс на использование семантической пау-
тины (semantic web, модель Resource Description
Framework [31]) для получения неявно заданных
знаний, не зависящих от конкретных баз [32–34].
Адаптация этой модели к химии и биологии уг-
леводов выразилась в появлении онтологий
GlycoRDF (общая) [35] и GlycoCoO (гликоконъ-
югаты) [36].

УГЛЕВОДНЫЕ НОТАЦИИ
Возможность правильной обработки струк-

турной информации напрямую связана со спосо-
бом записи углеводных структур [37]. Несовер-
шенство и несовместимость форматов этих запи-
сей долгое время были камнем преткновения для
развития гликоинформатики. Языки записи
структур, используемые для внутреннего пред-
ставления данных и/или для пользовательского
интерфейса, оцениваются по следующим крите-
риям:

1) однозначность (строгие правила для записи
каждой химически различной структуры един-
ственным образом);

2) способность обрабатывать максимально
возможное число реально существующих струк-
тур (полимерные, олигомерные и комбинирован-
ные углеводы, гликолипиды, гликопротеины), в
том числе с неуглеводными компонентами и с
поддержкой всевозможных “особых случаев”
(нестандартные остатки, связи через фосфор и
серу, циклические эфиры, амидные и сложно-
эфирные связи и т.д.);

3) способность работать с неполными (частич-
но определенными) структурами как на уровне
остатков, их конфигураций и позиций замеще-
ния, так и на уровне топологий и стехиометрии
боковых цепей;

4) “машиночитаемость” (без необходимости
сложного синтаксического анализа (parsing), как,
например, в случае с языком Extended IUPAC) и
“человекочитаемость” (необходима для контроля
ошибок, неизбежно возникающих при “челове-
ческой” работе с данными), включая понятные
гликобиологам названия остатков;

5) совместимость с существующими формата-
ми и атомарными моделями (наличие конверте-
ров, облегчающих освоение языка и переход меж-
ду БД);

6) независимость от ресурсов, курируемых
вручную, таких как словари мономеров, лигандов
и т.д.

В настоящее время указанными характеристи-
ками в наибольшей степени обладают языки
CSDB Linear [37], GlycoCT [27] и WURCS [38, 39].
Однако первый не поддерживает некоторые то-
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пологии, а два других “нечеловекочитаемы”.
В отличие от ситуации в геномике и протеомике,
общепризнанного углеводного языка до сих пор
не существует, кроме несовершенного для данно-
го применения IUPAC. Один из упомянутых язы-
ков может стать таким стандартом в будущем.

ИНТЕРФЕЙС И ИНТЕГРАЦИЯ БАЗ ДАННЫХ

Сложившиеся представления о качественном
продукте гликоинформатики подразумевают, что
интерфейс пользователя (как и интерфейс адми-
нистраторов) должен быть интуитивно понят-
ным, хорошо документированным и находиться в
бесплатном доступе для научной общественности
через интернет. Понятность касается в том числе
форматов ввода и вывода структур, которым
пользователю не придется специально учиться. В
этом аспекте чрезвычайно плодотворна реализа-
ция ввода фрагментов структур с помощью само-
стоятельных сервисов, в том числе специальных
редакторов, имеющих программный интерфейс,
позволяющий любой БД пользоваться интерфей-
сом других БД. Краткий обзор современных угле-
водных редакторов опубликован в статье, посвя-
щенной редактору CSDB/SNFGeditor [40].

Интеграция между проектами гликоинформа-
тики подразумевает не только общий интерфейс

поисковых запросов, но и возможность автома-
тического обмена данными. Это касается и взаи-
модействия с неуглеводными базами данных:
библиографическими (например, NCBI PubMed)
[41], таксономическими (NCBI Taxonomy) [42],
генетическими (NCBI GenBank) [43], протеом-
ными (UniProt) [44] и др. Первыми проектами,
разработавшими протоколы автоматического об-
мена данными об углеводах [45], были GLYCO-
SCIENCES и Bacterial CSDB, после чего стандар-
тизация форматов и разработка программных
сервисов гликомики значительно ускорились.

Особняком стоит EuroCarbDB [20], которая
была профинансирована как БД, полностью ли-
шенная недостатков и обеспечивающая широ-
чайшую функциональность при разумной цене
обслуживания, но на деле ограничилась разра-
боткой подходов (без их реального воплощения,
которое выступает “узким местом” БД из-за чело-
веческого фактора) и импортом CCSD/CarbBank.
На противоположном конце идеологической
иерархии находится мета-репозиторий GlyTouCan,
который заведомо не предоставляет собственных
данных, но интегрируется со множеством других
проектов, импортируя их данные и выступая по
сути “базой баз”, обеспечивающей межпроект-
ную работу в едином интерфейсе.

Рис. 2. Взаимосвязь между типами информации об углеводах, представленными в Carbohydrate Structure Database
(CSDB). Однозначные переходы, применяемые при обработке запросов, показаны сплошными стрелками; переходы,
в которых возможно применение нечеткой логики (выявление паттернов по аналогии или частичному соответствию
и т.д.) – пунктирными стрелками. Толстые стрелки соответствуют наиболее распространенным запросам пользовате-
лей. Любые запросы могут комбинироваться с помощью булевских операций “И”, “ИЛИ”, “НЕ”.
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Более глубокий анализ состояния гликоин-
форматики и современных инициатив в ней, уг-
леводных баз и сопутствующих проектов можно
найти в обзорах и сборниках [46–51].

CARBOHYDRATE STRUCTURE DATABASE

В рамках проекта Carbohydrate Structure Data-
base (CSDB) мы поставили цель спроектировать
архитектуру БД и реализовать ее в программном
продукте, который был бы лишен основных недо-
статков других БД гликомики, а также обеспечить
постоянную поддержку, не требующую серьез-
ных финансовых вложений, и регулярное обнов-
ление данных. Ключевые особенности CSDB –
полнота покрытия и полностью верифицируемое
содержимое. За 15 лет своего существования
CSDB стала основным источником данных по уг-
леводам микроорганизмов и платформой для
множества сервисов углеводной тематики. Про-
ект нацелен на создание современной и всеобъ-
емлющей базы природных углеводов, которая
идеологически заменит собой Carbbank.

Коллектив CSDB проводит систематическую
работу по информатизации гликомики [1, 52]. Во
взаимодействии с мировым сообществом глико-
информатиков сформированы критерии качества
программ и сервисов в этой области, созданы
стандарты и онтологии компьютерного представ-
ления и визуализации углеводных данных, разра-
ботана платформа CSDB, включающая тематиче-
ские базы данных и расчетные модули, позволяю-
щие делать выводы на основании обработки всех
данных, в том числе проводить скрининг и полу-
чать статистические данные. На рис. 3 представ-
лены основные возможности и скриншоты от-
дельных инструментов базы. Все возможности
проекта бесплатно доступны гликохимикам и
гликобиологам через интернет (http://csdb.glyco-
science.ru). Основные вехи его развития с разбив-
кой по годам приведены на сайте проекта в разде-
ле “История изменений” (http://csdb.glycosci-
ence.ru/help/about.html#changelog). В частности,
нововведения 2020– 2021 гг. – интеграция с Между-
народным классификатором болезней (ICD-11) и
базой KEGG, модуль 3D-моделирования, SNFG-
совместимый графический редактор структур,
модуль работы с конформациями дисахаридов,
сервисная база данных по агликонам и гликоэпи-
топам.

Ниже перечислены важнейшие компоненты
CSDB.

1) База данных природных углеводов бакте-
рий, архей, грибов, растений и простейших [15,
16, 53]. По прокариотам и грибам база обеспечи-
вает покрытие, близкое к полному (т.е. включает
~90% всех опубликованных данных, что делает
даже отрицательный ответ на поисковый запрос

значимой научной информацией). База содержит
данные о первичной структуре гликанов и глико-
конъюгатов, их таксономическую привязку
вплоть до штаммов и серогрупп, подробные биб-
лиографические аннотации, спектры ЯМР и от-
части – биохимические, генетические, медицин-
ские и другие аннотации, а также ссылки на дру-
гие базы (NCBI PubMed [41], NCBI Taxonomy
[42], ICD-11 [54], MeSH [55], PubChem [56],
GlyTouCan [24, 25], Thomson Reuters DCI [57]).
Данные попадают в базу на основании отбора в
библиографических базах и последующего ан-
нотирования статей. Временной промежуток
между публикацией и размещением в базе со-
ставляет ~1 год.

2) База данных конформаций гликозидных
мостиков в олигосахаридах и родственных струк-
турных фрагментах, заполненная данными низ-
котемпературной молекулярной динамики с яв-
ным учетом растворителя [58], и данными, им-
портированными из базы GlycoMapsDB [59].
Интерфейс базы позволяет изучать, визуализиро-
вать и экспортировать карты энергий и заселен-
ностей с размерностью до 4.

3) База данных гликозилтрансфераз с экспери-
ментально подтвержденной активностью и с при-
вязкой к полным структурам и штаммам. Этот
модуль предоставляет близкое к полному покры-
тие до 2020 г. по трем наиболее изученным пред-
ставителям каждого царства: бактерии E. coli,
дрожжам Saccharomyces сerevisiae и растению Ara-
bidopsis thaliana [60–62].

4) База данных структурных компонентов при-
родных углеводов (моносахаридов, полиолов,
аминокислот, жирных кислот, распространен-
ных агликонов и других молекулярных строи-
тельных блоков) с подробными структурно-хи-
мическими аннотациями вплоть до 3D-моделей.

5) Многочисленные инструменты поиска,
фильтрации [63, 64], сопоставления, статистиче-
ской обработки [65] и кластеризации структур-
ных, таксономических, биосинтетических, кон-
формационных, библиографических, ЯМР-спек-
троскопических и прочих данных по нескольким
десяткам критериев.

6) Визуальный онлайн-редактор углеводных
структур [40], позволяющий собирать сложные
биомолекулы с помощью интуитивных операций
в браузере. Редактор способен экспортировать
результат во все современные форматы гликоин-
форматики, в атомарные форматы (MOL, PDB),
структурные формулы, трехмерные модели, име-
ет собственные генератор возможных изомеров
для структур с неопределенностями, генератор и
визуализатор геометрии [66], оптимизированные
для молекулярной механики сложных углеводов
и опирающиеся на предварительно заполненную
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сервисную базу конформаций мономерных
остатков.

7) Модуль предсказания одно- и двумерных
спектров ЯМР произвольных углеводов [67],
предсказания структуры по спектрам [68] и дан-
ным других экспериментов. Предсказание спек-
тров базируется на собственной теории [69] и ис-
пользовании базы данных, обеспечивает сред-
нюю точность для структурных компонентов
биогликанов на уровне 0.07 м.д. (1H) и 0.6 м.д.
(13С). Для сложных углеводов и гликоконъюгатов
достигнутая точность существенно превосходит
показатели аналогов, в том числе нейросетевых и
квантовомеханических расчетов на высоких
уровнях теории [70], при этом на 3–4 порядка
превосходя их по скорости. Такая производи-
тельность позволяет использовать разработан-
ный инструмент для потоковой генерации спек-
тров и их автоматического сравнения с экспери-
ментальными спектрами.

8) Интеграция с другими проектами [34] гли-
ко-, хемо- и биоинформатики на уровне про-
граммного интерфейса, кросс-ссылок, универ-
сальных идентификаторов, RDF-онтологии [35],
договоренностей о стандартах и форматах дан-
ных. Используемая собственная углеводная нота-
ция (язык CSDB Linear [37]) поддерживает подав-
ляющее большинство структурных особенностей
биогликанов, в том числе однозначно описывает
их неуглеводные компоненты. Она имеет транс-
ляторы на другие углеводные языки (GlycoCT,
WURCS, Sweet-DB, SNFG) и из них (GlycoCT).

9) Инструменты автоматизации аннотирова-
ния оригинальных публикаций, выявления оши-
бок в публикациях и в базах данных, программы
для повышения эффективности и снижения сто-
имости ретроспективного анализа публикаций
коллективом CSDB.

10) Подробная справочная система для поль-
зователей, администраторов и аннотаторов,

Рис. 3. Основные возможности и скриншоты отдельных инструментов Carbohydrate Structure Database (CSDB). Посе-
редине сверху – главная страница веб-портала CSDB со ссылками на основные инструменты: верхний ряд – поиск по
фрагменту структуры, составу, организму, публикации, спектрам ЯМР; нижний ряд – сервис предсказания спектров
ЯМР, предсказание структуры по экспериментальным данным, анализ распределения структурных фрагментов, кла-
стеризация таксонов по их гликомам, активность гликозилтрансфераз, примеры использования. В нижнем ряду слева
направо скриншоты: редактор структур CSDB/SNFG editor, кластеризация таксонов, таблица с конформационными
данными дисахаридов, предсказанный двумерный спектр ЯМР HSQC, интерактивная конформационная карта.
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включающая руководство пользователя (раздел
“Help” в главном меню сайта проекта), учебник
по решению наиболее распространенных задач
[64] (http://csdb.glycoscience.ru/help/examples.html),
справочные данные для разработчиков
(http://csdb.glycoscience.ru/help/dbdocs.html), быст-
рую контекстную справку по элементам интер-
фейса.

Каждый год в CSDB обновляются и дополня-
ются данные, проводятся поиск и устранение
ошибок (в том числе в публикациях других авто-
ров), появляются новые сервисы. Планируемое
дальнейшее развитие CSDB включает расшире-
ние покрытия гликанами животных, достижение
полного покрытия по простейшим, формализа-
цию поиска гликоэпитопов, совершенствование
конформационного модуля и дальнейшее запол-
нение его сервисной базы данными о разветвлен-
ных трисахаридах, расширение покрытия базы
гликозилтрансфераз ферментами патогенов
группы ESKAPE и другие задачи.

ТЕХНИЧЕСКАЯ РЕАЛИЗАЦИЯ CSDB

Технически CSDB представляет собой плат-
форму для компьютерных сервисов с оригиналь-
ным стандартизированным API. Данные, импорти-
рованные из других баз (CarbBank, GlycomeDB,
GlycoMapsDB, GlycoEpitopeDB) и полученные из
литературы, после всесторонней проверки и ва-
лидирования попадают в “человекочитаемые”
текстовые файлы (дампы), одновременно высту-
пающие резервными копиями. Все редактирова-
ние данных в базе происходит на уровне этих
файлов. Ежегодно дампы импортируются в реля-
ционную базу данных на СУБД MySQL 5, где по-
лучают дополнительные представления, ускоря-
ющие многокритериальный поиск: таблицу связ-
ности на уровне мономерных остатков,
сервисные базы, денормализацию. Скрипты им-
порта, обработки, поиска данных и обслужива-
ния базы написаны на языке PHP 5.6; работа с
атомарными химическими моделями – на Python
3.5 + RDKIT + openBabel; веб-интерфейс пользо-
вателя – на Javascript + DHTML. Для молекуляр-
но-динамических расчетов используется Tinker 8.3.
Проект развернут на выделенном аппаратном
веб-сервере (64 ядра, 96 Gb RAM) под управлени-
ем Windows Server 2016, он же используется как
вычислительный сервер для обработки ресурсо-
емких задач пользователей и фонового обсчета
конформаций. Длительные задачи (например,
выявление ошибок в дампах, подготовленных ан-
нотаторами, или поиск структурных гипотез,
наиболее подходящих экспериментальным дан-
ным) выполняются в отложенном формате с уве-
домлением пользователя по мере готовности ре-
зультатов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для эффективной работы с накопленным в на-
стоящее время объемом информации об углево-
дах необходимо единое информационное про-
странство данных по структуре, свойствам и
функциям углеводов, связанных с таксономией и
свойствами их природных источников. Основное
средство создания такого пространства – базы
данных (БД) гликомики и прогностические сер-
висы, использующие данные из этих баз. За по-
следние 10 лет информатизированность гликохи-
мии и гликобиологии существенно возросла, по-
явились общепризнанные стандарты и сервисы,
увеличилась их совместимость друг с другом, и
началось налаживание взаимодействия с ком-
пьютерными проектами смежных областей. Это
постепенно приближает гликомику к уровню ин-
формационной обеспеченности, сравнимому с
существующим в геномике и протеомике, не-
смотря на большую вариативность и гетероген-
ность объектов исследования.

Коллектив Carbohydrate Structure Database
(CSDB) провел обширное исследование суще-
ствующих инициатив гликоинформатики для вы-
явления их преимуществ и недостатков. Полу-
ченная информация легла в основу создания ар-
хитектуры БД и ее реализации в программном
продукте CSDB, ключевые особенности которого –
полнота покрытия и полностью верифицируемое
содержимое. CSDB содержит данные о первич-
ной структуре гликанов и гликоконъюгатов, их
таксономическую привязку вплоть до штаммов,
подробные библиографические аннотации, спек-
тры ЯМР и отчасти – биохимические, генетиче-
ские, медицинские и другие аннотации. Встроен-
ные надстройки позволяют проводить анализ путей
биосинтеза посредством базы гликозилтрансфе-
раз, получать конформационные карты олигоса-
харидов, предсказывать и относить спектры ЯМР
13С, 1Н, 2D, предсказывать структуру по спектрам
и другим данным, проводить кластеризацию так-
сонов на основании их гликомов, распределять
фрагменты по таксонам и положению в структу-
рах, а также классифицировать мономеры. Дан-
ные в базе ежегодно обновляются и дополняются,
проводятся поиск и устранение ошибок, появля-
ются новые сервисы.
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Carbohydrate Structure Database and Other Carbohydrate Databases 
as the Most Important Element of Glycoinformatics

P. V. Toukach*, # and A. I. Shirkovskaya*
#Phone: +7 (916) 172-47-10; e-mail: netbox@toukach.ru

*N.D. Zelinsky Institute of Organic Chemistry Russian Academy of Sciences, Leninskiy prosp. 47, Moscow, 119334 Russia

Carbohydrates are one of the most chemically diverse classes of biomacromolecules. The volume of accumu-
lated information on carbohydrates exceeds by far the level at which it is possible to orient oneself in this ocean
of data without special tools such as glycomics databases (DBs) and their predictive services. Existing DBs are
not fully compatible with each other in coverage and data formats as well as in services provided to users, and
each project is focused on solving its specific tasks. The main problems of current DBs are content errors, in-
complete coverage, and absence of a widely accepted carbohydrate notation. In demand are carbohydrate
DBs which provide a common information space with broad coverage of carbohydrate structures, features
and activity in connection with their taxonomy and properties of their natural source. As part of the Carbo-
hydrate Structure Database (CSDB) project a database architecture has been developed to establish an ex-
pandable glycoinformatics project with continuous support and regular updates. It was implemented in soft-
ware, which is devoid of the most common shortcomings of other glycomics DBs. In the 15 years of its exis-
tence CSDB has become one of the main data sources for microbial carbohydrates and a platform for
multitudes of glycoservices. The projects aim is to create a modern, comprehensive and freely accessible da-
tabase of natural carbohydrates with yearly updates and data additions, error search and elimination (includ-
ing errors in publications), and introduction of new services.

Keywords: CSDB, carbohydrates, databases, glycoinformatics
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Антибиотики группы ауреоловой кислоты – митрамицин, хромомицин А3, оливомицин А – арома-
тические гликозилированные поликетиды, продуцируемые актиномицетами. Молекула ауреоло-
вой кислоты состоит из трициклического агликона с двумя олигосахаридными цепями в качестве
заместителей, а также пентильной боковой цепи в положении С3. Для митрамицина и хромомици-
на А3 детально исследованы механизм биосинтеза в штаммах-продуцентах, роль ферментов, необ-
ходимость каждого этапа биосинтеза и их влияние на биологическую активность продукта. Благо-
даря этому стал возможен рациональный поиск новых, более специфичных и менее токсичных ана-
логов существующих антибиотиков группы ауреоловой кислоты. В настоящем обзоре обобщены
базовые и новейшие знания о биосинтезе ауреоловых антибиотиков, современных подходах к хи-
мическим и полусинтетическим модификациям, взаимосвязях “структура–активность”. Проана-
лизированы молекулярные механизмы цитотоксичности ауреоловой кислоты и перспективы раз-
вития этого класса соединений как “кандидатов” в противоопухолевые препараты.
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нимают важное место [1, 2]. Побочные эффекты
противоопухолевых препаратов (нефротоксич-
ность, гепатотоксичность, миелосупрессия, кар-
диотоксичность [3, 4] как наиболее частые) суще-
ственно снижают возможности терапии. Поиск
новых противоопухолевых агентов осложняется
продолжительностью исследований и не всегда
дает значимые результаты: практическое значе-
ние приобретают отдельные соединения из тысяч
исходных. В связи с этим актуальной становится
оптимизация структуры и свойств применяемых
сегодня антибиотиков [5], для которых установ-
лены (или активно изучаются) механизмы дей-
ствия. Производные ауреоловой кислоты (митра-
мицин, хромомицин А3, оливомицин А и их ана-
логи) в настоящий момент вновь достаточно
активно исследуются в качестве препаратов для
терапии онкологических и других заболеваний.

Ауреоловая кислота (АК) – первый антибио-
тик, выделенный из данной группы соединений и
получивший название митрамицин (синонимы:
LA-7017 или PA-144) [6]. Параллельные независи-
мые исследования нескольких научных групп, а
также наличие в выделяемых культуральных сре-
дах промежуточных метаболитов и производных
обусловили трудности наименования и иденти-
фикации отдельных соединений [7]. Впослед-
ствии были получены другие представители груп-
пы: 1) хромомицин А3, выделенный из штаммов
Streptomyces griseus и Streptomyces cavourensis, име-
ющий идентичный митрамицину хромофор –
хромомицинон; 2) оливомицин А, получаемый из
штамма Actinomyces olivoreticuli; 3) хромоцикломи-
цин, продуцируемый штаммом Streptomyces atro-
olivaceus и не проявляющий существенной цито-
токсичности на линиях опухолей, т.к. не спосо-
бен проникать в клетки про- и эукариот (его
тетрациклический агликон хромоциклин полу-
чен как отдельное производное, которое также не
проявило активность из-за отсутствия связыва-
ния с ДНК) [8].

Различия в структурах ауреоловых антибиоти-
ков определяются следующими параметрами:
1) количеством циклов в агликоне; 2) размером и
составом олигосахаридных остатков в положени-
ях С-2 и С-6; 3) длиной и составом алифатиче-
ской цепи в положении С-3; 4) наличием алкиль-
ного заместителя в положении С-7. Все АК, кро-
ме хромоцикломицина, представляют собой
трициклические ароматические гликозилирован-
ные поликетиды, имеющие две олигосахаридные
цепи разной длины и состава в положениях С-2 и
С-6 агликона (рис. 1, табл. 1). Хромоцикломицин
имеет в качестве агликона тетрациклический хро-
моциклин. Митрамицин и хромомицин А3 име-
ют общую структуру агликона и отличаются лишь
составом сахаров. Оливомицин А схож с хромо-
мицином А3, за исключением Е-сахара (4-О-изо-
бутирил-оливомикоза вместо 4-О-ацетил-L-хро-

мозы) и алкильного заместителя в положении С-7
(метильная группа у хромомицинона; у агликона
оливомицина А, оливина, заместитель отсутствует).

Для основных представителей класса – хромо-
мицина А3, митрамицина и оливомицина А – и
их производных ниже рассмотрены биологиче-
ские свойства, взаимосвязь структуры и активно-
сти, пути биосинтеза, а также предполагаемые
механизмы действия.

БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ 
И ПРИМЕНЕНИЕ АНТИБИОТИКОВ 
ГРУППЫ АУРЕОЛОВОЙ КИСЛОТЫ

Первоначальное внимание исследователей
было обращено на антибактериальный эффект
антибиотиков группы АК. Хромомицин А3, оли-
вомицин А и митрамицин показали ингибирую-
щую активность в отношении штаммов Staphylo-
coccus aureus и Bacillus subtilis: минимальная инги-
бирующая концентрация (МИК) на обоих
штаммах составляла не более 0.15 мкг/мл для хро-
момицина А3, 0.5 мкг/мл для оливомицина А и
0.039 мкг/мл для митрамицина. Однако в отно-
шении грамотрицательных бактерий и грибов со-
единения были неактивны [9–12]. Кроме этого,
была исследована противовирусная активность
соединений. Митрамицин в концентрации 50 нМ
ингибировал индуцированную TNFα реактива-
цию вируса иммунодефицита человека (HIV-1) в
клетках Jurkat [13]. Действие оливомицина А и его
дегликозилированных производных исследовано
на вирусах-возбудителях оспы, гриппа, иммуно-
дефицита человека, герпеса и др., но активность
проявлялась только в отношении штаммов HIV-1 и
HIV-2 [14]. Хромомицин А3 также показал противо-
вирусную активность в отношении HIV-1 [15].

Химиотерапия опухолей
Основное применение антибиотики группы

АК нашли в химиотерапии злокачественных но-
вообразований; рациональное использование
этих соединений в лечении инфекционных забо-
леваний ограничивается их высокой общерезорб-
тивной токсичностью. Митрамицин успешно
применяли в лечении рака яичек, острого и хро-
нического миелоидного лейкоза [16]. Кроме это-
го, до появления бисфосфонатов митрамицин в
малых дозах использовали в лечении гиперкаль-
циемии у онкологических больных [17, 18] и при
раке Педжета [19]. Хромомицин А3 активно ис-
следовали и применяли в Японии и США как мо-
нопрепарат и в комбинированной терапии рака
толстой кишки, желудка и других солидных опу-
холей [20]. Оливомицин А нашел широкое кли-
ническое применение в СССР и использовался в
лечении хорионкарциномы [21], опухолей яичка,
сарком мягких тканей [12] и рака желудка [20].
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Таблица 1. Состав олигосахаридных цепей представителей группы ауреоловой кислоты

Сахар

Антибиотик

митрамицин хромомицин А3 оливомицин А дурамицин UCH9 хромоцикло-
мицин

A D-оливоза 4-О-ацетил-
D-олиоза

4-О-ацетил-
D-олиоза

D-оливоза D-оливоза D-оливоза

B D-оливоза Оливомоза Оливомоза D-оливоза D-оливоза D-оливоза

C D-оливоза D-оливоза D-оливоза D-оливоза D-олиоза D-оливоза

D D-оливоза D-оливоза D-оливоза 4-О-ацетил-
D-олиоза

4-О-метил-
D-олиоза

D-оливоза

E D-микароза 4-О-ацетил-
L-хромоза В

4-О-изобутирил-
оливомикоза

D-оливоза D-оливоза D-микароза

F – – – D-оливоза – –

Рис. 1. Структура антибиотиков группы ауреоловой кислоты.
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В настоящее время клиническое применение
митрамицина, хромомицина А3 и оливомицина А
прекращено из-за выраженных побочных эффек-
тов, в основном нефро- и гепатотоксичности [22].
Вместе с тем представляется целесообразным
продолжить исследования столь активного хими-
ческого класса соединений. Знания механизмов
действия антибиотиков группы АК послужат ра-
циональному дизайну производных, примени-
мых в клинической практике.

Молекулярные механизмы действия: связывание 
с GC-богатыми областями ДНК

Интерес к АК как химиотерапевтическим
агентам объясняется их способностью взаимо-
действовать с ДНК и нарушать транскрипцию ге-
нов. Особенность этих узкобороздочных лигандов –
высокая аффинность к GC-богатым участкам ДНК.
Такие участки присутствуют преимущественно в
регуляторных областях генома (короткие GC-по-
вторы и CpG-островки) [23]. Связываясь с ними,
антибиотики способны ингибировать транскрип-
цию. Механизмы и последствия такого действия в
настоящий момент не до конца ясны. Предпола-
гается, что, связываясь с GC-повторами, анти-
биотики группы АК блокируют сайты посадки
транскрипционных факторов, например, Sp1
(specificity protein 1) [24–26].

В ряде работ исследованы предпочтительные сай-
ты связывания антибиотиков группы АК [27–29].
В экспериментах с мечеными короткоцепочеч-
ными олигонуклеотидами показано, что молеку-
лы антибиотика способны образовывать комплекс,
координированный ионом двухвалентного металла
(1 : 1 или 2 : 1); комплекс стабилизируется в малой
бороздке ДНК водородными связями с аминогруп-
пой гуанина. Комплекс взаимодействует с сайтом
длиной как минимум 4 нуклеотида, причем цен-
тральные основания имеют ключевое значение
для связывания антибиотика с ДНК и стабильно-
сти комплекса (GG ≥ GC > CG) [28].

Такие повторы встречаются в том числе в регу-
ляторных областях генов и могут выполнять роль
сайтов связывания транскрипционных факторов
(ТФ), например, фактора SP1 с сайтом связыва-
ния 5'-CGGGGCCCCG-3'. В геноме человека с
помощью иммунопреципитации хроматина и вы-
сокопроизводительного скрининга обнаружено
>12 тыс. подобных консенсусов [30], более поло-
вины из них расположены в 5'- или 3'-нетрансли-
руемых областях, где зачастую находятся регуля-
торные элементы (промоторы, энхансеры, сай-
ленсеры, инсуляторы). SP1-опосредованная
транскрипция отмечена, в частности, для ге-
нов, участвующих в ответе на повреждения
ДНК, в регуляции ангиогенеза, апоптоза, про-
лиферации, метастазирования и ремоделирова-
ния хроматина [31]. Кроме того, уровень SP1 по-

вышен в клетках рака легкого, желудка, поджелу-
дочной железы и др. [32, 33], что обосновывает
возможность использования этого ТФ в качестве
лекарственной мишени. Обработка клеток адено-
карциномы легкого и яичников антибиотиками
группы АК приводила к ингибированию экспрес-
сии онкогенов с-Src, c-Myc и MDR1, имеющих
сайты связывания ТФ семейства SP в промотор-
ных областях (рис. 2) [34–37].

Помимо ингибирования генов-мишеней SP1,
митрамицин способен существенно подавлять
транскрипцию генов, зависимых от ТФ EWS-FLI1,
в клетках саркомы Юинга [38]. Сайт связывания
EWS-FLI1 не содержит предпочтительного для
митрамицина GC-повтора [39], поэтому меха-
низм его действия остается неясным. Митрами-
цин продолжает исследоваться в качестве моно-
препарата или в комбинированной терапии с ин-
гибиторами CDK9 [40].

Производные АК также ингибируют актив-
ность топоизомераз I и II [41, 42], создавая про-
странственные препятствия для связывания фер-
ментов с ДНК и матричных синтезов. Связывание
ауреоловых антибиотиков с ДНК может препят-
ствовать образованию преинициаторного транс-
крипционного комплекса, связыванию и/или
процессированию РНК-полимеразы II [28]. В на-
стоящее время детально исследуется ингибирова-
ние функций РНК-полимеразы II при действии
оливомицина А и его производного, оливамида,
на опухолевые и неопухолевые клетки [43]. Инте-
ресно, что оливомицин А вызывает не только ин-
гибирование транскрипции, но и активацию экс-
прессии ряда генов. Это подтверждает многосто-
ронний характер влияния АК на важнейшие
процессы, обусловливающие жизнеспособность
клеток.

Свойства антибиотиков группы АК не ограни-
чиваются подавлением экспрессии онкогенов.
Они способны усиливать или восстанавливать
транскрипцию части генов, регулирующих кле-
точный цикл и выживание. В нейронах дрозофи-
лы митрамицин ингибировал экспрессию с-Myc и
активировал экспрессию р21waf1/cip1 (негативный
регулятор клеточного цикла); этими механизма-
ми обусловливался нейропротекторный эффект
митрамицина [44] (см. также подраздел “Нейро-
протекторные свойства”).

Влияние на транскрипционные факторы 
и структуру хроматина

Предполагалось, что снижение транскрипции
SP1-зависимых генов обусловливается тем, что
производные АК блокируют сайт связывания ТФ
на ДНК. Однако АК снижают уровень и самого
SP1 (по крайней мере, в отдельных клеточных ли-
ниях) [45, 46]. Примерно на 20% снижался уро-
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вень мРНК SP1 в линиях HEp-2 (карцинома гор-
тани) и KB (эпидермальная карцинома) при дей-
ствии митрамицина (200 и 80 нМ соответственно)
в течение 48 ч. Уровень белка SP1 снижался еще
более существенно. Обработка клеток митрами-
цином в комбинации с циклогексимидом (инги-
битор синтеза белка) или MG132 (ингибитор 26S
протеасомы) показала, что ингибирующее дей-
ствие митрамицина на SP1 связано с функцией
протеасом [45]. Инкубация клеток карциномы
яичников с 200 нМ митрамицина или его аналога
DIG-MSK снизила уровень мРНК SP1 более чем
на 20% уже после 8 часов [47]. На клетках миело-
мы мыши 5TGM1 подавление SP1 практически
не наблюдалось, что не позволяет сделать одно-
значный вывод о действии митрамицина на экс-
прессию SP1 [48].

Долгое время антибиотики группы АК рас-
сматривались главным образом как ингибиторы
SP1-транскрибируемых генов; в настоящее время
также изучается их влияние на эпигенетическую
регуляцию транскрипции. Известно, что регуля-
ция укладки хроматина происходит на эпигене-

тическом уровне: конденсация вызывается мети-
лированием ДНК и модификациями гистонов.
Метилирование остатков цитозина привлекает
деацетилазу гистонов HDAC в составе хроматин-
ремоделирующего комплекса, что способствует
образованию транскрипционно неактивного хро-
матина. Гиперметилирование в CpG-островках
промоторов генов-супрессоров опухолей снижа-
ет их экспрессию, что может приводить к злока-
чественной трансформации клетки.

Снижение метилирования при действии мит-
рамицина показано на клетках рака легкого (ли-
нии CL1-5 и A549) [49]. Добавление малых кон-
центраций митрамицина (10 нМ) существенно
снижало гиперметилирование генов SLIT2 и
TIMP3 на 14-й день инкубации. Иммуноблот-
тинг показал снижение уровня метилтранфера-
зы DNMT1 после 14 дней инкубации клеток с
10 нМ митрамицином. Интересно, что уровень
мРНК метилтрансферазы при тех же условиях
оставался практически неизменным, хотя ее экс-
прессия SP1-зависимая [50]. Уровень белка и
мРНК метилтрансферазы гистона H3, SETDB1,

Рис. 2. Предполагаемые механизмы ингибирования транскрипции антибиотиками группы ауреоловой кислоты и воз-
можности их применения.
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снижался при инкубации клеток меланомы с мит-
рамицином или его аналогом EC-8042 [51], при
этом экспрессия гена SETDB1 SP1-зависимая.

Не вполне ясны механизмы эпигенетической
регуляции производными АК, среди вероятных –
подавление экспрессии генов, кодирующих фер-
менты модификации гистонов и ДНК, а также
связывание с этими ферментами и их инактива-
ция. Последнее – ингибирование метилтрансфе-
разной активности – рассмотрено для оливоми-
цина А и его производного оливамида, которые
способны подавлять ДНК-метилтрансферазу
Dnmt3a [52]. Для присоединения донорной ме-
тильной группы по положению С-5 цитозина
Dnmt3a должна присоединиться к таргетной
GC-последовательности, экспонировать остаток
цитозина из минорной бороздки и расположить
его в каталитическом центре. После этого проис-
ходит образование стабильного ковалентно свя-
занного интермедиата с последующим метилиро-
ванием цитозинового остатка. Оливомицин А и
оливамид препятствуют метилированию на этапе
образования стабильного интермедиата, что, ви-
димо, вызвано затруднением доступа каталитиче-
ского центра Dnmt3a к цитозину в малой борозд-
ке ДНК. Рассматривая вышеназванные свойства
оливомицина А, митрамицина и их аналогов,
можно предположить, что они действуют как ин-
гибиторы транскрипции метилтрансфераз и/или
непосредственно как ингибиторы их фермента-
тивной активности.

Нейропротекторные свойства
Описанные выше свойства производных АК

оказываются важными в новых для этого химиче-
ского класса областях. Указанные антибиотики
неожиданно проявили нейропротекторный эф-
фект. Малые дозы митрамицина (150 мкг/кг) спо-
собствовали увеличению продолжительности
жизни на 30% у модельных мышей с болезнью
Хантингтона и улучшению их двигательных
функций. При этом происходило существенное
снижение уровня метилированного гистона H3
[53]. Такой эффект митрамицина ранее был опи-
сан для линий опухолевых клеток (линии рака
легкого CL1-5 и A549, линия клеток меланомы
А375); оказалось, что, действуя на нейроны, мит-
рамицин защищает их от внешних стрессовых
воздействий. Введение хромомицина мышам с
моделируемой болезнью Хантингтона также
улучшало двигательную активность и увеличива-
ло время жизни, однако помимо этого снижалось
количество повреждений ДНК нейронов, а про-
филь ацетилирования гистонов был таким же,
как у мышей дикого типа [54].

Нейропротекторные свойства митрамицина и
его аналогов показаны также на моделях заболе-
ваний, в патогенезе которых играет роль наруше-

ние ответов на стресс (неправильная простран-
ственная организация белков – стресс эндоплаз-
матического ретикулума; изменение баланса
окисления-восстановления при повреждении
ДНК): болезни Альцгеймера, Паркинсона, Хан-
тингтона, дофаминергическая нейротоксичность
вследствие употребления метамфетамина, ише-
мия головного мозга [55, 56]. Эти состояния связа-
ны с увеличением копийности ряда генов, нару-
шениями эпигенетической регуляции и повыше-
нием экспрессии транскрипционных факторов, в
том числе SP1.

Важно отметить, что, хотя основной механизм
действия ауреоловых антибиотиков – их способ-
ность связывать ДНК и ингибировать транскрип-
цию, тем не менее не всегда этот механизм объяс-
няет наблюдаемые эффекты. В моделях болезни
Хантингтона действие митрамицина и хромоми-
цина, по-видимому, не связано с прямым инги-
бированием экспрессии гена хантингтина (HTT):
последняя сохраняется на исходном уровне при
добавлении антибиотика [55]. При этом промо-
тор гена HTT содержит три сайта связывания SP1
вблизи точки старта транскрипции. Нейропро-
текторный эффект может объясняться, по край-
ней мере частично, снижением экспрессии Myc,
Hif1α и Src [44]. Это позволяет нейронам избе-
жать гибели в условиях экзогенного окислитель-
ного стресса.

ВЛИЯНИЕ СТРУКТУРЫ АНТИБИОТИКОВ 
ГРУППЫ АУРЕОЛОВОЙ КИСЛОТЫ 

НА БИОЛОГИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ
Биологическая активность антибиотиков

группы АК определяется, главным образом, их
способностью образовывать комплексы с двуце-
почечной ДНК в присутствии Mg2+. АК – узкобо-
роздочные лиганды, предпочтительно связываю-
щиеся с GC-богатыми областями генов. Аглико-
новая часть антибиотика располагается в малой
бороздке ДНК, при этом гидроксильная группа в
положении С-8 взаимодействует с аминогруппой
гуанина, экспонированной внутрь малой борозд-
ки, образуя водородные связи. А- и B-сахара и бо-
ковая цепь С-3 агликона образуют межмолеку-
лярные связи с сахарофосфатным остовом ДНК
[57]. Двухвалентный ион магния координируется
гидроксильной группой С-9 и соседней карбо-
нильной группой С-1 агликона [27]. Образование
устойчивого комплекса антибиотик–ДНК повы-
шает локальную температуру плавления, что при-
водит к стабилизации вторичной структуры ДНК
и нарушению матричных синтезов [58].

Различия в структуре главных представителей
антибиотиков группы АК во многом определяют
основные пути синтеза их аналогов (рис. 3): 1) из-
менение профиля ацетилирования и метилирова-
ния A-, B- и E-сахаров; 2) изменение длины и со-
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става олигосахаридных остатков; 3) модификации
агликона по положениям С-5, С-7 и фенольной
группе C-8; 4) модификации 2'-кето и 3'-гидрокси-
групп или замена боковой цепи агликона на более
короткую (производные SA, SK и SDK).

Модификации олигосахаридных цепей
4-О-ацетилирование D-олиозы (А-сахар) у

хромомицина А3 и оливомицина А, а также D-хро-
мозы (Е-сахар хромомицина А3) приводит к уве-
личению стабильности соединений в комплексе с
ДНК, вероятно, за счет образования дополни-
тельной водородной связи между ацильной груп-
пой и 2-аминогруппой гуанина. A,E-4-О-диде-
ацетилированная форма хромомицина А3 пока-
зала меньшую цитотоксичность на ряде
опухолевых линий клеток [59]. Митрамицин не
имеет ацетильных заместителей у сахаров, что де-
лает его более “гибким”, т.е. менее требователь-
ным к пространственной структуре GC-богатых
участков малой бороздки, позволяя связывать
больше GC-сайтов [60]. Отсутствие изобутириль-
ной группы у производных оливомицина А почти
не влияло на формирование магний-координи-
руемого комплекса, однако соединение теряло
аффинность к ДНК; антипролиферативная ак-
тивность снижалась [61]. Кроме этого, такая роль
изобутирильной группы для проявления анти-
пролиферативной активности оказалась значи-
тельно важнее, чем роль ацетильной группы в по-
ложении А4.

Более радикальные модификации базовой
структуры, такие как изменение состава олигоса-
харидных цепей, как правило, приводят к суще-
ственному снижению аффинности соединения к
ДНК. Так, для хромомицина А3 и митрамицина
получены аналоги, отличающиеся наличием Е-са-
хара. Присутствие Е4-ОН-группы митрамицина
стабилизирует молекулу в малой бороздке ДНК,
обеспечивая прочность связи и увеличивая время
диссоциации комплекса. Отсутствие D-микарозы
не исключало возможности образования ком-
плекса 4-кетодемикарозилмитрамицин–ДНК,
при этом соединение не ингибировало транс-
крипцию гена cSRK, активируемую SP1 [34]. Ана-
логичная зависимость скорости диссоциации и,
вследствие этого, биологической активности от
длины олигосахаридных цепей показана для про-
изводных хромомицина А3 [62, 63]. Аналоги оли-
вомицина А с фенилдиазенильными заместите-
лями, присоединенными по 5-положению агли-
кона, и отсутствующей дисахаридной цепью
имели низкую цитотоксичность на клеточных ли-
ниях лейкозов [14]. Отсутствие токсичности на
опухолевых клетках наблюдалось также и для
производных агликона оливина. Эти данные ука-
зывают на существенную роль олигосахаридных
остатков, в частности Е4-О-заместителей, в спо-
собности антибиотиков группы АК образовывать
стабильные комплексы с ДНК и влиять на экс-
прессию генов.

Рис. 3. Основные направления структурных модификаций антибиотиков группы ауреоловой кислоты (на примере
оливомицина А).
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Интересно отметить, что, хотя отсутствие ди-
сахаридной цепи оливомицина А приводило к
значительному снижению цитотоксичности, его
фенилдиазенильные производные были активны
в отношении вируса иммунодефицита человека
HIV-1 [14]. Цитотоксическая доза для опухолевых
клеток была больше эффективной ингибирую-
щей дозы для штамма HIV-1 в 2 раза (индекс се-
лективности, IC50/EC50), а для отдельных произ-
водных – в 30 раз. Это делает подобный путь хи-
мических модификаций весьма перспективным
для поисков антиретровирусных агентов.

Модификации агликона и боковой пентильной цепи

Модификации агликона ауреоловых антибио-
тиков, как правило, связаны с изменением соста-
ва и длины пентильной цепи в С3-положении или
с введением функциональных групп по С7-, С8- и
С5-положениям.

Например, по С7-положению хромофора воз-
можно введение алкильной группы разной длины.
Модификация не так существенна для биосинтеза в
клетке продуцента, однако может влиять на биоак-
тивность: так, для UCH9 и дурамицина показано,
что 2-метилбутильная группа вытесняет D-сахар
из малой бороздки ДНК, приводя к нестабильно-
сти структуры и снижению связывания антибио-
тика с ДНК. Наличие же небольшой метильной
группы в том же положении у митрамицина и
хромомицина А3 повышает связывание с ДНК и
стабильность образующегося комплекса [64], а ее
отсутствие снижает аффиность 7-дезметилмитра-
мицина к ДНК более чем в 150 раз [65].

С5-фенилдиазенильные производные оливо-
мицина А не показали значимого эффекта на опу-
холевых клетках, однако в их случае происходил
одновременный гидролиз дисахаридной цепи,
поэтому нельзя однозначно сказать, какой вклад
вносят С5-заместители агликона в биологиче-
скую активность [14]. Производное оливомицина А
с ацетилированной С8-фенильной группой пока-
зало схожую с исходным антибиотиком актив-
ность на линиях лейкоза [14].

Один из самых успешных подходов к синтезу
новых производных АК – модификация пентиль-
ной цепи в С3-положении. Подобные производ-
ные были впервые получены для митрамицина
путем инактивации гена mtmW, кодирующего со-
ответствующую кеторедуктазу, в штамме-проду-
центе Streptomyces argillaceus. На последних стади-
ях биосинтеза она отвечает за восстановление
4'-кетогруппы алкильной боковой цепи после
расщепления 4-го кольца агликона. Ее инактива-
ция привела к получению трех новых производ-
ных: митрамицина SK (short ketone), митрамици-
на SA (short acid) и демикарозилмитрамицина SK
[66]. Те же производные хромомицин А3 с добав-

лением еще одного продукта, дикетона (SDK),
были получены схожим образов при инактивации
гена кеторедуктазы cmmWI [67]. Формы SK и SDK
показали схожую или большую активность на ря-
де опухолевых линий клеток в сравнении с митра-
мицином или хромомицином А3, а SK-форма
митрамицина показала еще и в разы меньшую ци-
тотоксичность и лучший терапевтический ин-
декс. Для оливомицина А полусинтетически была
создана SA-форма, однако она не вызывала ги-
бель опухолевых клеток. Другое производное –
оливамид, содержащий N,N-диметиламиноэтил-
амидную группу в боковой цепи, показал схожую
с оливомицином А цитотоксичность на серии ли-
ний опухолевых клеток. В экспериментах на мы-
шах с трансплантированной меланомой В16 пе-
реносимость оливамида превышала таковую оли-
вомицина А [68].

Таким образом, на аффинность АК к ДНК и,
как следствие, на биологические свойства, влия-
ют наличие ацетокси- и метоксигрупп в олигоса-
харидных цепях, длина и состав последних, нали-
чие небольшой алкильной группы в положении
С-7, а также тип боковой цепи в положении С-3
агликона.

БИОСИНТЕЗ АНТИБИОТИКОВ ГРУППЫ 
АУРЕОЛОВОЙ КИСЛОТЫ

Для митрамицина и хромомицина А3 подроб-
но описан механизм биосинтеза в штаммах-про-
дуцентах Streptomyces argillaceus и Streptomyces gri-
seus. Биосинтез центральной части молекулы на
первых стадиях аналогичен получению тетрацик-
линов и антрациклинов и начинается с конденса-
ции ацетатно-малонатных единиц. Далее у аурео-
ловых антибиотиков происходит последователь-
ное гликозилирование с образованием моно- и
олигосахаридных боковых цепей, а также окис-
лительное расщепление тетрацикла до дигидро-
антраценового агликона. Дополнительные моди-
фикации включают метилирование и/или ацети-
лирование A-, B-, D- или E-сахаров, а также
алкилирование по положению С-7 агликона.

Первый тетрациклический предшественник,
4-деметилпремитрамицинон (4-DMPC), образу-
ется при действии ароматазы (на примере синтеза
митрамицина, рис. 4) mtmQ для первых двух ко-
лец митрамицина и циклазы mtmY для 3-го коль-
ца из линейного декакетида, после чего под дей-
ствием циклазы mtmX завершается образование
4-го кольца. При действии метилтрансферазы
mtmMI происходит метилирование гидроксиль-
ной группы по положению 4 с образованием пре-
митрамицинона (PMC) – это решающий шаг для
последующего синтеза [64]. Тетрациклический
премитрамицинон – общий предшественник
всех антибиотиков этой группы.
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Для первого этапа гликозилирования тетра-
циклического интермедиата необходима D-оли-
воза, а ее предшественник 4-кето-2,6-дидезокси-
D-оливоза – промежуточное звено в синтезе всех
остальных мономеров олигосахаридных цепей
агликона. Гликозилирование PMC начинается с
присоединения первой молекулы D-оливозы, об-
щей для всех антибиотиков группы АК, к гидрок-
сильной группе при положении С-12а агликона.
К образованному премитрамицину A1 (РМА1)
соответствующие гликозилтрансферазы присо-
единяют второй сахар D-оливозу (хромомицин А3,
оливомицин А) или D-олиозу (митрамицин,
UCH9). Синтез трисахаридной цепи завершается
присоединением 4-кето-D-микозы (для митра-
мицина) с последующим восстановлением кето-
редуктазой mtmTIII, или L-хромозы (для хромо-
мицина). Е-сахар у оливомицина А представлен
4-О-изобутирил-L-оливомикозой. Трисахарид-

ная цепь может также содержать 4-О-ацетильные
формы оливозы и олиозы (дурамицин, UCH9).
Гликозилирование по положению С-6 агликона
происходит по схожему механизму с последова-
тельным присоединением сахаров. Чаще всего
это дисахаридная цепь, содержащая D-оливозу,
D-олиозу или их 4-О-ацетильные или метильные
производные.

Важный этап синтеза антибиотиков группы
АК – расщепление 4-го кольца агликона. В от-
сутствие этой модификации образуется пре-
митрамицин В, который не проявляет биологи-
ческой активности на опухолевых клетках [34].
Размыкание цикла происходит под действием
монооксигеназы Байера–Виллигера mtmOIV
через образование лактонного кольца с его по-
следующим декарбоксилированием и восста-
новлением кетогруппы при 4'-положении боковой
пентильной группы агликона [69, 70]. Интересно,

Рис. 4. Основные этапы биосинтеза митрамицина.
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что, хотя действие монооксигеназы, как правило,
необходимо для проявления биологической ак-
тивности, в отдельных случаях оно может не вли-
ять на связывание антибиотика с ДНК. Так, вы-
деленный в результате инактивирующей мутации
по гену cmmGII тетрацикличный прехромомицин А3
вызывал гибель опухолевых клеток в субмикро-
молярных концентрациях [71].

Помимо перечисленных основных преобразо-
ваний для антибиотиков группы АК существуют
дополнительные модификации: алкилирование
по положению С-7 агликона, 4-О-метилирование
и ацетилирование сахарных остатков. Такие мо-
дификации влияют на биологическую активность
соединений и используются при поиске новых
аналогов. Нужно заметить, что отдельные реак-
ции, помимо придания биологической активно-
сти соединению, могут также защищать клетки
продуцента от воздействия антибиотика. Напри-
мер, ацетилирование А- и Е-сахара хромомицина А3
происходит на последних этапах синтеза; мем-
бранная локализация ацетилтрансферазы cmmA,
по-видимому, играет существенную роль в устой-
чивости штамма-продуцента к итоговому про-
дукту биосинтеза [72].

ПРАКТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ 
АНТИБИОТИКОВ ГРУППЫ АУРЕОЛОВОЙ 

КИСЛОТЫ
Хотя антибиотики группы АК в настоящий

момент не используются в терапии, они все же
нашли практическое применение в медицинских
и научных исследованиях. Например, флуорес-
ценция в видимом спектре и аффинность к GC-
богатым областям позволяет использовать хро-
момицин А3 для кариотипирования [73–75].
Комбинация с AT-селективными флуорофорами
(DAPI, Хехст 33342) дает возможность визуализи-
ровать хромосомы и выявлять их структуру, что
важно, в частности, для выявления внутриутроб-
ных патологий [76]. Окрашивание хромомици-
ном А3 позволяет определить нарушения конден-
сации хроматина в сперматозоидах из-за недоста-
точной протаминизации, что используется в
лабораторных исследованиях фертильности [77].

Для применимости производных АК как про-
тивоопухолевых агентов один из ключевых во-
просов – преодоление общерезорбтивной ток-
сичности. В литературе описаны аналоги митра-
мицина и хромомицина А3, модифицированные
по боковой цепи агликона (SK и SDK) и получен-
ные в результате комбинаторного биосинтеза.
Схожее направление (модификация боковой
пентильной цепи) было выбрано и для оливомици-
на А. Поиск основывался на знании механизмов
взаимодействия оливомицина А с мишенью – ма-
лой бороздкой ДНК. Цель создания нового произ-
водного – несколько ослабить связывание с ДНК,

сохраняя противоопухолевые свойства. Действи-
тельно, у нового производного, оливамида, при-
емлемое соотношение токсической и эффектив-
ной дозы (терапевтическое окно) и улучшенная
переносимость in vivo (см. выше), что позволяет
рассуждать о его возможном клиническом при-
менении и о векторе дальнейших модификаций
структуры. Получение менее токсичных аналогов
с сохранением их биологической эффективности
служит прекрасным примером того, насколько
подобный рациональный подход к мишень-на-
правленному дизайну противоопухолевых препа-
ратов (в том числе на основе АК) оказывается ва-
жен в практическом отношении.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Открытый в 1960-х гг. класс антибиотиков-

производных АК проявляет разносторонние
свойства – антибактериальные, противоопухоле-
вые и противовирусные. В настоящее время де-
тально изучен биосинтез основных представите-
лей класса – митрамицина и хромомицина А3.
Многолетние исследования биосинтеза произ-
водных АК обосновали рациональный поиск оп-
тимизированных аналогов митрамицина, хромо-
мицина А3 и оливомицина А, основанный на зна-
нии механизмов биологического действия.
Наиболее активные производные с модифициро-
ванной боковой цепью агликона выделены из
продуцентов, полученных в результате инактиви-
рующих мутаций генов кеторедуктазы. У таких
производных повышена специфичность к внут-
риклеточным мишеням – GC-богатым областям
в малой бороздке ДНК, снижена общерезорбтив-
ная токсичность. Таким образом, имеются воз-
можности направленной модификации структу-
ры АК для получения производных с улучшен-
ным терапевтическим индексом. Описаны
первые оптимизированные соединения для кле-
ток млекопитающих.

Молекулярные механизмы действия антибио-
тиков группы АК определяются образованием
стабильных комплексов с мишенью, следователь-
но, ведущий механизм – множественные (genome
wide) нарушения матричных процессов, главным
образом, транскрипции. Это может происходить
вследствие эпигенетической регуляции структу-
ры хроматина, подавления экспрессии генов, ко-
дирующих ТФ, а также из-за нарушений конфор-
мации ДНК, препятствующих связыванию ТФ
и/или функционированию РНК-полимеразы II.

Установление механизмов действия на отдель-
ные гены позволит использовать производные
АК для исследований в фундаментальной биоло-
гии. Детальное изучение свойств антибиотиков
этой группы перспективно для разработки проти-
воопухолевых средств и, возможно, нейропро-
текторов.
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The aureolic acid derived antibiotics such as mithramycin, chromomycin A3 and olivomycin А are the aro-
matic glycosylated polyketides produced by actinomycetes. The structure of aureolic acid is represented by
the tricyclic aglycon conjugated with two oligosaccharide chains, and a pentyl side chain in the C3 position.
Dissection of microbial biosynthesis identified the role of individual enzymes and synthetic steps in the bio-
logical properties of mithramycin and chromomycin А3. Currently this class is under investigation in search
for novel clinically applicable compounds. This review addresses basic knowledge and recent advances in the
class of aureolic acid antibiotics. In particular, we analyze modern approaches to chemical and semi-synthetic
modifications, SAR studies, as well as molecular mechanisms of cytotoxicity and targeted drug design
methodologies from the perspective of aureolic acid as potent antitumor antibiotics.

Keywords: antibiotics, mithramycin, olivomycin A, chromomycin A3, mechanism of action, biosynthesis,
DNA ligands
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Вирусная угроза может возникнуть неожиданно и где угодно, быстро перейти в стадию эпидемии
или пандемии, и тогда потребуется в короткие сроки разработать эффективные средства терапии и
профилактики. Разработка вакцины занимает десятилетия, а применение противовирусных соеди-
нений часто малоэффективно и небезопасно. Быстрым ответом может быть использование иммун-
ных сывороток переболевших лиц, однако ряд сложностей, связанных с их использованием, заста-
вил исследователей переключиться на разработку более безопасных и эффективных препаратов на
основе моноклональных антител (мАТ). Для того чтобы обеспечить защиту, подобные препараты
должны обладать ключевой характеристикой – нейтрализующими свойствами, т.е. способностью
блокировать заражение клеток вирусом. В настоящее время в арсенале исследователей имеется ряд
подходов для получения мАТ, однако ни один из них нельзя назвать эталоном, каждый подход име-
ет собственные достоинства и недостатки. Выбор того или иного метода зависит как от особенно-
стей вируса, так и от временных и технических ограничений. В предлагаемом обзоре проведен срав-
нительный анализ современных методов получения нейтрализующих мАТ, описаны актуальные
тенденции дизайна антител для терапии и профилактики вирусных заболеваний.

Ключевые слова: моноклональные антитела, вирусные инфекции, гибридомная технология, дисплейные
методы, сортировка В-клеток
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ВВЕДЕНИЕ
Более века назад сыворотки крови человека и

животных начали использовать для терапии и
профилактики инфекционных заболеваний. Не-
смотря на успехи серотерапии, надежды на “вол-
шебную пулю” оправдали себя не полностью.
Так, сыворотки часто обладали слабой эффектив-
ностью, поскольку кроме специфичных антител
содержали большое количество неспецифичных
иммуноглобулинов и других белков, приводящих

Сокращения: ADCC – антителозависимая клеточная ци-
тотоксичность; ADCP – антителозависимый клеточный
фагоцитоз; ADCVI – антителозависимое клеточно-опо-
средованное вирусное ингибирование; APR – области,
склонные к агрегации; FACS – сортировка флуоресцент-
но-активированных клеток; CDC – комплемент-зависи-
мая цитоктоксичность; Ig – иммуноглобулин; IL – интер-
лейкин; VL – вариабельный домен легкой цепи иммуно-
глобулина; VH – вариабельный домен тяжелой цепи
иммуноглобулина; ВИЧ – вирус иммунодефицита челове-
ка; мАТ – моноклональные антитела; ОТ-ПЦР – полиме-
разная цепная реакция с обратной транскрипцией; оцАТ –
одноцепочечные антитела.

# Автор для связи: (тел.: +7 (923) 777-15-86; эл. почта:
j.a.merkulyeva@gmail.com).

УДК 602.68:578.23
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к нежелательным эффектам в виде анафилакти-
ческого шока или сывороточной болезни.

С появлением вакцин и антибиотиков сероте-
рапия существенно сдала свои позиции. Спустя
десятилетия антитела вновь заявили о себе после
разработки G. Köhler и C. Milstein гибридомной
технологии получения моноклональных антител
(мАТ) [1]. мАТ представляют собой иммуногло-
булины, вырабатываемые клетками одного клона
и связывающиеся с конкретным эпитопом целе-
вого антигена. Использование мАТ исключало
недостатки серотерапии, однако первые мАТ бы-
ли получены из клеток мышей и потому часто вы-
зывали иммунную реакцию при введении челове-
ку. Позже благодаря развитию методов генной
инженерии появилась возможность получать гу-
манизированные (химерные) мАТ [2]. Это в су-
щественной степени снимало проблему нежела-
тельного иммунного ответа.

Впоследствии новые технологии открыли воз-
можность для получения мАТ человека, а также поз-
волили менять биологические и физико-химические
свойства антител и получать их варианты, которые
не способна вырабатывать иммунная система.

Текущие активные разработки в области мАТ в
существенной степени направлены на лечение
онкологических заболеваний. В то же время ви-
русные заболевания, для которых нет доступных
вакцин (например, ВИЧ-инфекция, лихорадки
Ласса и Зика), заболевания, для которых эффек-
тивность противовирусных препаратов недоста-
точно выражена (COVID-19, грипп, бешенство и
ряд других), также выступают объектом внима-
ния многих ученых во всем мире [3].

На сегодняшний день ВОЗ и FDA одобрили к
применению шесть препаратов на основе проти-
вовирусных мАТ (табл. 1). Несмотря на то, что
первым одобренным мАТ был Palivizumab против
респираторно-синцитиального вируса [4], все по-
следующие разработки были сосредоточены на
неинфекционных заболеваниях. Ежегодно десят-
ки и сотни препаратов антител получали одобре-
ние, но ни одного противовирусного мАТ одоб-
рено не было. Однако в 2018 г. противовирусные
антитела вновь заявили о себе. Впервые после
долгого перерыва одобрен противовирусный
препарат мАТ для лечения ВИЧ-инфекции, а в
2020 г. – сразу два препарата мАТ против вируса
Эболы [5–8]. В 2020 г. FDA были одобрены мАТ
Bamlanivimab и коктейль антител REGEN-COV
для экстренного использования против новой ко-
ронавирусной инфекции COVID-19. Позже при
расширенном исследовании было показано, что
Bamlanivimab непригоден в качестве монотера-
пии (отмена разрешения FDA в апреле 2021 г.), но
эффективен при совместном введении с Etese-
vimab [9–12]. Появление препаратов мАТ против
SARS-CoV-2 стало опытом быстрой и эффектив-
ной разработки мАТ в условиях экстренной угро-
зы и напоминанием об эффективности терапии

мАТ для лечения и профилактики вирусных ин-
фекций.

МЕХАНИЗМЫ НЕЙТРАЛИЗАЦИИ 
ВИРУСНЫХ ПАТОГЕНОВ АНТИТЕЛАМИ

Антитела (иммуноглобулины, Ig) представля-
ют собой гликопротеины, которые обладают ан-
тиген-связывающей активностью, а также рядом
эффекторных функций: способностью активиро-
вать систему комплемента, взаимодействовать с
различными типами клеток, усиливать фагоци-
тоз. Антитела продуцируются плазматическими
клетками в ответ на попадание в организм анти-
гена и присутствуют в виде мембраносвязанных
рецепторов на поверхности B-лимфоцитов и сво-
бодных антител в сыворотке крови [13].

Нейтрализующими принято считать антитела,
которые блокируют вирус на этапах, предшеству-
ющих транскрипции и трансляции вирусной нук-
леиновой кислоты, и тем самым снижают его ин-
фекционность [14]. Для защиты организма от ви-
русных инфекций этого может быть достаточно,
однако в ряде случаев антитела действуют сов-
местно с клеточным иммунитетом.

При нейтрализации оболочечных вирусов ан-
титела блокируют прикрепление или проникно-
вение вируса в клетку-мишень (рис. 1). Антитела
могут связываться с поверхностными белками
вируса и тем самым блокировать прикрепление к
клетке-мишени (1) или вмешиваться в уже уста-
новившийся контакт белков вируса и клетки (2).
Если адсорбция уже произошла, антитела могут
помешать проникновению, связываясь с фьюзо-
генными белками вируса (3). После проникнове-
ния вируса в эндосому антитела могут блокиро-
вать слияние с везикулярной мембраной – такой
эффект возможен и для суперкапсидных, и для
лишенных капсида вирусов (4). В случае безобо-
лочечных вирусов антитела могут связываться
после прикрепления вируса и мешать экструзии
вирусного генома (5) [14, 15].

Недавно был открыт еще один механизм ней-
трализации, который реализуется после проник-
новения вируса в клетку. В цитозоле клеток обна-
ружен белок TRIM21 – внутриклеточный рецеп-
тор убиквитинлигазы и антител, который
связывается с IgG с более высокой аффинностью,
чем любой другой рецептор в организме челове-
ка, быстро рекрутирует комплекс патоген–анти-
тело и направляет его на протеасомную деграда-
цию (6) [16].

Обычно нейтрализующую активность антител
измеряют в отсутствие комплемента, однако ча-
сто допускают опосредованное комплементом
усиление нейтрализации [15]. Следует заметить,
что антитела могут блокировать проникновение
вируса в клетку и за счет связывания с клеточны-
ми рецепторами, в таком случае корректнее ис-
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пользовать термин “антитело, блокирующее ин-
фекцию” [14].

Антитела, не обладающие нейтрализующей
активностью, также могут препятствовать вирус-
ной репликации, активируя механизмы клеточ-
ного иммунитета. Опсонизация вирусных частиц
и инфицированных клеток антителами через Fc-
рецептор запускает комплемент-зависимую ци-
тотоксичность (CDC), антителозависимую кле-
точную цитотоксичность (ADCC) или антитело-
зависимый клеточный фагоцитоз (ADCP). В ре-
зультате этих процессов разрушается вирусная
оболочка или активируется фагоцитоз заражен-
ных клеток [15, 17, 18]. Антитела также способны
препятствовать вирусной инфекции за счет анти-
телозависимого клеточно-опосредованного ви-
русного ингибирования (ADCVI). ADCVI вклю-
чает большее количество механизмов и может
объединять цитолитическую активность ADCC,
фагоцитоз иммунных комплексов и нецитолити-
ческие механизмы – секрецию вирус-ингибирую-
щих хемокинов (рис. 2) [19]. Кроме того, появляется
все больше свидетельств иммуномодулирующего
(вакциноподобного) эффекта препаратов монокло-
нальных антител [20].

В последнее время большое внимание прико-
вано к так называемым “супер-антителам” – ан-
тителам, обладающим высокой эффективностью
и/или широкой перекрестной реактивностью и
способным, вопреки устоявшемуся мнению,
быть эффективными не только до и вскоре после
заражения, но и воздействовать на текущую ин-
фекцию [21].

ИСТОЧНИК МОНОКЛОНАЛЬНЫХ 
АНТИТЕЛ

Разработка препарата мАТ, как правило, со-
стоит из следующих этапов: 1) выделение антите-

ла с нужными свойствами, 2) инженерия белка
для улучшения его целевых свойств, 3) получение
продуцентов со стабильной продукцией антител,
4) подбор условий культивирования продуцентов
и очистки мАТ.

Противовирусные мАТ получают, как прави-
ло, из крови инфицированных или иммунизиро-
ванных доноров, а также из синтетических биб-
лиотек, представляющих собой набор вариабель-
ных фрагментов иммуноглобулинов.

Иммунная система донора (человека или жи-
вотного), инфицированного патогеном, выраба-
тывает огромное количество антител ко всем воз-
можным эпитопам, к тому же такие антитела про-
ходят созревание в организме, что увеличивает их
аффинность и специфичность. В-клетки памяти
инфицированных доноров успешно используют
для выделения антител. Однако не всегда при за-
ражении вирусом развивается сильный иммун-
ный ответ, и часто необходимо искать более под-
ходящих доноров либо их вовсе нет. В таком слу-
чае прибегают к иммунизации донора самим
патогеном или его антигенами. Повторные имму-
низации позволяют стимулировать вторичный
иммунный ответ и получить антитела, обладаю-
щие большей аффинностью.

Несмотря на то, что использование иммунных
библиотек предпочтительнее, для получения
противовирусных мАТ иногда используют наив-
ный репертуар антител, основное преимущество
которого – огромное разнообразие антител. Это
делает его универсальным источником антител
против любого антигена и дает возможность об-
наружить антитела против антигенов, которые не
вызывают сильный иммунный ответ [22].

В отличие от источников естественных анти-
тел, библиотеки синтетических фрагментов анти-
тел обладают уникальными преимуществами,
включая полный контроль над дизайном библио-

Рис. 1. Механизмы нейтрализации суперкапсидных (1–4) и безоболочечных (4–6) вирусов антителами.
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Рис. 2. Механизмы ингибирования репликации вирусов ненейтрализующими антителами: CDC – комплемент-зави-
симая цитотоксичность, ADCP – антителозависимый клеточный фагоцитоз, ADCC – антителозависимая клеточная
цитотоксичность, ADCVI – антителозависимое клеточно-опосредованное вирусное ингибирование.

Clq

CDC ADCC ADCP ADCVI

Фагоцит
NK-клетка

Фагоцит

Иммунные комплексы

теки и условиями отбора. Технология позволяет
генерировать огромное разнообразие антител,
которое не может быть выработано иммунной си-
стемой донора. Однако такой вариант сопряжен с
рисками получения антител, небезопасных для
организма и неспособных выполнять свои функ-
ции in vivo. Несмотря на указанные недостатки,
была продемонстрирована возможность приме-
нения мАТ, полученных из синтетических биб-
лиотек, для борьбы с вирусами и бактериальными
токсинами [23].

МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ АНТИТЕЛ

При выборе стратегии выделения антител не-
обходимо учитывать ряд параметров: источник
антител, желаемый уровень аффинности и об-
ласть применения антител, временные и бюджет-
ные ограничения. Каждый метод имеет свои пре-
имущества и недостатки (табл. 2).

Первые мАТ были получены в 1976 г. с помо-
щью гибридомной технологии, предложенной
G. Köhler и C. Milstein [1]. Данная технология за-
ключается в получении специализированных
клеток для продукции мАТ – гибридом. Для этого
выделяют B-лимфоциты из селезенки донора и
гибридизуют с клеточной линией бессмертной
миеломы с помощью агента, нарушающего кле-
точные мембраны, например, полиэтиленглико-
ля или вируса Сендай (рис. 3).

Далее клетки культивируют in vitro в селектив-
ной среде, где выживают только гибридные клет-
ки, способные потенциально бесконечно расти и
размножаться (как миелома) и синтезировать ан-
титела (как В-лимфоциты). Индивидуальные
клоны можно получить, например, методом пре-
дельного разведения, затем проводят скрининг
индивидуальных клонов на наличие специфиче-
ской активности антител и отбирают положи-
тельные варианты [24]. С помощью гибридомной
технологии было получено первое противовирус-
ное мАТ – Palivizumab [4].

Преимущество данной технологии заключает-
ся в использовании зрелых В-клеток, которые
позволяют получить антитела, прошедшие селек-
цию и аффинное созревание в организме и обла-
дающие естественным спариванием H-, L-цепей
[25]. Такие антитела с большей вероятностью
проявляют активность in vivo.

Вместе с тем этот подход имеет и ряд недостат-
ков. Так, было показано, что гибридомы в ~32%
случаев синтезируют дополнительные H- и L-це-
пи иммуноглобулинов, а это значит, что такие ан-
титела не будут моноспецифичными [26].

Недостаток также заключается в трудоемкости
технологии и низким выходом гибрида (~0.43%
от всех В-клеток), а зависимость процесса от ми-
тоза замедляет сроки разработки мАТ [27].

Проблема получения мАТ человека при помо-
щи гибридомной технологии заключается в от-
сутствии подходящей клеточной линии для слия-
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ния с В-клетками. Некоторые группы исследовате-
лей получали стабильные гибридомы при слиянии
В-клеток человека с несекретирующими гетероми-
еломами мыши (например, HMMA 2.5 [28]).

Несмотря на существующие недостатки, ги-
бридомная технология с использованием методов
генной инженерии остается весьма популярной.
Так, с ее помощью был разработан ZMapp – пре-
парат трех моноклональных антител, предназна-
ченный для лечения инфекции, вызванной виру-
сом Эбола [29].

Дисплейные методы

Впервые концепцию пептидного фагового
дисплея предложил в 1985 г. G.P. Smith. Подход
заключается в получении популяции нитчатых
фагов, экспонирующих на своей поверхности ис-
следуемые белки, слитые с капсидным белком Р3

фаговой частицы. Отбор целевых молекул прово-
дят методом аффинной селекции с использова-
нием специфических лигандов (рис. 4) [30].

Первые антитела с использованием фагового
дисплея были получены в 1990-е гг. [31]. Для по-
лучения фаговой библиотеки из лимфоцитов до-
нора выделяют мРНК, в реакции обратной транс-
крипции получают фрагменты кДНК, кодирую-
щие разнообразие VH- и VL-доменов
иммуноглобулинов, и встраивают в фагмидный
вектор. Такой вектор представляет собой мини-
мальную плазмиду, содержащую ген фагового
белка pIII, слитый с нуклеотидной последова-
тельностью фрагмента антитела, фактор рези-
стентности к селективному антибиотику и сайт
упаковки генома фага М13. Библиотекой фагмид
трансформируют клетки Escherichia coli, а затем
инфицируют фагом-помощником. Фаг-помощ-
ник содержит полный геном М13, кодирующий

Рис. 3. Схема получения моноклональных антител с помощью гибридомной технологии.

Иммунизация

Гибридизация

Рассев индивидуальных клонов

Оценка специфичности и
нейтрализующей активности мАТ

Размножение отобранных гибридом

Клетки миеломыВыделение B-клеток
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все фаговые белки, но имеет дефектный сигнал
упаковки. При сборке новых частиц pIII дикого
типа и химерный белок рIII конкурируют за
включение в фаг. Таким образом получают
огромную коллекцию фаговых частиц с упако-
ванной фагмидной ДНК, несущих (в подавляю-
щем большинстве) только одну копию фрагмента

антитела. Далее проводят аффинную селекцию с
использованием целевых антигенов, а отобран-
ные варианты фрагментов антител реконструиру-
ют в полноразмерные мАТ [32].

Такой подход стал популярным благодаря эф-
фективности, простоте и низкой стоимости. Раз-
нообразие комбинаторных библиотек составляет

Рис. 4. Дисплейные методы для получения моноклональных антител.

Выделение B-клеток
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Сортировка клеток,
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>1010 молекул. Эффективность подхода была про-
демонстрирована при исследовании вирусов
гриппа. В работе были получены редкие антитела,
нейтрализующие вирусы гриппа с использовани-
ем уникального механизма, что открывает новые
возможности для разработки средств терапии и
вакцин [33].

С помощью технологии фагового дисплея по-
лучен ряд противовирусных антител, например,
m102.4 для профилактики и лечения заболева-
ний, вызванных вирусами Нипа и Хендра, Diri-
davumab против вируса гриппа и Foravirumab про-
тив вируса бешенства [34–36].

Важный недостаток фагового дисплея – про-
блемы, связанные с бактериальной системой экс-
прессии, основные из них – некорректный фол-
динг молекул антител и отсутствие некоторых пост-
трансляционных модификаций (например, гли-
козилирования и образования дисульфидных
связей) [37].

Второй по популярности дисплейный метод –
дрожжевой дисплей, в котором фрагменты анти-
тел экспрессируются на поверхности дрожжевых
клеток. Специфические антитела отбирают через
последовательные раунды мутагенеза и точной
контролируемой селекции клеток с помощью
проточной цитометрии [38]. Преимущество дрож-
жевой библиотеки – эукариотический посттранс-
ляционный процессинг секретируемых белков.
На сегодняшний день разработаны линии дрож-
жевых клеток, обеспечивающие более коррект-
ное гликозилирование антител [39].

Также для получения мАТ предложены дис-
плейные методы на основе фага λ и вируса оспо-
вакцины, дисплей на поверхности бактериаль-
ных клеток, а также бесклеточные дисплейные
системы на основе мРНК и рибосом [40–44].

Разработаны дисплейные системы и на основе
клеток млекопитающих. Этот подход обеспечи-
вает получение терапевтических мАТ, отличаю-
щихся высоким уровнем экспрессии в клетках
млекопитающих и сохраняющих нативный фол-
динг, биологические и физико-химические свой-
ства, однако данный подход ограничен меньшим
размером библиотеки. Предложен ряд улучше-
ний (например, использование дисплея на по-
верхности клеток млекопитающих в сочетании с
соматической гипермутацией in vitro, совершен-
ствование трансфекции и использование сорти-
ровки флуоресцентно-активированных клеток –
FACS), позволяющих получать варианты антител
с более высокой аффинностью [45, 46].

Существенный недостаток всех дисплейных
методов – потеря нативного VH/VL-спаривания
исходного репертуара антител. Поскольку было
показано, что антитела с нативными легкими це-
пями с большей вероятностью связывают анти-
ген, чем антитела с ненативным спариванием,
считается, что дисплейные библиотеки содержат
большой процент низкоаффинных антител и, как

следствие, требуют многократных циклов созре-
вания аффинности, отнимающих много времени
[47, 48].

Для решения этой проблемы в дисплейных ме-
тодах используют инкапсулирование единичных
В-клеток в водно-жидкостной эмульсии с после-
дующей амплификацией генов в эмульсионной
ПЦР. Затем такое нативное разнообразие антител
воспроизводят с помощью фагового дисплея [49].

Сортировка единичных В-клеток 
и клонирование генов VH/VL

В 1996 г. был предложен эффективный способ
получения мАТ, основанный на сортировке еди-
ничных В-клеток (рис. 5) [50]. Отдельные клетки,
как правило, выделяют с помощью FACS-сорти-
ровки [51]. При этом используют антигены, ме-
ченные флуоресцентным красителем. Специ-
фичные В-клетки связываются с меченым бел-
ком и сортируются в отдельные ячейки. Затем из
единичных B-клеток методом ОТ-ПЦР получают
последовательности VH/VL-генов иммуноглобу-
линов и конструируют полноразмерные мАТ.
ОТ-ПЦР с единичных клеток сохраняет пары
VH/VL, к тому же этот метод позволяет получать
мАТ в короткие сроки [52].

Еще один подход к изоляции отдельных кле-
ток – микрофлюидные технологии на основе
микрокапель и клапанных систем – приобрел по-
пулярность благодаря использованию небольших
количеств входного материала, низкой стоимо-
сти процесса, его высокой скорости и точному
контролю [51, 53, 54].

Иммортализация В-клеток
Использование вируса Эпштейна–Барр для

иммортализации B-клеток человека впервые бы-
ло описано более 40 лет назад. Технология заклю-
чается в получении В-клеток памяти доноров, де-
монстрирующих эффективный иммунный ответ,
и последующем заражением клеток вирусом Эп-
штейна–Барр. Далее выделяют клоны В-клеток,
продуцирующие антитела. Культуральную жид-
кость, содержащую секретируемые антитела, ис-
пользуют для скрининга специфичности и нейтра-
лизующей активности. Прямой функциональный
скрининг значительно сокращает временные за-
траты и повышает вероятность получения антител,
обладающих желаемыми свойствами [55]. Этот
подход был применен к выделению нейтрализую-
щих антител против вируса бешенства, SARS-
CoV и других вирусов [56, 57]. Однако примене-
ние метода осложнено рисками, связанными с
онкогенностью вируса Эпштейна–Барр и низким
выходом иммортализованных клеток. Последние
улучшения (например, использование агониста
TLR9) позволили увеличить выход иммортализо-
ванных клеток более чем до 30%. С помощью та-
кой технологии получен ряд высокоэффектив-
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ных широконейтрализующих мАТ против вируса
бешенства, SARS-CoV и других вирусов [58–60].

Культуры одиночных В-клеток

Использование иммортализации В-клеток
считалось необходимым для получения функцио-
нальных В-клеточных культур. Однако был пред-
ложен альтернативный метод получения долго-
живущих культур первичных одиночных В-кле-
ток. Для этого В-клетки помещают на фидерный
слой клеток, несущих на своей поверхности коре-
цептор CD40L, а в питательную среду добавляют
цитокины IL-2, IL-4, IL-21. В таких условиях
единичные В-клетки активируются и формируют
клеточную культуру, продуцирующую мАТ. Да-
лее проводят прямой функциональный скрининг
культуральной среды, из отобранных клонов ме-

тодом ОТ-ПЦР получают нуклеотидные последо-
вательности генов VH/VL и конструируют мАТ
[61, 62]. Этот подход был применен для выделе-
ния нейтрализующих антител против ВИЧ-1, ви-
русов Денге и гриппа H1N1 [63–65].

Неоспоримое преимущество методов, осно-
ванных на скрининге В-клеток, – прямой функ-
циональный анализ антител, полученных из есте-
ственных антителопродуцирующих клеток, что
снижает ряд рисков, связанных с использованием
других подходов (например, изменения структу-
ры молекул антител или потеря некоторых вари-
антов антител из-за особенностей гетерологич-
ной экспрессии). Тем не менее метод не лишен
недостатков, среди которых низкая представлен-
ность специфичных В-клеток в сыворотке крови
донора и их низкая выживаемость. Для повыше-
ния эффективности используют культуры плаз-

Рис. 5. Получение моноклональных антител из В-клеток памяти: культуры единичных В-клеток, иммортализация и
сортировка В-клеток.
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матических клеток. Эти клетки содержат как ми-
нимум в 100 раз больше мРНК иммуноглобули-
нов и продуцируют антитела в конечной точке
антиген-зависимого соматического гипермутаге-
неза, что повышает вероятность обнаружения ан-
титела, обладающего высокой аффинностью и
специфичностью [66]. Дополнительно повысить
эффективность скрининга позволяет автоматиза-
ция процесса [62].

Новое поколение методов: высокопроизводительное 
секвенирование, протеомика и вычислительные 

технологии

Методы высокопроизводительного секвени-
рования позволяют получать обширную инфор-

мацию о разнообразии репертуаров антител, кото-
рую используют для обнаружения специфических
мАТ (рис. 6). Полагают, что частоты встречаемо-
сти последовательностей, полученных в результате
секвенирования, отражают представленность кло-
нов В-клеток в организме и, таким образом, дают
материал для конструирования антител.

Так, на основе результатов массового парал-
лельного секвенирования репертуара генов
VH/VL плазматических клеток иммунизирован-
ных мышей были обнаружены наиболее часто
встречающиеся аминокислотные последователь-
ности VH и VL, на основе соразмерной распро-
страненности они были объединены в пары, и по-
лучены scFv-фрагменты антител, из которых
большая часть была специфична к антигену [67].

Рис. 6. Схема получения моноклональных антител с помощью методов высокопроизводительного секвенирования и
протеомики.
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В другой работе из единичных В-клеток в пере-
крывающейся ОТ-ПЦР получали ДНК-фрагмен-
ты, кодирующие пары VH/VL, и секвенировали
все полученные варианты. В результате было вы-
явлено несколько наиболее широко представлен-
ных последовательностей антител, на основе ко-
торых были получены антитела, специфичные к
гликопротеину вируса Эбола [68].

Сочетание методов геномики и протеомики
также дает возможность идентифицировать спе-
цифичные мАТ из комбинаторного разнообразия
репертуара антител донора. В таком случае дан-
ные секвенирования служат референсом/осно-
вой для интерпретации результатов, полученных
при помощи масс-спектрометрии. Также для об-
наружения антител объединяют результаты секве-
нирования с данными, полученными с использова-
нием биоинформатических методов [69]. Напри-
мер, используя известную последовательность
антитела 10Е8 против ВИЧ-1 и данные секвениро-
вания репертуара нуклеотидных последовательно-
стей VH/VL ВИЧ-положительного донора, постро-
или эволюционные филогенетические деревья и на
основе относительных генетических расстояний от
дикого типа 10E8 осуществили селективное спари-
вание цепей in silico. В результате было выделено 11
функциональных 10E8-подобных мАТ с нейтрали-
зующей активностью [70]. Позже с использовани-
ем этой стратегии из репертуара другого ВИЧ-по-
ложительного донора также было выделено не-
сколько широконейтрализующих мАТ [71].

Биоинформатические подходы использовали
для быстрого поиска антител против нового ко-
ронавируса SARS-CoV-2. Для этого были созданы
модели взаимодействия вирусного S-белка с ан-
тителами, специфичными к SARS-CoV – наибо-
лее близкому по антигенному составу коронави-
русу. На основе результатов моделирования было
выбрано антитело CR3022, специфичное к SARS-
CoV, способное взаимодействовать с S-белком
SARS-CoV-2. Специфичность взаимодействия
этого антитела подтвердили in vitro [72].

Последние достижения в вычислительных ме-
тодах позволяют не только сократить время и за-
траты на обнаружение антител, но и строго кон-
тролировать параллельный скрининг нескольких
физико-химических свойств. Ожидается, что раз-
витие этих методов позволит, в конечном счете,
разрабатывать антитела c необходимыми свой-
ствами de novo [73].

МОЛЕКУЛЯРНЫЙ ДИЗАЙН АНТИТЕЛ
В последнее время активно развиваются мето-

ды, позволяющие проводить рациональный ди-
зайн антител и изменять такие их свойства, как
аффинность, число и специфичность паратопов,
молекулярный вес, изоэлектрическая точка, по-
движность молекулы и потенциальная иммуно-
генность, а также эффекторные свойства и время
полужизни молекулы.

Необходимость инженерии антител возникла
еще при получении первых мАТ, поскольку ги-
бридомная технология позволяла получать толь-
ко антитела мыши, которые могли вызывать им-
мунный ответ в организме человека. В середине
1980-х гг. этот недостаток был частично устранен
получением химерных, а затем и полностью гума-
низированных (гиперхимерных) антител [74].
Под химерным антителом понимают молекулу
иммуноглобулина животного, в которой структу-
ра белка модифицирована так, чтобы увеличить
сходство с антителом человека. Как правило, за-
меняют константную область антитела животно-
го на область антитела человека. В гиперхимер-
ных антителах от иммуноглобулина животного
остаются только петли гипервариабельных регио-
нов (CDRs). Позже стало возможным получение
антител человека с помощью технологий фагово-
го дисплея и сортировки В-клеток, а также с ис-
пользованием трансгенных животных [75].

Следует отметить, что последние пять лет в
клиническую практику в основном вводятся
именно антитела человека [76]. Тенденция харак-
терна и для препаратов противовирусных анти-
тел. Согласно международной базе данных IMGT
(www.imgt.org), подавляющее большинство пре-
паратов противовирусных антител – это антитела
человека или гуманизированные антитела (рис. 7).

Биологические свойства антител зависят от
структуры Fc-фрагмента, поэтому данный регион
часто подвергают модификациям. Для большин-
ства терапевтических применений желателен дли-
тельный период полужизни антител в сыворотке,
т.к. это уменьшает необходимость повторных инъ-
екций и сродство Fc-области к различным рецеп-
торам. Регулировать эти процессы удается благо-
даря аминокислотным заменам белкового остова
молекулы [77, 78]. Изменения сродства к рецепто-
рам позволяет также добиться гликоинженерия
антител. Предполагается, что дефукозилирован-
ные антитела обладают повышенной аффинно-
стью к некоторым рецепторам, однако клиниче-
ские эффекты еще предстоит исследовать [79].

Растворимость антител и способность к агре-
гации также становятся управляемыми характе-
ристиками. Аминокислотные замены в областях,
склонных к агрегации (APR), экспериментально
показали увеличение растворимости антител, что
подтверждает правильность этой инженерной
стратегии [80].

Получение фрагментов антител различного
размера (рис. 8) помогло усовершенствовать мАТ
под конкретные цели [81]. Фрагменты антител
имеют несколько преимуществ по сравнению с
полноразмерными мАТ: более низкую стоимость
препарата, сниженную иммуногенность, высо-
кую способность проникновения в ткани, что да-
ет возможность молекуле достигать труднодо-
ступных мест [82]. В настоящее время разрабаты-
ваются одноцепочечные антитела (оцАТ) против
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ряда вирусов, включая ВИЧ-1, вирусы гриппа и
гепатита С, респираторно-синцитиальный вирус
и энтеровирусы [83]. Хотя оцАТ – очень сильные
ингибиторы вирусных инфекций, ни одно из них
не было одобрено для клинического использова-
ния против вирусной инфекции.

Еще один перспективный вариант мАТ – од-
нодоменные антитела (наноантитела) и их произ-
водные. Такие антитела состоят из единственного
вариабельного домена и способны связывать
труднодоступные антигены, к тому же они обла-

дают хорошей стабильностью и растворимостью
[84]. Прообразом для их создания послужили не-
каноничные иммуноглобулины животных семей-
ства Camelidae (верблюд, лама) и хрящевых рыб,
полностью лишенные L-цепей [85, 86].

Несмотря на достоинства различных рекомби-
нантных фрагментов антител, почти все одобрен-
ные к применению мАТ на данный момент пред-
ставляют собой полноразмерные иммуноглобу-
лины (рис. 9).

Рис. 8. Схематическое изображение некоторых вариантов рекомбинантных моноклональных антител, фрагментов
антител и их производных.
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Рис. 7. Соотношение мАТ различной степени гуманизации, разработанных для терапии/профилактики вирусных ин-
фекций (https://www.imgt.org, данные на ноябрь 2021 г.).
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Антитела можно использовать и как средство
таргетной доставки лекарственного средства или
токсина в конкретный участок, что может быть
особенно полезно для уничтожения зараженных
клеток [87].

Иммуноконъюгаты активно исследовали при
лечении рака, несколько вариантов получили
одобрение FDA [88]. В настоящее время разработа-
но несколько конъюгатов на основе антител для эф-
фективной и высокоспецифичной терапии различ-
ных вирусов, включая ВИЧ, цитомегаловирус, гер-
песвирусы, вирусы гриппа и бешенства [89].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На сегодняшний день терапевтические мАТ –
быстрорастущий класс биофармацевтических
препаратов, демонстрирующий высокую эффек-
тивность в отношении многих онкологических,
воспалительных и аутоиммунных заболеваний.
Несомненные преимущества мАТ – их предска-
зуемое действие, высокая специфичность и чи-
стота.

Несмотря на скромный опыт применения в
противовирусной терапии, использование ней-
трализующих мАТ остается одним из самых пер-
спективных направлений в борьбе с вирусными
инфекциями. При возникновении новых вирус-
ных эпидемий или биотеррористических угроз
получение и применение антител, несомненно,
наиболее рациональное стратегическое решение.

В настоящее время улучшение и появление
новых подходов к получению антител позволяет в
кратчайшие сроки получать высокоэффективные
мАТ, а рациональный дизайн с использованием
методов генной инженерии и биоинформатики
открывает безграничные возможности их совер-
шенствования.
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The viral threat can arise suddenly and quickly turn into a major epidemic or pandemic. In this case, it will
be necessary to develop effective means of therapy and prevention in a short time. Vaccine development takes
decades, and the use of antiviral compounds is often ineffective and unsafe. A quick response may be use of
convalescent plasma but a number of difficulties associated with their use forced researchers to switch to the
development of safer and more effective drugs based on monoclonal antibodies (mAb). In order to provide
protection, such drugs must have a key characteristic – neutralizing properties, i.e. the ability to block viral
infection. Currently, in the arsenal of researchers there are a number of approaches for obtaining mAbs, how-
ever, none of them is not standard. Each approach has its own advantages and disadvantages. The choice of
method depends both on the characteristics of the virus and on time constraints and technical challenges.
This review provides a comparative analysis of modern methods for the obtaining of neutralizing mAbs, and
describes the current trends in the design of antibodies for therapy and prevention of viral diseases.

Keywords: monoclonal antibodies, viral infections, hybridoma technology, display technology, B-cell sorting
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Впервые синтезирован дисахарид Xylβ1-2Manβ в виде спейсерного производного. Этот струк-
турный фрагмент гликопротеиновых N-цепей типичен для растительной клетки и не встреча-
ется у млекопитающих. Предполагается, что у растений есть белки, специфически узнающие
Xylβ1-2Manβ, поэтому молекулярные пробы на основе этого дисахарида представляют интерес для
поиска, выделения и выяснения клеточной локализации соответствующих белков – лектинов и
ферментов.
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ВВЕДЕНИЕ

Гликан-связывающие белки (лектины, белки-
транспортеры, ферменты углеводного обмена)
растительной клетки изучены значительно хуже,
чем соответствующие белки млекопитающих, не-
смотря на то, что представленность углеводной
составляющей в растительной клетке существенно
выше. Хотя N-гликаны в гликопротеинах животных
и растений имеют схожее строение, у последних
есть специфическая особенность – β-ксилозный
остаток, соединенный с коровой β-маннозой [1, 2].
Наличие необычного Xyl-заместителя предполагает
выполнение специфических функций в жизнедея-
тельности растительной клетки и, соответствен-
но, функционирование специфических углевод-
связывающих белков.

Цель данной работы – синтез типичного для рас-
тительной клетки структурного фрагмента N-глико-
протеиновых цепей – дисахарида Xylβ1-2Manβ в ви-
де 3-аминопропилгликозида для последующего
поиска, выделения и выяснения клеточной лока-
лизации ксилоза-узнающих белков в раститель-
ных экстрактах. Наличие аминогруппы в составе
спейсера дисахарида Xylβ1-2Manβ-sp делает воз-
можной иммобилизацию на чипе [3–5], получе-

ние из него флуоресцентного зонда, аффинного
адсорбента и других инструментов исследования.

РУЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Стереоселективное химическое β-маннозили-

рование – одна из наиболее сложных задач оли-
госахаридного синтеза. Существует несколько
путей ее решения, в частности, Lichtenthaler et al.
в своих работах применяли подход [6], суть кото-
рого заключается в 4-стадийном получении 2-ок-
согликозилбромида из D-глюкозы, гликозилиро-
вание им гликозил-акцептора в присутствии не-
растворимых солей серебра и последующее
стереоселективное восстановление боргидридом
натрия до получения β-маннозида. В работах [7–9]
показано, что 4,6-О-бензилиденовые тиогликози-
ды с несоучаствующими группами (Bn, 2,3-изопро-
пилиденовая, триметилсилильная) при С2 и С3
обеспечивают более высокую β-селективность в
сравнении с донорами, не обладающими этими
группами. Известно также, что при использова-
нии в качестве гликозил-донора диизопропили-
денового производного тиогликозида маннозы
гликозилирование протекает почти с количе-
ственным выходом (89%), но с низкой селектив-
ностью (α/β, 1 : 1) [9].

Поскольку взаимодействие 3-трифторацетами-
допропанола с полностью бензилированным
бромидом или тиогликозидом маннозы в наших
экспериментах привело к преимущественному

β

1 Дополнительные материалы для этой статьи доступны по
doi 10.31857/S0132342322030204 для авторизованных поль-
зователей.
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образованию α-аномера (α/β ≈ 2 : 1), мы решили
использовать для этой реакции дибензилидено-
вое производное (II), которое легко получить из
полного ацетата (I) [10] дез-О-ацетилированием и
последующим введением бензилиденовых групп
(Bd) по схеме 1. Реакция гликозилирования 3-три-
фторацетамидопропанола производным (II) в ди-
хлорметане в присутствии N-иодсукцинимида
(NIS) и трифторметансульфокислоты (TfOH)
при комнатной температуре с последующей заме-
ной Bd-групп на ацетильные привела к получению
смеси аномеров, из которой после хроматографиче-
ского разделения (здесь и далее – на силикагеле)
выделены индивидуальные β- и α-маннозиды
(IIIβ) и (IIIα) с выходом 33 и 46% соответственно.
После их дезацетилирования и снятия N-трифтор-
ацетильной защиты получены аминопропильные
производные маннозы (IVβ) и (IVα) с выходом
>90%. Конфигурацию аномерного центра остатка
маннозы определяли с помощью 1Н-ЯМР: величи-
ны КССВ сигналов аномерных протонов при С1
для β-маннозидов (J1,2 < 1.1 Гц) и α-маннозидов
(J1,2 1.8 Гц), положение химического сдвига сиг-
нала протона при С3 [11] (α-маннозиды характе-
ризуются более слабопольным химическим сдви-
гом сигналов протонов при С3 по сравнению с
положением этого сигнала в β-маннозидах) (табл.
1). Кроме того, положения сигналов протонов уг-
леводного цикла в соединениях (IIIα) и (IVα) сов-
падают с таковыми для аминоэтильного произ-
водного маннозы [12].

Для получения целевого дисахарида проводи-
ли удаление всех ацильных групп обработкой за-
щищенного производного (IIIβ) 0.5 М раствором
метилата натрия в метаноле с последующим вве-
дением Bd-группы обработкой α,α-диметоксито-
луолом в присутствии толуолсульфокислоты. Во
избежание образования дибензилиденового про-
изводного реакцию проводили с небольшим из-
бытком реагента, и даже в этом случае образуется
бис-аддукт, и остается исходное соединение, что
снижает выход целевого продукта (Vβ). Для се-

лективной защиты гидроксила при С3 маннозно-
го остатка была выбрана бензоильная группа (Bz)
[13], которую вводили обработкой 4,6-О-бензи-
лиденового производного (Vβ) бензоилхлоридом
в хлористом метилене при –18°С в присутствии
пиридина, и после хроматографической очистки
получили гликозил-акцептор (VIβ) с выходом
54% (на три стадии). Положение бензоильной
группы подтверждено химическим сдвигом сиг-
нала протона при С3 (δ 5.30 м.д.), он находится в
том же месте, что и в полном ацетате (IIIβ). О на-
личии свободной ОН-группы при С2 свидетель-
ствует химический сдвиг сигнала протона при С2
в сильном поле (δ 4.41 м.д.), в то время как соот-
ветствующий сигнал в полном ацетате (IIIβ) со-
ставляет величину δ 5.49 м.д.

Соединение (VIβ) гликозилировали ацетобром-
ксилозой (X) (полученной из соответствующего
полного ацетата (IX) [14] действием бромистого
водорода в уксусной кислоте) методом Кенигса–
Кнорра в присутствии трифлата серебра (AgOTf)
и тетраметилмочевины (ТММ) в сухом хлори-
стом метилене [15]. После удаления бензилидено-
вой защитной группы, ацетилирования реакци-
онной смеси и хроматографического выделения
получили дисахарид (VIIβ) с выходом 57%. В
спектре 1Н-ЯМР ацетата (VIIβ) сигналы протонов
при С1, С2 и С3 ксилозного остатка представлены
в виде двух уширенных синглетов, в которых КССВ
J1,2 не определяется. Сильнопольное положение
сигнала протона при С2 маннозы (δ 4.39 м.д.) сви-
детельствует о гликозилировании по этому поло-
жению. Конфигурацию остатка ксилозы в полу-
ченном дисахариде доказывали после его дезаце-
тилирования и снятия N-трифторацетильной
защиты. В спектре 1Н-ЯМР аминопропильного
производного (VIIIβ) величины КССВ сигналов
протонов при С1b (J1,2 7.8 Гц) и при С1а (J1,2 < 1 Гц)
подтверждают β-конфигурацию обоих пираноз-
ных циклов.

Для оценки вклада β-маннозного фрагмента в
связывание дисахарида (VIIIβ) с белками по ана-
логичной схеме из α-маннозида (IIIα) был синтези-
рован дисахарид c α-маннозным остатком (VIIIα).
В спектре 1Н-ЯМР величины КССВ сигналов
протонов при С1b (J1,2 7.8 Гц) и при С1а
(J1,2 1.7 Гц), а также химический сдвиг протона
при С3 маннозного остатка (δ 3.80 м.д., табл. 1)
подтверждают β-конфигурацию терминального
ксилозного звена и α-конфигурацию маннозного
остатка в полученном дисахариде.

Для подтверждения специфичности связыва-
ния растительных белков с дисахаридом необхо-
димо исключить взаимодействие с его моносаха-
ридными фрагментами, для этого были получены
маннозиды (описаны выше) и ксилозиды (описа-
ны далее) в виде 3-аминопропилгликозидов. Гли-
козилированием 3-трифторацетамидопропанола

Таблица 1. Данные спектров 1Н-ЯМР соединений
(III) и (VII) (CDCl3), (IV) и (VIII) (D2O)

Соединение Остаток
КССВ,
J1,2, Гц

δ, H3,
м.д.

(IIIα) Manα 1.8 5.30
(IIIβ) Manβ 1.1 5.06
(VIIα) Manα 1.9 5.34
(VIIβ) Manβ <1.0 5.06
(IVα) Manα 1.7 3.81
(IVβ) Manβ 1.1 3.65

(VIIIα) Manα 1.7 3.80
(VIIIβ) Manβ <1.0 3.66
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ацетобромксилозой (X) в хлористом метилене в
присутствии AgOTf и ТММ после хроматографи-
ческого разделения получили гликозид (XIβ) с
выходом 53% и его аномер (XIα) с выходом 10%
(схема 2). После их дезацетилирования и снятия
N-трифторацетильной защиты получили амино-
пропильные производные ксилозы (XIIβ) и
(XIIα). Конфигурацию аномерного центра остат-

ка ксилозы определяли с помощью характеристи-
ческой величины КССВ (J1,2) в спектрах 1Н-ЯМР:
7.8 Гц для β-аномера и 3.7 Гц для α-аномера. Кро-
ме того, положения сигналов протонов пираноз-
ного цикла для соединений (XIβ) и (XIIβ) практи-
чески совпадают с таковыми для аминоэтильного
производного ксилозы [12].

Схема 1. Синтез дисахарида Xylβ1-2Manβ-Osp и его фрагмента Manβ-Osp. Реагенты и условия: a – 0.05 M 
MeONa/MeOH, 1 ч; b – PhCH(OMe)2, TsOH, MeCN; c – СF3C(O)NH(CH2)3OH, NIS, ТfOH, CH2Cl2, 20 мин; d – 
80% водн. AcOH, 70°C, 2 ч, затем Ac2O/Py; e – BzCl, Py, –18°C, CH2Cl2; f – Ac3XylBr, AgOTf, TMM, MS-4Å, 

CH2Cl2, 20°C, 16 ч; g – 0.1 M MeONa/MeOH 1 ч; h – 0.1 M водн. NaOH, 16 ч.

Схема 2. Синтез 3-аминопропильных ксилозидов. Реагенты и условия: а – AcBr, AcOH, MeOH, CH2Cl2; b – 
CF3C(O)NH(CH2)3OH, AgOTf, ТММ, CH2Cl2, MS-4Å; c – 0.1 M MeONa/MeOH, 1 ч; d – 0.1 M водн. NaOH, 16 ч.
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Анализ спектров 13С-ЯМР (DEPT) синтезиро-
ванных соединений подтверждает структуру целе-
вого дисахарида (VIIIβ): сигналы С1а (δ 100.3 м.д.)
маннозного фрагмента и С1b (δ 104.1 м.д.) ксилоз-
ного фрагмента хорошо согласуются с данными
для 3-аминопропилгликозидов моносахаридов
(δ 100.0 м.д. – С1 в соединении (IVβ), 103.0 м.д. –
С1 в соединении (XIIβ) соответственно). Для его
аномера (VIIIα): сигналы С1а (δ 97.9 м.д.) манноз-
ного фрагмента и С1b (δ 102.5 м.д.) ксилозного
фрагмента хорошо согласуются с данными для
3-аминопропилгликозидов моносахаридов
(δ 98.9 м.д. – С1 в соединении (IVα), 103.0 м.д. –
С1 в соединении (XIIβ) соответственно). О нали-
чии аминопропильного агликона во всех полу-
ченных соединениях свидетельствуют положения
сигналов углеродов (δ 37.5–37.8 м.д. CH2NH2;
26.7–28.3 м.д. ОCH2CH2CH2NH2).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Очистку и высушивание растворителей прово-

дили по стандартным методикам и хранили над
молекулярными ситами. Оптическое вращение
измеряли на цифровом поляриметре DIP-360
(Jasco, Япония) при 20°С. Спектры 1Н-ЯМР и
13С-ЯМР (DEPT) регистрировали на спектромет-
ре AVANCE (Bruker BioSpin GmbH, Германия)
при 25°С с рабочими частотами 700 и 176 Гц соот-
ветственно, значения химических сдвигов (δ,
м.д.) приведены с использованием D2O (δ = 4.75)
и CDCl3 (δ = 7.27) в качестве внутренних стандар-
тов, константы спин-спинового взаимодействия
измерены в герцах. Отнесение сигналов в спек-
трах 1Н-ЯМР проводили с помощью эксперимен-
та 2D 1Н-1Н COSY. Масс-спектры регистрирова-
ли на MALDI-TOF-спектрометре Vision-2000
(Thermo Bioanalysis Corp., Великобритания), в ка-
честве матрицы использовали дигидроксибен-
зойную кислоту. Тонкослойную хроматографию
(ТСХ) проводили на пластинках Kieselgel-60
(Merck, Германия), вещества обнаруживали 5%-
ным водным раствором ортофосфорной кислоты
при 150°С (углеводы) или раствором нингидрина
(5 г/л в смеси ацетон–уксусная кислота–вода,
95 : 1 : 4, амины). Колоночную хроматографию
осуществляли на силикагеле Kieselgel 60 (0.004–
0.063 мм; Merck, Германия). ТСХ свободных
3-аминопропилгликозидов проводили в системе
А (метанол–1 М водный раствор Py⋅AcОН, 5 : 1).

Ацетилирование (общая методика) осуществля-
ли смесью пиридина (Py) и уксусного ангидрида
(2 : 1) при 20°С в течение 12–24 ч, затем реагенты
соупаривали с толуолом.

О-дезацетилирование (общая методика) прово-
дили по Земплену в сухом метаноле, добавляя к
раствору ацилпроизводного раствор 2 М метилата
натрия в метаноле до рН 8–9. По окончании ре-

акции ионы Na+ удаляли катионитом DOWEX
50Х-400-H+ (Acros, Бельгия), раствор упаривали.

О-дезацетилирование и удаление N-трифтор-
ацетильной защиты (общая методика) проводили
добавлением 100 мкл 2 М раствора метилата на-
трия в метаноле к раствору 0.05 ммоль защищен-
ного соединения в 2 мл сухого метанола; через 1 ч
раствор упаривали и добавляли 2 мл воды, через
16 ч хроматографировали на колонке с катиони-
том DOWEX 50Х-400-H+ (элюция 1 М водным
раствором аммиака), раствор упаривали и лиофи-
лизовали.

Получение ацетобромксилозы (X). К раствору
67 мг (0.21 ммоль) полного ацетата D-ксилозы
(IX) в 2 мл сухого дихлорметана и 0.5 мл уксусной
кислоты добавляли 0.25 мл (3.4 ммоль) бромисто-
го ацетила, охлаждали до 0°С и добавляли 0.13 мл
(3.2 ммоль) метанола; реакционную смесь выдер-
живали 1 ч при комнатной температуре и вылива-
ли в лед; органический слой разбавляли хлоро-
формом и промывали последовательно водой,
насыщенным раствором бикарбоната натрия, во-
дой, фильтровали через слой ваты, упаривали, со-
упаривали с толуолом, сушили в вакууме и без до-
полнительной очистки в тот же день использова-
ли в реакциях гликозилирования, считая выход
бромида количественным.

Гликозилирование (общая методика) в присут-
ствии AgOTf/TMM: смесь гликозилакцептора
(0.1 ммоль), трифлата серебра (0.2 ммоль), ТММ
(0.2 ммоль) и 300 мг свежепрокаленных молеку-
лярных сит 4 Å в 5 мл сухого хлористого метилена
при комнатной температуре перемешивали
30 мин в темноте, добавляли раствор гликозил-
бромида (0.2 ммоль) в 2 мл хлористого метилена и
перемешивали при комнатной температуре в те-
чение 15–20 ч. Затем реакционную смесь филь-
тровали, фильтрат концентрировали в вакууме и
выделяли продукт реакции хроматографией на
силикагеле.

(3-Трифторацетамидопропил)-2,3,4,6-тетра-О-
ацетил-β-D-маннопиранозид (IIIβ). О-дезацети-
лирование 330 мг (0.84 ммоль) полного ацетата (I)
[10] проводили по Земплену, без хроматографи-
ческой очистки сухой остаток растворяли в 10 мл
сухого ацетонитрила, добавляли 320 мг
(2.1 ммоль) α,α-диметокситолуола и каталитиче-
ские количества толуолсульфокислоты, через 1 ч
реакционную смесь нейтрализовали пиридином,
упаривали, соупаривали с толуолом. После хро-
матографического выделения (элюция толуол,
затем толуол : этилацетат, 20 : 1) получили 270 мг
(81%) тиогликозида (II). Смесь 3-трифторацет-
амидопропанола (165 мкл, 1.35 ммоль), тиоглико-
зида (II) (270 мг, 0.68 ммоль) и молекулярных сит
4 Å в 5 мл сухого хлористого метилена перемеши-
вали при комнатной температуре в течение 1 ч,
добавляли 225 мг (1 ммоль) NIS и TfOH
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(0.1 ммоль) в виде 0.1 М раствора в сухом хлори-
стом метилене, перемешивали при комнатной
температуре в течение 20–30 мин, фильтровали,
фильтрат промывали последовательно 10%-ным
раствором Na2S2O3, водой, упаривали, соупари-
вали с толуолом. Без хроматографической очист-
ки сухой остаток растворяли в 5 мл 80%-ной вод-
ной уксусной кислоты, выдержали 2 ч при 70°С,
затем соупаривали с толуолом и проводили аце-
тилирование в 6 мл смеси пиридина и уксусного
ангидрида (2 : 1). После хроматографического
разделения реакционной смеси (элюция толуол–
этилацетат, 1 : 1) получили 110 мг (33%) продукта
(IIIβ) и 152 мг (46%) его аномера (IIIα).

(3-Аминопропил)-β-D-маннопиранозид (IVβ).
Дез-О-ацетилированием и удалением N-трифтор-
ацетильной защиты из 50 мг (0.1 ммоль) моносаха-
рида (IIIβ) получили 23 мг (98%) продукта (IVβ).

(3-Аминопропил)-α-D-маннопиранозид (IVα).
Дез-О-ацетилированием и удалением N-трифтор-
ацетильной защиты из 50 мг (0.1 ммоль) моноса-
харида (IIIα) получили 21 мг (90%) продукта
(IVα).

(3-Трифторацетамидопропил)-4,6-бензилиден-
3-бензоил-β-D-маннопиранозид (VIβ). О-дезаце-
тилирование 220 мг (0.44 ммоль) полного ацетата
(IIIβ) проводили по Земплену, без хроматографи-
ческой очистки сухой остаток растворяли в 12 мл су-
хого ацетонитрила, добавляли 80 мг (0.53 ммоль)
α,α-диметокситолуола и каталитические количе-
ства толуолсульфокислоты, через 1 ч реакцион-
ную смесь нейтрализовали пиридином, упарива-
ли, соупаривали с толуолом. Сухой остаток рас-
творяли в 4 мл сухого дихлорметана, содержащего
пиридин (0.8 мл), охлаждали до –18°С и добавля-
ли 56 мкл (0.48 ммоль) бензоилхлорида. Через 1 ч
реакционную смесь разбавляли дихлорметаном,
промывали 1 М раствором HCl, затем водой. Ор-
ганический слой фильтровали через слой ваты,
соупаривали с толуолом, хроматографировали на
силикагеле (элюция толуол–этилацетат, 2 : 1) и
получили 125 мг (54%) продукта (VIβ).

(3-Трифторацетамидопропил)-2,3,4-три-О-аце-
тил-β-D-ксилозопиранозил-(1→2)-3-бензоил-4,6-ди-
О-ацетил-β-D-маннопиранозид (VIIβ). Гликозилиро-
вание акцептора (VIβ) (125 мг, 0.24 ммоль) ацето-
бромксилозой (X), полученной из 151 мг (0.48 ммоль)
полного ацетата (IX), проводили по общей методи-
ке, без хроматографической очистки сухой остаток
растворяли в 5 мл 80%-ной водной уксусной кисло-
ты, выдерживали 2 ч при 70°С, соупаривали с толу-
олом и ацетилировали 6 мл смеси пиридина и ук-
сусного ангидрида (2 : 1). Хроматографией на сили-
кагеле (элюция толуол–этилацетат, 3 : 2 → 1 : 1)
получили 105 мг (57%) дисахарида (VIIβ).

(3-Трифторацетамидопропил)-2,3,4-три-О-ацетил-
β-D-ксилозопиранозил-(1→2)-3-бензоил-4,6-ди-О-
ацетил-α-D-маннопиранозид (VIIα). Как описано

выше для синтеза (VIIIβ), из 200 мг соединения
(IIIα) получили 60 мг продукта (VIIα).

(3-Аминопропил)-β-D-ксилозопиранозил-(1→2)-
β-D-маннопиранозид (VIIIβ). Дез-О-ацетилирова-
нием и удалением N-трифторацетильной защиты
из 45 мг (0.058 ммоль) дисахарида (VIIβ) получили
20.5 мг (98%) продукта (VIIIβ).

(3-Аминопропил)-β-D-ксилозопиранозил-(1→2)-
α-D-маннопиранозид (VIIIα). Дез-О-ацетилирова-
нием и удалением N-трифторацетильной защиты
из 50 мг (0.064 ммоль) дисахарида (VIIα) получи-
ли 22 мг (95%) продукта (VIIIα).

(3-Трифторацетамидопропил)-2,3,4-три-О-
ацетил-β-D-ксилопиранозид (XIβ). Гликозили-
рованием ацетобромксилозы (X), полученной из
318 мг (1 ммоль) полного ацетата (IX), 3-трифтор-
ацетамидопропанола (244 мкл, 2 ммоль) по об-
щей методике после хроматографического разде-
ления (элюция гексан–этилацетат, 1 : 1) получи-
ли 227 мг (53%) ксилопиранозида (XIβ) и 42 мг
(10%) его аномера (XIα).

(3-Аминопропил)-β-D-ксилопиранозид (XIIβ).
Дез-О-ацетилированием и удалением N-трифтор-
ацетильной защиты из 155 мг (0.36 ммоль) полно-
го ацетата (XIβ) получили 72 мг (97%) моносаха-
рида (XIIβ).

(3-Аминопропил)-α-D-ксилопиранозид (XIIα).
Дез-О-ацетилированием и удалением N-трифтор-
ацетильной защиты из 42 мг (0.1 ммоль) полного
ацетата (XIα) получили 18 мг (90%) моносахарида
(XIIα). 

Физико-химические характеристики (данные
1Н- и 13С-ЯМР, масс-спектров, оптическое вра-
щение) синтезированных соединений приведены
в дополнительных материалах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Был синтезирован характерный для раститель-

ных гликопротеиновых цепей дисахаридный фраг-
мент Xylβ1-2Manβ-O(CH2)3NH2 (VIIIβ), а также не-
которые его аналоги и частичные структуры, также
необходимые для характеризации белков, узнаю-
щих целевой дисахарид, а именно Xylβ1-2Manα-
O(CH2)3NH2 (VIIIα), Xylβ-O(CH2)3NH2 (XIIβ),
Xylα-O(CH2)3NH2 (XIIα), Manα-O(CH2)3NH2 (IVα)
и Manβ-O(CH2)3NH2 (IVβ). Строение всех получен-
ных соединений подтверждено данными 1Н- и
13С-ЯМР-спектроскопии (700 МГц) c использова-
нием эксперимента COSY и данными масс-спек-
трометрии.

Полученные соединения вместе с другими (ра-
нее синтезированными) гликанами и фрагмента-
ми полисахаридов вошли в состав гликанового
эррея, с помощью которого в настоящее время
изучается специфичность выделенных ранее ин-
дивидуальных лектинов, а также проводится по-
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иск ксилоза-узнающих белков в составе расти-
тельных экстрактов.
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Synthesis of Disaccharide Xylβ1-2Manβ, Which Is a Core Fragment 
of Plant N-Glycoproteins

S. V. Tsygankova*, G. V. Pazynina*, A. S. Paramonov*, A. O. Chizhov**, and N. V. Bovin*, #
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*Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Science,
ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

**N.D. Zelinsky Institute of Organic Chemistry Russian Academy of Sciences, Leninsky prosp. 47, Moscow, 119991 Russia

The disaccharide Xylβ1-2Manβ was synthesized for the first time as a spacer-armed derivative. This struc-
tural fragment is typical of the N-chains of plant cell glycoproteins and is not found in mammals. It is assumed
that plants have proteins that specifically recognize the Xylβ1-2Manβ motif; therefore, molecular probes
based on this disaccharide are of interest for searching, isolating, and finding the cellular localization of such
cognate proteins as lectins and enzymes.

Keywords: synthesis of oligosaccharides, -mannosylation, plant N-glycoproteinsβ
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Впервые выделены и исследованы О-специфические полисахариды из липополисахаридов типо-
вых штаммов трех видов бактерий: Azospirillum zeae N7, Azospirillum melinis TMCY 0552 и Azospirillum
palustre B2. На основании результатов моносахаридного анализа, включающего определение абсо-
лютной конфигурации моносахаридов, одномерной и двумерной спектроскопии 1H- и 13C-ЯМР
установлено, что выделенные полисахариды состоят из разветвленных тетрасахаридных повторяю-
щихся звеньев следующей структуры: →3)-α-L-Rhap2OAc-(1→2)-[β-D-Glcp-(1→3)]-α-L-Rhap-
(1→3)-α-L-Rhap-(1→, описанной ранее для ряда штаммов азоспирилл, отнесенных к серогруппе
III. Функции генов, ответственных за биосинтез О-антигенов, определены путем сравнения с последо-
вательностями, представленными в доступных базах данных; показан высокий уровень их гомологии.

Ключевые слова: Azospirillum, липополисахарид, О-специфический полисахарид, структура бактериаль-
ных полисахаридов, кластер генов О-антигена
DOI: 10.31857/S0132342322030174

ВВЕДЕНИЕ
Грамотрицательные альфа-протеобактерии

рода Azospirillum широко распространены в ассо-
циациях с дикими и культурными злаками в раз-
личных климатических зонах [1]. Впервые азо-
спириллы были описаны в 1925 г., но получили
широкую известность только после повторного
“открытия” в 1970-х гг. в Бразилии [2], которое
стало краеугольным камнем в изучении феноме-
на ассоциативности и дало толчок развитию этой
отрасли науки. За 40 лет исследований раститель-
но-микробных ассоциаций с участием азоспи-
рилл представления об их рост-стимулирующем
действии эволюционировали от аддитивной ги-
потезы, заключающейся в способности фиксиро-
вать азот и продуцировать фитогормоны, до ги-
потезы множественных механизмов, включаю-
щей также улучшение минерального питания,

снижение биотических и абиотических стрессов,
биоконтроль патогенов [1, 3]. На сегодняшний
день род Azospirillum включает 22 вида [4], боль-
шинство из которых ризосферные, однако в по-
следнее время все чаще сообщается о выделении
новых видов из нехарактерных для азоспирилл
экологических ниш, к примеру, сульфидных и
термальных источников, отработанного дорож-
ного покрытия, торфяных болот [5]. Высокий
адаптационный потенциал этих бактерий объяс-
няется избыточностью и пластичностью их гено-
ма и высокой долей генов, привнесенных путем
горизонтального переноса [6].

Как наиболее изученные среди бактерий, сти-
мулирующих рост и развитие растений, азоспи-
риллы входят в состав биоудобрений и широко
используются в ряде стран Южной Америки,
приводя к значимому увеличению урожайности
злаков – на 5–30% в 60–70% случаев полевых
экспериментов [3, 7]. Для минимизации нежела-
тельных эффектов при инокуляции азоспирилла-
ми необходимо учитывать ряд факторов, в их чис-
ле состояние аборигенной микрофлоры, уровень

Сокращения: ЛПБК – липополисахарид-белковый ком-
плекс; ЛПС – липополисахарид; ОПС – О-специфиче-
ский полисахарид.

# Автор для связи: (тел.: +7 (8452) 97-04-44; эл. почта:
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минерального питания почвы, вариабельность
сортов растений и характеристик используемых
штаммов-иннокулятов с точки зрения оказывае-
мого на растения рост-стимулирующего эффекта
[8]. Расширение фундаментальных знаний о мо-
лекулярных механизмах ассоциативного взаимо-
действия растений и азоспирилл, с учетом штам-
мовой вариабельности, необходимо для повыше-
ния эффективности их использования в сельском
хозяйстве.

Известно, что начальные стадии формирова-
ния ассоциаций, такие как прикрепление клеток,
адсорбция и образование биопленок на поверх-
ности корней, реализуются с участием гликопо-
лимеров, формирующих поверхность бактери-
альных клеток, – капсульных полисахаридов и
липополисахаридов (ЛПС) [9]. ЛПС – основной
структурный компонент внешней мембраны грам-
отрицательных бактерий, также он обнаружива-
ется в составе экстраклеточных полимерных суб-
станций. В среде культивирования азоспирилл
ЛПС находится в виде липополисахарид-белко-
вого комплекса (ЛПБК) [9] и может использо-
ваться бактериями в качестве источника углерода
в условиях голодания [10]. Показана способность
ЛПС азоспирилл к индукции деформации корне-
вых волосков [10], повышению пероксидазной
активности и продукции пероксида водорода,
увеличению длины и массы корней у проростков
пшеницы [11], а также их положительное влияние
на морфогенность каллусов и выход растений-
эксплантов [12].

ЛПС – амфифильная макромолекула, состоя-
щая из трех доменов, связанных друг с другом ко-
валентными связями: гидрофобного липида А и
гидрофильного полисахарида, включающего ко-
ровый олигосахарид и О-специфический полиса-
харид (ОПС) (О-антиген). Разнообразие природы
моносахаридов, входящих в состав ОПС, в соче-
тании с различными типами связей между ними,
предоставляет практически безграничные воз-
можности структурного многообразия этих био-
полимеров, обусловливая серологическую вариа-
бельность штаммов одного вида. В последние го-
ды установлено более 20 типов повторяющихся
звеньев ОПС для представителей семи видов азо-
спирилл: A. brasilense, A. lipoferum [13], A. haloprae-
ferens [14], A. dobereinerae [15], A. fermentarium [16],
A. formosense [17] и A. rugosum [18]. Большая часть
ОПС – разветвленные гетерополисахариды, за
исключением A. baldaniorum Sp245 и серологиче-
ски родственной ему группы штаммов, а также
типовых штаммов A. doebereinerae и A. fermentari-
um. Регулярность строения ОПС ряда штаммов
азоспирилл маскируется наличием нескольких
типов повторяющихся звеньев, а также нерегу-
лярным метилированием и ацетилированием мо-
носахаридных остатков, что затрудняет примене-
ние данных о строении ОПС для построения хемо-

типических классификационных схем. В
большинстве случаев типовые штаммы азоспирилл
характеризуются наличием уникального по струк-
тре ОПС, за исключением штамма A. baldaniorum
Sp245(T), для которого показано структурное род-
ство ОПС с рядом штаммов A. lipoferum и A. brasilense
[13], а также штамма A. rugosum DSM 19657(T), имею-
щего в составе ОПС два полисахарида, обнаружен-
ных ранее у A. brasilense Jm125A2 [18].

Биосинтез О-антигенов подробно изучен на
примере энтеробактерий, у которых гены синтеза
нуклеотидных предшественников моносахари-
дов, гены гликозилтрансфераз и гены трансмем-
бранного переноса и полимеризации О-единиц,
ответственные за синтез ОПС, обычно сгруппи-
рованы вместе в кластер, расположенный на хро-
мосоме [19]. Сборка и синтез ОПС осуществляет-
ся по трем известным путям: Wzx/Wzy-зависимо-
му пути, посредством ABC-транспортера или
синтазы [19]. Для азоспирилл до сих пор не сооб-
щалось о структуре кластера генов, ответственно-
го за биосинтез О-антигена.

Цель настоящей работы – получение сведений
о строении О-антигенов типовых штаммов ранее
не изученных видов A. zeae N7(T) [20], A. melinis
TMCY 0552(T) [21] и A. palustre B2(T) [5] и анализ
генов, вовлеченных в биосинтез их ОПС.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате скрининга серологической спе-
цифичности экстрактов ЛПС ранее не изученных
видов азоспирилл из Коллекции микробных
культур ИБФРМ РАН были отобраны штаммы
A. zeae N7(T), A. melinis TMCY 0552(T) и A. palustre
B2(T), демонстрировавшие иммунохимический
перекрест с антисыворотками к ЛПБК штамма
A. lipoferum Sp59b. Наличие в составе поверхност-
ных гликополимеров указанных штаммов эпито-
пов, обусловливающих серологический пере-
крест со штаммом A. lipoferum Sp59b, позволило
отнести их к серогруппе III, представители кото-
рой характеризуются присутствием фрагмента
→3)-α-L-Rhap-(1→3)-α-L-Rhap-(1→2)-α-L-Rhap-
(1→3 в составе ОПС [13].

Детальный иммунохимический анализ был
проведен с использованием препаратов ЛПС, вы-
деленных водно-фенольной экстракцией из су-
хой биомассы исследуемых бактерий. В тесте
двойной радиальной иммунодиффузии было де-
тектировано слияние полос преципитации анти-
тел к ЛПБК штамма A. lipoferum Sp59b с гомоло-
гичными и исследуемыми антигенами (рис. 1а) и
отсутствие взаимодействия с ЛПС A. baldaniorum
Sp245 и A. brasilense Sp7, A. brasilense Jm6B2, A. bra-
silense SR80. В ИФА наблюдались межштаммовые
различия в интенсивности взаимодействия анти-
ген–антитело, однако тенденция взаимодействия
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ЛПС изучаемых штаммов с антителами была
сходна гомологичному антигену (рис. 1б).

Электрофоретический анализ выделенных
препаратов ЛПС в SDS-ПААГ с последующим
окрашиванием нитратом серебра демонстриро-
вал превалирование ОПС-содержащих фракций,
визуализирующихся в верхней части трека, а так-
же наличие в нижней части трека высокоподвиж-
ных фракций, содержащих кор и липид А (рис. 2).
В отличие от ЛПС гамма-протеобактерии Pseudo-
monas putida TSh-18, представлявшего собой
смесь молекул в широком диапазоне молекуляр-
ной массы, отличающихся на одно повторяюще-
еся звено, у ЛПС азоспирилл наблюдалось преоб-
ладание фракций ЛПС в диапазоне молекулярных
масс 20–25 кДа. Высокомолекулярная природа
ЛПС исследуемых штаммов свидетельствует о до-
минировании S-форм молекул, следовательно,
идентичные или сходные антигенные детерминан-
ты, обусловливающие перекрест со штаммом
Sp59b, могут быть локализованы в составе их
ОПС.

Выполнен анализ состава и физико-химиче-
ских свойств ЛПС и структуры ОПС исследуемых
штаммов для выявления химической природы се-
рологического перекреста. Анализ состава жир-
ных кислот ЛПС методом ГЖХ после получения
соответствующих метиловых эфиров выявил пре-
обладание во всех препаратах 3-гидрокситетраде-
кановой и 3-гидроксигексадекановой кислот,
суммарное содержание которых превышало 70%
от суммы всех идентифицированных производ-
ных, а также присутствие гексадекановой, гекса-
деценовой и октадеценовой кислот. Учитывая

консервативность строения липида А в пределах
бактериального рода, профиль жирных кислот
исследуемых штаммов согласовывался с данны-

Рис. 1. (a) – Результат двойной радиальной иммунодиффузии препаратов липополисахаридов A. palustre B2 (1), A. me-
linis TMCY 0552 (2), A. zeae N7 (3) и A. lipoferum Sp59b (4) с антителами к липополисахарид-белковому комплексу
A. lipoferum Sp59b (5); (б) – результат иммуноферментного анализа препаратов липополисахаридов исследуемых
штаммов с антителами к липополисахарид-белковому комплексу A. lipoferum Sp59b.
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Рис. 2. Электрофореграмма препаратов липополиса-
харидов в 13.5%-ном ПААГ в присутствии додецил-
сульфата натрия: A. palustre B2 (1), A. zeae N7 (2),
A. melinis TMCY 0552 (3), P. putida TSh-18 (4).
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ми, полученными ранее для ЛПС представителей
других видов азоспирилл [15–18].

В силу амфифильной природы в водных рас-
творах препараты ЛПС могут формировать над-
молекулярные комплексы (мицеллы). Основная
движущая сила самоагрегации ЛПС – гидрофоб-
ное взаимодействие между ацильными цепями
липида А. Размер мицелл определяется строени-
ем липида А и ОПС и соотношением этих компо-
нентов в препарате ЛПС [22], таким образом, при
схожести строения отдельных структурных ком-
понентов ЛПС могут существенно отличаться по
функциональной активности, т.к. различным об-
разом агрегируют в водных растворах. Измерение
методом динамического рассеяния света размера
и ζ-потенциала мицелл (табл. 1), образованных
из молекул ЛПС A. zeae N7(T) и A. palustre B2(T),
выявило, что оба препарата в концентрации
2 мг/мл при температуре 37°С в водной среде об-
разовывали отрицательно заряженные мицеллы
размером 27.5 и 41.0 нм соответственно. Интен-
сивность рассеяния света (I) раствора ЛПС A. pa-
lustre была в 1.5 раза выше таковой для ЛПС A. zeae.
Поскольку электрофоретический анализ не вы-
явил значительных отличий в степени полимери-
зации ОПС исследуемых штаммов, наблюдаемые
отличия в размере мицелл их ЛПС могут быть
обусловлены микрогетерогенностью строения
липида А (соотношением форм с различной сте-
пенью ацилирования). Определение относитель-
ной численной концентрации (Nотн) и относи-
тельной массово-объемной концентрации (Cотн)
по формулам, описанным нами ранее [23], пока-
зало, что в исследованных условиях количество
мицелл, образованных ЛПС A. palustre B2(T), и
количество ЛПС, участвующего в мицеллообра-
зовании, существенно ниже, чем ЛПС A. zeae
N7(T).

ОПС исследуемых штаммов были получены
мягким кислотным гидролизом ЛПС с последую-
щей гель-фильтрацией. Анализ моносахаридного
состава методом ГЖХ ацетатов полиолов, полу-
ченных после полного кислотного гидролиза всех
препаратов ОПС, позволил идентифицировать в
их составе наличие Rha и Glc в соотношении
~3 : 1 (отклик детектора). В результате анализа
ГЖХ ацетилированных (S)-2-октилгликозидов

была установлена D-конфигурация Glc и L-кон-
фигурация остатков Rha.

Структура ОПС изучаемых штаммов была
установлена с применением 1D и 2D 1H- и 13С-
ЯМР-спектроскопии. Спектры 1H- и 13C-ЯМР
ОПС исследуемых штаммов были практически
идентичны (рис. 3), что свидетельствовало о
структурном сходстве О-антигенов.

1H-ЯМР-спектр содержал пять сигналов в сла-
бопольной области при δ 4.63–5.24, сигналы ме-
тильных групп рамнозы при δ 1.26–1.32, сигнал
О-ацетильной группы при δ 2.21 и сигналы про-
тонов моносахаридных циклов при δ 3.31–4.39.
13С-ЯМР-спектр содержал сигналы четырех ано-
меров при δ 99.8–105.3, сигналы метильных групп
рамнозы при δ 17.8–18.0, сигнал О-ацетильной
группы при δ 22.2 (СН3), δ 175.5 (СО), сигнал
СН2ОН-группы при δ 62.2 и сигналы углерода мо-
носахаридных циклов при δ 70.3–81.3. Отсутствие
в спектре сигналов углерода моносахаридных
циклов в области δ 83–88 свидетельствовало о пи-
ранозной форме моносахаридных остатков [24].

Сигналы 1H- и 13C-ЯМР-спектров были отне-
сены с применением 2D-спектров ЯМР (гомо-
ядерные эксперименты 1Н, 1Н COSY, TOCSY,
ROESY и гетероядерные эксперименты 1Н, 13С
HSQC и HMBC). Химические сдвиги сигналов
моносахаридных остатков приведены в табл. 2.
На основании внутризвеньевых корреляций Н, Н
и Н, С и констант спин-спинового взаимодей-
ствия 3JH,H были идентифицированы спин-спи-
новые системы четырех моносахаридов: A, B и С,
имеющих манно-конфигурацию, и D, имеющего
глюко-конфигурацию. Спектр TOCSY продемон-
стрировал наличие Н1/Н2 и Н2/Н3 – Н-6 кросс-
пиков для остатков A–C и Н1/Н2 – H-6 кросс-
пики для остатка D. Сигналы внутри каждой
спин-спиновой системы были отнесены с помо-
щью спектров СOSY.

Альфа-конфигурация остатков А–С и бета-
конфигурация остатка D были установлены на
основании характеристических химических
сдвигов сигналов С-5 при сравнении с литератур-
ными данными [24, 25].

Позиции замещения моносахаридов были
установлены на основании сдвига в слабое поле
сигналов С2 и С3 остатка A, С-3 остатков B и С

Таблица 1. Данные динамического рассеяния света для водных растворов липополисахаридов A. palustre B2 и
A. zeae N7

Штамм
Показатели динамического рассеяния света

I, kcps dm, нм ζ-потенциал, мВ Nотн, % Cотн, %

A. zeae N7(T) 644 ± 4 27.5 ± 0.9 –9.02 ± 0.24 100.0 ± 17.9 100.0 ± 8.7
A. palustre B2(T) 951 ± 7 41.0 ± 2.6 –5.50 ± 0.10 10.6 ± 3.4 37.1 ± 6.7
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Рис. 3. 1H-ЯМР-спектры О-специфических полисахаридов A. palustre B2 (а) и A. zeae N7 (б).
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Таблица 2. Данные 2Н- и 13С-ЯМР-спектров О-специфического полисахарида A. zeae N7(T) (химические сдвиги, м.д.)

Моносахаридный остаток H1
C1

H2
C2

H3
C3

H4
C4

H5
C5

H6 (6a; 6b)
C6

→2,3)-α-L-Rhap-(1→ A 5.11
102.2

4.39
78.5

4.03
81.3

3.64
72.4

3.88
70.3

1.32
18.0

→3)-α-L-Rhap-(1→ B 5.03
103.3

4.08
71.1

3.74
78.6

3.55
72.7

3.72
70.7

1.28
17.9

→3)-α-L-Rhap2OAc-(1→ C 5.24
99.8

5.30
73.0

4.04
77.0

3.61
73.1

3.81
70.6

1.26
17.8

β-D-Glcp-(1→ D 4.63
105.3

3.35
74.9

3.48
76.9

3.31
71.0

3.42
77.1

3.61; 3.90
62.2

по сравнению с соответствующими незамещен-
ными моносахаридами [24, 25]. Химические
сдвиги C2–C6 остатка D были близки к таковым
O-метил-β-Glcp [24] и указывали на то, что оста-
ток D занимает терминальное положение в боко-
вой цепи. Последовательность моносахаридов
была установлена на основании спектров ROESY,
которые демонстрировали межзвеньевые корре-
ляции между аномерными протонами и протона-
ми при трансгликозидных связях: А Н1/В Н3 при
δ 5.11/3.74; B H1/C H3 при δ 5.03/4.04, C H1/А H2
при δ 5.24/4.39, D H1/A H3 при δ 4.63/4.03. В спек-
трах 1Н- и 13С-HMBC наблюдались соответствую-
щие корреляции между аномерными протонами
и атомами углерода при гликозидной связи: А
Н1/В С3 при δ 5.11/78.6; B H1/C С3 при δ

5.03/77.0, C H1/А С2 при δ 5.24/78.5, D H1/A С3
при δ 4.63/81.3.

На основании проведенных исследований бы-
ла идентифицирована структура повторяющегося
звена ОПС исследуемых микроорганизмов: три
остатка рамнозы в основной цепи и остаток глю-
козы в боковой цепи (рис. 4). На основании инте-
гральной интенсивности сигналов аномерного
протона остатка С с ацетильной и без ацетильной
групп (δH 5.13 м.д. [26]) степень ацетилирования
остатка С составила ~75%. Данная структура по-
вторяющихся звеньев ОПС распространена сре-
ди азоспирилл серогруппы III, для которых про-
демонстрирована различная степень ацетилиро-
вания остатка Rha [13]. Наблюдаемое сходство
строения О-антигенов различных видов бактерий
может служить косвенным подтверждением ши-
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роко распространенного горизонтального пере-
носа генов.

Для установления родства генов, вовлеченных
в биосинтез О-антигенов исследуемых штаммов,
нами был проведен поиск генов биосинтеза
L-Rha, доступных в базе данных NCBI последо-
вательностей полных геномов азоспирилл. В ре-
зультате были выявлены участки геномов, услов-
но обозначенные нами как генные кластеры или
локусы, содержащие гены биосинтеза нуклеотид-
активированных предшественников L-Rha, гли-
козилтрансферазы и гены ABC-транспортера, во-
влеченные в процессинг О-антигена. Плазмид-
ная локализация генов биосинтеза О-антигенов
азоспирилл может свидетельствовать об их появ-
лении в геноме в результате процесса горизон-
тального переноса, а также об их вовлечении в
этот процесс, т.е. о переносе генов между штам-
мами внутри одного вида, разных видов, родов,
семейств. Анализ ближайших гомологов белков
биосинтеза О-антигенов продемонстрировал их
присутствие в бактериях семейств Rhodospirillaceae,
Rhodobacteraceae и Phyllobacteriaceae α-протеобак-
терий, а также порядка Nitrospirales (табл. 3). Следу-
ет отметить, что все эти бактерии – представите-
ли либо почвенной микрофлоры, либо морских
экосистем.

Соответствующие локусы штаммов A. oryzae
KACC 14407, A. lipoferum Sp59b и A. palustre B2, для
двух из которых установлена идентичность по-
вторяющихся звеньев гликанов поверхности
(структура ОПС A. oryzae к настоящему моменту
еще не установлена), демонстрировали значи-
тельное сходство организации между собой и су-
щественно отличались от кластера штамма A. bra-
silense Sp7 (рис. 5). В пределах обнаруженных ло-
кусов штаммов A. oryzae KACC 14407, A. lipoferum
Sp59b и A. palustre B2 анализируемые гены распо-
лагались последовательно на антисмысловой це-
пи ДНК. У штамма A. brasilense Sp7 гены биосин-
теза L-Rha и процессинга ОПС (wzm и wzt) были
существенно удалены друг от друга, между ними

располагались гены нескольких предположи-
тельных гликозилтрансфераз и открытые рамки
считывания с неустановленными функциями,
при этом wzm и гены двух гликозилтрансфераз
имели обратное направление считывания.

Сравнительный анализ выявил высокую сте-
пень гомологии генов биосинтеза L-Rha rfbA–
rfbD и процессинга wzm и wzt (93.5–96.6%) у
штаммов A. oryzae KACC 14407, A. lipoferum Sp59b
и A. palustre B2. По сравнению с ними, для типо-
вого штамма A. brasilense Sp7 степень гомологии
функционально родственных генов биосинтеза
L-Rha rmbA–rmbD и генов процессинга wzm и wzt
составляла 69.7–77.8%.

Попарное выравнивание нуклеотидных по-
следовательностей гликозилтрансфераз, входя-
щих в генный кластер синтеза L-Rha, A. oryzae
KACC 14407, A. lipoferum Sp59b и A. palustre B2, не
показало значимого подобия с соответствующи-
ми генами A. brasilense Sp7, что связано с различ-
ным строением ОПС этих штаммов и, соответ-
ственно, различной специфичностью ферментов,
участвующих в сборке О-звена. Поиск генов с
максимальной степенью подобия для данных
гликозилтрансфераз алгоритмом megaBLAST по-
казал, что для A. oryzae KACC 14407 наибольшую
степень гомологии имеет аналогично аннотиро-
ванная последовательность A. thiophilum BV-S
(CP012407.1) (идентичность 95.3%), в то время как
для A. lipoferum Sp59b и A. palustre B2 наиболее близ-
ка по последовательности нуклеотидов гликозил-
трансфераза Azospirillum sp. TSH100 (CP039640.1)
(идентичность 96.3 и 96.2% соответственно).

Таким образом, на основании анализа струк-
туры генных кластеров синтеза L-Rha у четырех
штаммов азоспирилл можно сделать вывод об ор-
тологичности соответствующих генов, причем
штаммы A. oryzae KACC 14407, A. lipoferum Sp59b
и A. palustre B2 обнаруживают незначительную ва-
риабельность, в отличие от несколько более эво-
люционно отдаленного штамма A. brasilense Sp7,
что может свидетельствовать о приобретении
этих генов в процессе горизонтального переноса.
Структура локуса A. oryzae KACC 14407 и его
сходство с таковыми штаммов A. lipoferum Sp59b и
A. palustre B2 позволяет предположить присут-
ствие в составе ОПС A. oryzae идентичного поли-
сахарида c тетрасахаридными звеньями, установ-
ленными в настоящей работе, однако для под-
тверждения данного предположения требуется
проведение соответствующих иммунохимиче-
ских тестов или анализа структуры ОПС химиче-
скими и физико-химическими методами.

Рис. 4. Структура повторяющегося звена О-специфи-
ческих полисахаридов типовых штаммов A. zeae N7,
A. melinis TMCY 0552 и A. palustre B2.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование бактерий. Штаммы A. melinis

TMCY 0552 (IBPPM 547), A. zeae N7 (IBPPM 550)
и A. palustre B2(T) (IBPPM 633) предоставлены
Коллекцией ризосферных микроорганизмов Ин-
ститута биохимии и физиологии растений и мик-
роорганизмов РАН (г. Саратов, Россия). Культи-
вирование бактерий проводили в жидкой малат-
но-солевой среде с витаминами [27] до
окончания экспоненциальной фазы роста при
температуре 30°С и перемешивании на вибро-
стенде. Клетки осаждали центрифугированием,
ресуспендировали в 0.15 М растворе NaCl и смы-
вали с поверхности капсульный материал меха-
ническим перемешиванием в течение 5 сут с еже-
дневной сменой отмывающего раствора.

Выделение ЛПС и ОПС. ЛПС выделяли из вы-
сушенных ацетоном бескапсульных клеток горя-
чим 45%-ным водным раствором фенола без раз-
деления слоев [28]. Примеси белков осаждали из
раствора ЛПС добавлением 40%-ной CCl3COOH
до конечного значения рН 2.7. Растворы диализо-
вали против дистиллированной воды, концен-
трировали на роторном испарителе Laborota 4000
(Heidolph, Германия) и лиофилизовали на лио-
фильной сушке Bench Top VirTis (США). Деграда-
цию ЛПС проводили 2%-ной CН3COOH при
100°С в течение 4 ч. Супернатант, содержащий
ОПС, разделяли гель-хроматографией на колон-
ке с Sephadex G-50 Fine (GE Healthcare, США) в
0.025 М пиридин-ацетатном буфере, контроли-

руя элюцию с помощью дифференциального
проточного рефрактометра (Knauer, Германия).
Фракцию высокомолекулярного О-специфиче-
ского полисахарида концентрировали и лиофи-
лизировали.

Электрофорез препаратов ЛПС выполняли в
13.5%-ном SDS-ПААГ [29]. Визуализацию ком-
понентов осуществляли окрашиванием гелей
красителем на основе азотнокислого серебра [30].

Динамическое рассеяние света растворами,
приготовленными из лиофилизированных пре-
паратов ЛПС в деионизованной воде (Milli-Q) в
концентрации 2.0 мг/мл, измеряли с использова-
нием установки Malvern Nano-ZS (Malvern, Вели-
кобритания) в пластиковых 4-сторонних кюветах
(10 мм) (Sarstedt, Германия). Измерения прово-
дили при 37°C и фиксированной фокусировке ге-
лий-неонового лазера (λ = 633 нм в вакууме) в
центре кюветы (4.65 мм) и постоянном диаметре
диафрагмы (установленный аттенюатор: 7).
Определяли интенсивность рассеяния света под
углом 173° (выраженную в единицах скорости
счета числа фотонов – kcps) и поправочную
функцию флуктуаций интенсивности рассеяния
во времени. По этим данным производили оцен-
ку наиболее вероятного модального гидродина-
мического диаметра (dm) мицелл. Относительные
значения числовой концентрации (Nотн) и массо-
во-объемной концентрации диспергированных
биополимерных веществ (Cотн) определяли по
уравнению из работы Burygin et al. [23]. ζ-Потен-

Рис. 5. Схематичное расположение кластеров генов биосинтеза L-Rha. Заштрихованными стрелками обозначены ге-
ны синтеза L-Rha, серыми – аннотированные гликозилтрансферазы, темно-серыми – гены процессинга wzt и wzm,
белыми – гены с неизвестными функциями.

rmbA rmbD rmbB rmbC 5632 п.н.
A. brasilense Sp7

wzm wzt

wzmwzt

wzmwzt

wzmwzt

77.8 69.7 73.7 74.1 71.2 78.6

75.8

A. oryzae KACC14 407

rfbA rfbD rfbB rfbC

rfbA rfbD rfbB rfbC

rfbD rfbB rfbCrfbA

96.4 94.4 96.6 95.5 76.3 95.2 95.7

A. lipoferum Sp59b

A. palustre B2

94.9 95.7 96.3 93.5 95.5 94.1
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циал мицелл ЛПС (2.0 мг/мл) измеряли при 37°C
с помощью системы Malvern Nano-ZS (Malvern,
Великобритания). Измерения проводили с на-
стройками по умолчанию, рекомендованными
производителем.

Иммунохимические исследования ЛПС прово-
дили с использованием поликлональных антител
кролика к ЛПБК A. lipoferum Sp59b методами
двойной радиальной иммунодиффузии [31] и
твердофазного иммуноферментного анализа
(ИФА). Преципитат в иммунодиффузии окраши-
вали кумасси голубым R-250. Взаимодействие ан-
тигенов и антител в ИФА детектировали в поли-
стироловых 96-луночных планшетах, используя
козьи антикроличьи антитела, конъюгированные
с пероксидазой хрена, при добавлении перекиси
водорода и о-фенилендиамина. Измерения опти-
ческой плотности исследуемых проб проводили
при длине волны 490 нм на иммуноферментном
анализаторе Tescan (Thermo Fisher Scientific,
США).

Анализ моносахаридого состава и абсолютных
конфигураций сахаров после гидролиза ОПС 2 M
CF3COOH (120°С, 2 ч) осуществляли методом
ГЖХ ацетатов полиолов [32] и ацетилированных
2-(S)-октилгликозидов [33] на хроматографе
Hewlett-Packard 7820А с капиллярной колонкой
HP-5 (Hewlett-Packard, США). Градиент темпера-
туры от 160°C (1 мин) до 290°C, скорость нагрева
7°C/мин.

Состав жирных кислот. Состав жирных кислот
ЛПС в виде метиловых эфиров жирных кислот
определяли с помощью ГЖХ на хроматографе
GС-2010 (Shimadzu, Япония), снабженном ко-
лонкой DB-5 (Agilent, США). Метилирование
выполняли методом, описанным в работе Mayer
et al. [34].

ЯМР-спектроскопия. Спектры ЯМР записыва-
ли на спектрометре DRX-600 (Bruker, Германия)
в растворе 99.96%-ной D2O при 30°С (внутренний
стандарт – триметилсилилпропаноат-d4, δC –1.6 и
δH 0.0). Образцы предварительно лиофилизовали
дважды из 99.9%-ной D2O. Двумерные спектры
записывали с использованием стандартного ма-
тематического обеспечения компании Bruker
(Германия); для сбора и обработки данных ис-
пользовали программу TOPSPIN 2.1. В экспери-
ментах TOCSY и NOESY время смешивания со-
ставляло 150 и 200 мс соответственно.

Анализ генов биосинтеза О-антигенов. Гены
биосинтеза L-Rha были извлечены из полноге-
номных сиквенсов A. brasilense Sp7 (GenBank:
AH013753.2), A. oryzae KACC 14407 (CP054615.1) и
A. lipoferum Sp59b (VTTN01000010.1) и из доступ-
ных предварительных данных полногеномного
сиквенса A. palustre B2 (GCF_002573965.1, сборка
ASM257396v1). Предсказание функций иденти-
фицированных последовательностей генов про-

водили путем выравнивания соответствующих и
известных белковых последовательностей (полу-
ченных из GenBank), участвующих в биосинтезе
O-антигенов других бактерий, с помощью ин-
струмента BLASTn [35]. Трех- и четырехбуквен-
ные обозначения генов A. brasilense Sp7 приведе-
ны в соответствии с аннотацией GenBank. Трех-
буквенные (wzm и wzt) и четырехбуквенные
обозначения (rfbA–rfbD) присвоены генам A. ory-
zae KACC 14407, A. lipoferum Sp59b и A. palustre B2
в соответствии с их аннотациями, а также резуль-
татами попарных выравниваний их нуклеотид-
ных последовательностей. Изображение генных
кластеров изучаемых штаммов азоспирилл было
получено с помощью визуализатора Easyfig вер-
сии 2.2.5 [36]. Гомологию нуклеотидных последова-
тельностей генов оценивали с помощью попарных
выравниваний соответствующих последовательно-
стей, выполненных с помощью программы BLASTn.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Гликанам клеточной поверхности ризобакте-

рий отводится важная роль на всех этапах суще-
ствования популяции клеток, как при жизни в
почве и ризосфере, так и при формировании сим-
биотических отношений с растениями. Липопо-
лисахариды – конструктивные компоненты кле-
точной стенки бактерий, которые могут экспор-
тироваться в окружающую среду. Полисахариды,
формируя внешний слой клеточной поверхности
грамотрицательных бактерий, составляют основу
для защиты клетки от неблагоприятного воздей-
ствия экстраклеточного окружения, а в случае
симбиотических микроорганизмов они играют
важную роль во взаимодействии с эукариотиче-
скими клетками организма-хозяина.

Прогресс в изучении структурных особенно-
стей строения ЛПС (в том числе их ОПС) грамот-
рицательных бактерий во многом обусловлен их
ролью в развитии патофизиологических процес-
сов, сопровождающих бактериальные инфекции
человека и животных. Эти молекулы вызывают
иммунный ответ организма животных и человека
и распознаются их антителами, что успешно при-
меняется в клинике для идентификации и клас-
сификации патогенных бактерий. Коллекции
О-антиген-специфичных антисывороток ис-
пользуются для классификации грамотрицатель-
ных организмов в серологическом тестировании,
что эффективно и для непатогенных микроорга-
низмов, к которым относятся и почвенные диазо-
трофы рода Azospirillum.

У E. coli нуклеотидные последовательности
генных кластеров биосинтеза О-антигенов могут
использоваться в качестве генетических маркеров
для штаммовой идентификации этих бактерий
[37]. Бактерии рода Azopirillum в этом отношении
исследованы явно недостаточно. В настоящей ра-
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боте представлены результаты анализа структур
ОПС представителей трех ранее не изученных в
этом отношении видов азоспирилл, а также выяв-
ления в их геномах генных кластеров, ответствен-
ных за биосинтез О-антигенов, с высоким уров-
нем идентичности. Использованный подход мо-
жет быть весьма эффективным для дальнейшей
молекулярной серодиагностики азоспирилл по
генным кластерам их О-антигенов, учитывая тот
факт, что для представителей этого рода весьма
характерно явление молекулярной мимикрии
[13]. При этом следует отметить, что идентич-
ность структур О-антигенов не приводит к уни-
фикации свойств поверхности этих микроорга-
низмов, возможно, в силу многообразия экспо-
нированных биомакромолекул либо в силу
выявленных в ходе представленных исследова-
ний различий в мицеллообразовании амфифиль-
ных молекул ЛПС в водном растворе.
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O-specific polysaccharides were isolated from lipopolysaccharides of type bacterial strains Azospirillum zeae
N7, Azospirillum melinis TMCY 0552 and Azospirillum palustre B2. Based on the results of sugar analysis, in-
cluding the determination of the absolute configurations of monosaccharides, one- and two-dimensional 1H
and 13C NMR spectroscopy, it was found that the isolated polysaccharides built up of branched tetrasaccha-
ride repeating units with the following structure: →3)-α-L-Rhap2OAc-(1→2)-[β-D-Glcp-(1→3)]-α-L-
Rhap-(1→3)-α-L-Rhap-(1→, previously described for a number of Azospirillum strains, assigned to sero-
group III. Functions of genes, responsible for the biosynthesis of O-antigens were identified by comparison
with the sequences presented in the available databases; a high level of their homology was shown.

Keywords: Azospirillum, lipopolysaccharide, O-specific polysaccharide, structure of bacterial polysaccharides,
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Биосинтез растительной целлюлозы осуществляется мембранным комплексом изоферментов с
участием ряда коферментов. Принято считать, что целлюлозосинтазные комплексы, синтезирую-
щие первичную и вторичную клеточную стенку, различаются по составу изоферментов. Некоторые
растительные волокна, включая флоэмные волокна льна и ксилемные волокна древесины натяже-
ния тополя, формируют третичную клеточную стенку, которая характеризуется повышенным со-
держанием целлюлозы и пониженным содержанием ксилана и лигнина. Состав и типы целлюлозо-
синтазных комплексов, вовлеченных в биосинтез третичной клеточной стенки, до сих пор не уста-
новлены. Опираясь на транскриптомные данные для растений льна (Linum usitatissimum) и тополя
(Populus alba × tremula), мы оценили экспрессию генов, кодирующих целлюлозосинтазы, в ходе раз-
вития гравитропической реакции с участием флоэмных и/или ксилемных волокон, формирующих
третичную клеточную стенку. Изменения в экспрессии генов целлюлозосинтаз, характерных как
для первичных, так и для вторичных клеточных стенок, в различных модельных системах свиде-
тельствуют о подвижности ансамбля различных изоформ целлюлозосинтаз при реализации грави-
ответа, который может затрагивать как отдельный тип клеток, так и совокупность тканей с различ-
ными типами клеточных стенок. На выделенных флоэмных волокнах льна продемонстрирована во-
влеченность целлюлозосинтаз обоих типов в формирование третичной клеточной стенки на всех
стадиях гравиответа.

Ключевые слова: целлюлозосинтазы, третичная клеточная стенка, растительные волокна, транскрип-
томный анализ
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ВВЕДЕНИЕ
Целлюлоза, будучи непременным компонен-

том клеточной стенки любой растительной клет-
ки, выступает самым распространенным биопо-
лимером на нашей планете. Несмотря на то, что с
химической точки зрения целлюлоза устроена
достаточно просто и представляет собой β-1,4-D-

глюкан, элементарное звено которого – β-целло-
биоза (β-D-глюкопиранозил-(1,4)-β-D-глюко-
пираноза), биосинтез ее молекул в растениях осу-
ществляется сложноорганизованной многоком-
понентной системой ферментов. Центральное
положение в этой системе занимают целлюлозо-
синтазы (CESA), принадлежащие к семейству 2
гликозилтрансфераз (GT2, EC 2.4.1.12, согласно
CAZy). CESA собраны в мембранные комплексы,
так называемые “розетки”, при этом каждый
фермент такого комплекса синтезирует отдель-
ную глюкановую цепь. На данный момент приня-
то считать, что розетка состоит из шести “лепест-
ков”, а “лепесток” розетки – из трех индивиду-
альных белков CESA; таким образом, один
комплекс синтезирует микрофибриллу целлюлозы,
которая состоит из 18 глюкановых цепей [1, 2]. В ге-
номе резуховидки (Arabidopsis thaliana) идентифи-
цировано 10 генов, кодирующих CESA [3]. Из-

Сокращения: CESA – целлюлозосинтазы; PCW – первич-
ная клеточная стенка; SCW – вторичная клеточная стенка;
PCW CESA и SCW CESA – целлюлозосинтазы, синтезиру-
ющие целлюлозу первичных и вторичных клеточных стенок
соответственно; PUL – тянущая сторона стебля гравистиму-
лированного растения (pulling); OPP – сторона стебля, про-
тиволежащая тянущей стороне (opposite); TW – древесина
натяжения; OW – древесина, расположенная с противопо-
ложной стороны от древесины натяжения; NW – нормаль-
ная древесина; TGR – количество прочтений, картируе-
мых на каждый ген (total gene reads).
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ne_mokshina@kibb.knc.ru).
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вестно, что набор изоформ CESA отличается для
первичных и вторичных клеточных стенок, фор-
мирующихся на разных стадиях развития клеток
и имеющих различные свойства и функции. Так,
целлюлозу первичных клеточных стенок синте-
зируют изоформы CESA1, 3, 6 (далее PCW CESA,
PCW – primary cell wall), а вторичных – CESA4, 7,
8 (далее SCW CESA, SCW – secondary cell wall) [4,
5]. CESA10 – близкий гомолог CESA1; CESA2, 5,
9 – близкие гомологи CESA6 [6]. Интересно, что
in vitro каждая изоформа CESA может взаимодей-
ствовать с любой другой изоформой [7]. Кроме
того, есть единичные сообщения, согласно кото-
рым экспрессия генов PCW CESA сохраняется в
клетках ксилемных сосудов, которые формируют
вторичную клеточную стенку. Это может быть
связано с тем, что клеткам необходимо перестро-
иться с биосинтеза первичной клеточной стенки
на биосинтез вторичной, и какое-то время оба ти-
па комплекса могут функционировать на плазма-
лемме одновременно [8]. Некоторые ученые вы-
двигают и более смелые предположения, соглас-
но которым вторичную клеточную стенку
синтезируют оба типа комплексов [9].

“Поведение” целлюлозосинтазных комплек-
сов в ходе формирования третичной клеточной
стенки, которая обнаруживается только в волок-
нах и для которой характерно очень высокое со-
держание целлюлозы – до 85–90% [10], пока ис-
следовано крайне слабо. Широко используемы-
ми моделями для изучения формирования
третичной клеточной стенки служат волокна льна
(Linum usitatissimum L.) и древесина натяжения
тополя (Populus sp.) [11, 12]. Флоэмные волокна
льна после прекращения роста растяжением (ин-
трузивный рост) формируют утолщенную третич-
ную клеточную стенку; следует отметить, что это-
му процессу предшествует отложение тонкого
слоя вторичной клеточной стенки, который вы-
является только при иммуномечении [13]. Фор-
мирование третичной клеточной стенки во фло-
эмных волокнах льна происходит конститутивно,
в ходе нормального развития растений. Высокая
механическая прочность и собранность в пучки
позволяют быстро извлекать флоэмные волокна
льна, развивающиеся in planta, что дает возмож-
ность анализировать определенный тип клеток на
определенной стадии их развития, и избежать
проблем в интерпретации результатов, которые
возникают при анализе гетерогенных образцов,
состоящих из разных типов клеток.

В геноме льна (L. usitatissimum) выявлено 16 ге-
нов целлюлозосинтаз (LusCESA), из которых, су-
дя по гомологии с генами резуховидки (A. thali-
ana), 11 генов кодируют PCW CESA, а 5 – SCW
CESA [14]. Первые сведения, касающиеся экс-
прессии генов целлюлозосинтаз в волокнах льна
[14], были получены вскоре после расшифровки
генома льна [15]. С использованием количествен-

ной ПЦР было показано, что на стадии формиро-
вания третичной клеточной стенки экспрессия
генов SCW LusCESA выше, чем в тканях, форми-
рующих первичную клеточную стенку. Транс-
криптомный анализ позволил оценить экспрес-
сию генов всех изоформ LusCESA в волокнах на
разных стадиях развития и установить, что в во-
локнах, формирующих первичную клеточную
стенку, экспрессируются только гены PCW
LusCESA, тогда как в волокнах, формирующих
третичную клеточную стенку, экспрессируются
как гены PCW LusCESA, так и SCW LusCESA [16].

В ксилемных волокнах древесины натяжения
тополя (Populus sp.) также формируется третичная
клеточная стенка (альтернативное название –
G-слой вторичной клеточной стенки [17]). По со-
ставу и структуре она схожа с третичной клеточ-
ной стенкой волокон льна [18], но ее формирова-
ние индуцируется гравистимуляцией (наклон
стебля), в отличие от флоэмных волокон льна, в
которых формирование третичной клеточной
стенки происходит конститутивно. В ходе ответа
на гравистимуляцию развитие стебля в участке,
где формируется изгиб, происходит асимметрич-
но: древесина натяжения и волокна с третичной
клеточной стенкой, как ее характерный элемент,
образуются только с одной, тянущей стороны
стебля; с противоположной стороны такие изме-
нения отсутствуют. В геноме тополя (Populus
trichocarpa) идентифицировано 17 генов, кодиру-
ющих PtiCESA [19], их филогения сходна с фило-
генией целлюлозосинтаз льна [14]. Третичная
клеточная стенка может индуцироваться в
ксилемных волокнах и у растений льна, подверг-
нутых гравистимуляции [20, 21]. По механизмам
формирования она должна быть близка к третич-
ной клеточной стенке в ксилемных волокнах дре-
весины натяжения тополя. При этом в ходе гра-
витропического ответа происходят существенные
изменения и в конститутивно формируемой тре-
тичной клеточной стенке флоэмных волокон [20,
22]. Через 8 ч после гравистимуляции активируется
экспрессия генов некоторых изоформ LusCESA во
флоэмных волокнах, расположенных на верх-
ней (тянущей) стороне стебля: LusCESA1-A,
LusCESA3-B,3-C, LusCESA4, LusCESA7-B,
LusCESA8-B [16].

Накопление и систематизация транскриптом-
ных данных для льна и тополя привели к созданию
онлайн-платформы FIBexDB (https://ssl.cres-
t.org/fibex/, [23]), которая позволяет анализировать
и сопоставлять экспрессию генов целлюлозосинтаз
в различных тканях стебля льна и тополя в ходе раз-
вития гравиответа. Цель данной работы – выявить
особенности экспрессии генов целлюлозосинтаз
в волокнах различного происхождения, форми-
рующих утолщенную третичную клеточную стен-
ку, обогащенную целлюлозой. В работе рассмот-
рены три различные системы: 1) флоэмные во-
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локна льна в условиях гравистимуляции, которые
в норме формируют третичную клеточную стенку
(конститутивно); 2) ксилемная часть растений
льна (L. usitatissimum), в ксилемных волокнах ко-
торой индуцируется формирование третичной
клеточной стенки в ходе гравистимуляции;
3) древесина натяжения тополя (Populus alba ×
× tremula), в ксилемных волокнах которой фор-
мируется третичная клеточная стенка (рис. 1).
Сопоставление уровня экспрессии генов различ-
ных целлюлозосинтаз в этих системах позволяет
приблизиться к пониманию механизмов биосин-
теза целлюлозы в третичной клеточной стенке,
которые до сих пор не расшифрованы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Экспрессия генов целлюлозосинтаз в тканях

стебля льна (L. usitatissimum) при гравистимуляции.
Сопоставление экспрессии генов целлюлозосин-

таз в ходе гравитропического ответа растений
льна проводили на основе ранее проведенных экс-
периментов, первичные результаты которых депо-
нированы в базе данных NCBI (PRJNA631357) и
внесены в базу данных FIBexDB. Описание мето-
дики транскриптомного анализа приведено в со-
ответствующих публикациях [16, 21, 24]. Грави-
стимуляция в этих работах достигалась путем на-
клона растений льна; при последующем развитии
гравиответа были отобраны образцы изолирован-
ных флоэмных волокон (tFIB) и ксилемной части
стебля (sXYL) с тянущей (PUL, от англ. pulling) и
противоположной стороны стебля (OPP, от англ.
opposite) через 8, 24 и 96 ч после наклона (рис. 1).
Через 96 ч стебель растения выше изгиба (сфор-
мирован в области 3–5 см выше семядольных ли-
стьев) принимал вертикальное положение. Ранее
было показано, что гравистимуляция приводит к
появлению видимых морфологических измене-
ний во флоэмных волокнах (расширение люмена

Рис. 1. (а) – Модели для исследования механизмов формирования третичной клеточной стенки и схема отбора образ-
цов льна [16, 20, 21, 24] и тополя [25]; (б) – слои клеточной стенки и изоформы целлюлозосинтаз (CESA), вовлеченные
в их формирование [4, 5].
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волокон, формирование “перетяжек” [20]), а так-
же к изменениям в экспрессии ряда генов, продук-
ты которых вовлечены в формирование клеточной
стенки [24], и модификациям в межмолекулярных
взаимодействиях между полисахаридами клеточ-
ной стенки [22]. Также гравистимуляция индуци-
ровала формирование третичной клеточной стен-
ки в ксилемных волокнах [21].

Мы рассмотрели экспрессию генов LusCESA в
ходе развития гравиответа в анализируемых тка-
нях льна. И во флоэмных волокнах, и в ксилемной
части стебля экспрессировались гены LusCESA, про-
дукты которых синтезируют целлюлозу как первич-
ной, так и вторичной клеточной стенки (рис. 2а).
При этом в ксилемной части стебля гены SCW
LusCESA были активированы в большей степени
по сравнению с флоэмными волокнами, тогда
как гены PCW LusCESA экспрессировались при-
мерно на одинаковом уровне во всех анализируе-
мых образцах. Ксилемная часть стебля представ-
ляет собой смесь тканей, в которой присутствуют
клетки с первичной клеточной стенкой, при этом
большая часть представлена сосудами и волокна-
ми, которые формируют вторичную клеточную
стенку. В таком случае, если опираться на класси-
ческие представления о формировании клеточ-
ных стенок, в ксилемной части стебля экспрес-
сию генов PCW LusCESA мы можем ассоцииро-
вать с формированием клеточных стенок
паренхимы, молодых сосудов и волокон, а повы-
шенную экспрессию генов SCW LusCESA – с фор-
мированием вторичной клеточной стенки в зре-
лых сосудах и волокнах, которые преобладают в
этой части стебля. Более того, известно, что при
переходе от синтеза первичной клеточной стенки
к отложению вторичной какое-то время возмож-
но сосуществование двух типов комплексов [8].

Во флоэмных волокнах, формирующих тре-
тичную клеточную стенку, экспрессия генов PCW
LusCESA была примерно на том же уровне, что и в
ксилемной ткани, и даже более выражена для не-
которых изоформ на ранних стадиях гравиответа
(8 и 24 ч) в волокнах с тянущей части стебля. При
этом образцы изолированных волокон обогаще-
ны именно волокнами с третичной клеточной
стенкой, а не выступают смесью тканей, как
ксилемная часть. Это означает, что по крайней
мере в одном типе клеток – волокнах, формирую-
щих третичную клеточную стенку, – одновремен-
но экспрессируются и PCW LusCESA, и SCW
LusCESA, причем это наблюдается и в контроль-
ных растениях, и на разных стадиях развития гра-
виответа.

Если сравнить экспрессию LusCESA во флоэм-
ных волокнах и ксилемной части гравистимули-
рованных и контрольных растений (рис. 2б), то
существенные изменения в экспрессии LusCESA
отчетливо детектировались в изолированных

флоэмных волокнах. При этом изменения на-
блюдались как с тянущей, так и с противополож-
ной стороны стебля, хотя и в разных временных
точках: повышение экспрессии большинства ге-
нов PCW и SCW LusCESA отмечалось в волокнах с
тянущей стороны уже после 8 ч после наклона,
тогда как с противоположной стороны стебля
максимальные отличия с контрольными растени-
ями наблюдались позднее (24 ч после наклона)
(рис. 2б).

Если сравнить экспрессию генов LusCESA в
изолированных волокнах одних и тех же расте-
ний, но отобранных с тянущей и противополож-
ных сторон стебля (PUL/OPP), то очевидно, что
более высокая их активация наблюдалась во фло-
эмных волокнах с тянущей стороны на ранней
стадии гравиответа (8 ч) (рис. 2в). Именно в во-
локнах, локализованных на тянущей стороне
стебля, наблюдаются существенные морфологи-
ческие изменения в ходе гравиответа [20].
В ксилемной части стебля изменения в экспрес-
сии были незначительными, хотя экспрессия не-
которых генов PCW LusCESA повышалась в участ-
ках стебля с тянущей стороны, а на более поздних
этапах (96 ч после наклона) отмечалось неболь-
шое повышение экспрессии генов SCW LusCESA
(рис. 2в). Поскольку в ксилемных волокнах с тя-
нущей стороны стебля индуцируется формирова-
ние третичной клеточной стенки [20, 22], отсут-
ствие выраженных вариаций в экспрессии раз-
личных генов LusCESA может быть связано с
гетерогенностью образцов ксилемы, в которых
количество клеток, формирующих третичную
стенку, существенно ниже, чем клеток, отклады-
вающих вторичную стенку. В последних, судя по
полученным данным, экспрессия LusCESA не из-
меняется существенно в ответ на гравистимуля-
цию. Возможно также, что высокий уровень экс-
прессии SCW LusCESA, характерный для клеток
ксилемы, формирующих вторичную клеточную
стенку (рис. 2а), достаточен для запуска отложе-
ния третичной клеточной стенки в ходе гравиот-
вета.

Кластеризация генов LusCESA по характеру
изменения их экспрессии, проведенная для фло-
эмных волокон и образцов ксилемы льна, выяви-
ла в обоих случаях несколько групп генов (рис. 3).
В некоторых из этих кластеров гены PCW LusCESA и
SCW LusCESA были перемешаны друг с другом.
Так, у флоэмных волокон во втором кластере
LusCESA8-A соседствовал с двумя вариантами
LusCESA3 и с LusCESA6-В, а в третьем кластере
присутствовали несколько вариантов LusCESA6 и
LusCESA4 (рис. 3а). Аналогично, во второй кла-
стер из образцов ксилемы попали несколько SCW
LusCESA и LusCESA3-С (рис. 3б). Это может сви-
детельствовать о сходном характере регуляции
некоторых PCW и SCW LusCESA при формирова-
нии третичной клеточной стенки, что не харак-
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Рис. 2. (а) – Экспрессия генов LusCESA во флоэмных волокнах (tFIB) и ксилемной части (sXYL) на разных сторо-
нах стебля льна (тянущей, PUL, и противоположной, OPP) в ходе развития гравиответа (8, 24, 96 ч после накло-
на); (б) – отношение экспрессии генов LusCESA в тканях растений льна (tFIB_PUL, tFIB_OPP, sXYL_PUL,
sXYL_OPP) в ходе развития гравиответа (8, 24, 96 ч после наклона) к экспрессии генов в соответствующих тканях кон-
трольных растений, которые не подвергались гравистимуляции (tFIBb, sXYLb); (в) – отношение экспрессии генов
LusCESA в тканях растений льна (tFIB, sXYL), отобранных с тянущей стороны стебля (PUL), к экспрессии генов в тка-
нях из соответствующих участков стебля, отобранных с противоположной стороны тех же растений (OPP), в ходе раз-
вития гравиответа (8, 24, 96 ч после наклона). Оранжевые столбики – LusCESA, продукты которых вовлечены в фор-
мирование первичной клеточной стенки (PCW); синие столбики – LusCESA, продукты которых вовлечены в форми-
рование вторичной клеточной стенки (SCW).
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терно для других типов клеточных стенок. По-
следствия такой комбинации для свойств форми-
руемых микрофибрилл целлюлозы еще предстоит
выяснить.

Кластеризация четко выявляет различия в экс-
прессии LusCESA в образцах, отобранных с раз-
личных сторон стебля гравистимулированных
растений льна (PUL и OPP). Особенно четко эти
различия выявляются на изолированных флоэм-
ных волокнах. Изучение особенностей строения
целлюлозы гравистимулированных растений
льна с помощью твердотельного ЯМР хоть и не
выявило существенных различий в размерах мак-
рофибрилл целлюлозы для PUL и контрольных
образцов, но продемонстрировало существенные
различия в их организации, а также в параметрах
микрофибрилл, формирующих эти макрофибрил-
лы. При гравистимуляции наблюдалось увеличение
степени кристалличности целлюлозы (за счет увели-
чения размера кристаллического кора микрофиб-
рилл), снижение отношения Iα/Iβ (прежде всего, за
счет возрастания доли β-алломорфа), уменьшение
доли паракристаллической целлюлозы и снижение
доли цепей недоступной поверхности микрофиб-
рилл, погруженной внутрь макрофибриллы. Усиле-
ние упорядоченности сопровождалось снижением
подвижности целлюлозы, что было продемонстри-
ровано в SP/MAS 13C-ЯМР-экспериментах [22].

Экспрессия генов целлюлозосинтаз в древесине
тополя (P. alba × tremula) при гравистимуляции.
Наиболее известный пример индуцированного
формирования третичной клеточной стенки –
древесина натяжения тополя (Populus sp.), в кото-
рой третичная клеточная стенка формируется в

ксилемных волокнах на верхней части ствола
(стебля) при его наклоне. Отложение третичной
клеточной стенки происходит в ксилемных во-
локнах, которые уже содержат выраженные слои
вторичной (один или несколько) клеточной стен-
ки [10]. Ранее уже отмечалось, что формирование
желатинозного слоя (третичной клеточной стен-
ки) в древесине натяжения осины (Populus tremu-
la) сопровождается увеличением экспрессии гена
PtaCESA8-B, а для остальных генов SCW PtaCESA
отмечали снижение экспрессии по сравнению с
нормальной древесиной [26]. При этом анализа
экспрессии генов, кодирующих все изоформы
CESA, в ходе развития гравиответа в древесине
натяжения (tension wood, TW) и сравнения их с
нормальной древесиной (normal wood, NW) и с
древесиной на противоположной стороне (oppo-
site wood, OW) не проводилось. В своей работе для
анализа экспрессии генов Pa×tCESA мы исполь-
зовали данные для гибрида тополя белого и оси-
ны (P. alba × tremula INRA 717-1B4), размещенные
в FIBexDB [25]. Для RNA-seq-анализа Zinkgraf
et al. отбирали образцы древесины натяжения
(TW) и образцы древесины с противоположной
стороны (OW) через 2, 8, 24, 48, 96 и 336 ч после
наклона растений. В качестве референсного гено-
ма при RNA-seq-анализе данных транскриптомов
гибридного тополя P. alba × tremula использовали
геном тополя P. trichocarpa [25]; различия в нук-
леотидных последовательностях генов этих видов
минимальны, об эффективности и допустимости та-
кого анализа также говорится в работе Liu et al. [27].

При анализе экспрессии генов Pa×tCESA в
древесине гибридного тополя ожидаемо выявлен

Рис. 3. Кластеризация генов LusCESA во флоэмных волокнах (а) и ксилемной части стебля льна (б) в ходе гравистиму-
ляции (через 8, 24, 96 ч после наклона). tFIB_PUL и sXYL_PUL – изолированные флоэмные волокна и ксилемная
часть соответственно с тянущей стороны стебля льна; tFIB_OPP и sXYL_OPP – изолированные флоэмные волокна и
ксилемная часть соответственно с противоположной стороны стебля льна. Цвета тепловой карты отражают уровень
экспрессии в горизонтальном ряду (образцы) от максимального (красный) до минимального (синий).
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более высокий уровень экспрессии генов SCW
Pa×tCESA по сравнению с PCW Pa×tCESA во всех
тканях (рис. 4а). Экспрессия генов SCW Pa×tCESA
(при усреднении экспрессии генов всех изоформ
PCW и SCW) была выше в ~12.7 раз по сравнению с
генами PCW Pa×tCESA: 28000 и 2200 прочтений,
картируемых на каждый ген (total gene reads, TGR)
соответственно. При этом наблюдалась разница в
экспрессии генов различных изоформ (PCW и
SCW) в разных образцах древесины, а также изме-
нение в экспрессии генов различных изоформ в хо-
де развития гравитропической реакции. Так, во
всех образцах древесины высокий уровень экс-
прессии был присущ гену Pa×tCESA4, а ген
Pa×tCESA8-A имел минимальный уровень экс-
прессии среди генов SCW Pa×tCESA во всех об-
разцах древесины.

При сравнении экспрессии Pa×tCESA в обра-
зуемой в ответ на гравистимуляцию древесине
натяжения с нормальной древесиной (рис. 4б) по-
казано, что экспрессия некоторых генов PCW
Pa×tCESA и всех SCW Pa×tCESA подавлена в дре-
весине с противоположной стороны (OW), тогда
как некоторые гены PCW Pa×tCESA, наоборот,
существенно активировались в этих образцах по
сравнению с контролем. В древесине натяжения
разница с контрольными образцами была не
столь существенной (рис. 4б), при этом, начиная
с 48 ч, наблюдалась активация экспрессии генов
SCW Pa×tCESA. Поскольку образцы древесины
представляют собой смесь тканей, в которых
формируется и первичная, и вторичная клеточ-
ные стенки, то соотнести активацию определен-
ных изоформ с формированием определенного
типа клеточной стенки, опираясь на представ-
ленные данные, невозможно. При этом древеси-
на натяжения отличается от нормальной древеси-
ны и древесины с противоположной стороны
стебля, главным образом, наличием третичной
клеточной стенки в ксилемных волокнах.

При сравнении транскрипционных профилей
генов Pa×tCESA в образцах, которые отобраны с
одних и тех же растений (древесина натяжения и
древесина противоположной стороны стебля), в
древесине натяжения была выявлена активация
экспрессии некоторых генов PCW Pa×tCESA
(Pa×tCESA1-A, 3-A, 3-B, 6-A, 6-B, 6-D, 6-E) и по-
давление экспрессии остальных генов PCW
Pa×tCESA (рис. 4в). Максимальные различия в
экспрессии генов PCW Pa×tCESA наблюдали че-
рез 48 и 96 ч после гравистимуляции, через 336 ч
различия постепенно сглаживались, тогда как
экспрессия некоторых генов SCW Pa×tCESA
(Pa×tСESA7-A, 8-A, 8-B) активировалась в древе-
сине натяжения по сравнению с древесиной, рас-
положенной с противоположной стороны стебля,
и достигала максимума через 336 ч (рис. 4в). Кла-

стеризация генов выявила группы, в каждой из
которых представлены исключительно гены PCW
Pa×tCESA либо SCW Pa×tCESA (рис. 5).

Сравнение экспрессии генов различных изоформ
CESA в тканях стебля льна и тополя в ходе грави-

стимуляции. Во всех анализируемых нами систе-
мах представлены образцы тянущей части (PUL,
TW) и противоположной части стебля (OPP, OW)
гравистимулированного растения, что позволяет
провести сопоставление динамики экспрессии
CESA в ходе гравиответа. Такое сопоставление
опирается на результаты проведенного ранее фи-
логенетического анализа аминокислотных после-
довательностей целлюлозосинтаз резуховидки
(A. thaliana), льна (L. usitatissimum) и тополя
(P. trichocarpa) [14], позволившего соотнести раз-
личные изоформы CESA и провести их обозначе-
ние с учетом степени родства. В геномах льна и
тополя произошло увеличение числа всех изо-
форм CESA по сравнению с резуховидкой, при
этом большинство ортологов в геноме льна име-
ют соответствующие ортологи в геноме у тополя,
за исключением изоформы PtiCESA3-D, которая
не выявлена у льна. Экспрессия для паралогов од-
ного гена может иметь как сходную динамику,
что может свидетельствовать об их схожих функ-
циях, так и отличаться, что может свидетельство-
вать об их различных функциях. Чаще для CESA
мы наблюдаем реализацию первого сценария,
особенно при явной дупликации генов (напри-
мер, LusCESA1-A/B, LusCESA7-A/B), а отличия в
экспрессии выявляются для генов изоформ из
клад с большим количеством представителей (на-
пример, LusCESA3, LusCESA6).

Сопоставление транскриптомных данных для
разных модельных систем позволило обнаружить
ряд закономерностей в динамике экспрессии ге-
нов CESA в ходе гравиответа. В ксилемных образ-
цах реакция развивалась позднее, чем во флоэм-
ных волокнах, что, по всей видимости, связано с
тем, что во флоэмных волокнах формирование
третичной стенки уже отлажено, а в ксилемных
образцах инициируется с нуля (рис. 6а, 6б).
С этим же, вероятно, отчасти связана и на поря-
док более низкая экспрессия SCW LusCESA во
флоэмных волокнах льна (даже на тянущей сто-
роне стебля) по сравнению с ксилемными образ-
цами из обоих проанализированных видов расте-
ний (рис. 7а, 7б). При этом основной причиной
такого эффекта служит активное формирование
вторичной клеточной стенки во многих тканях
гетерогенных ксилемных образцов, тогда как в
тканево-однородных флоэмных волокнах этот
процесс полностью отсутствует. Очевидно, что
при формировании третичной клеточной стенки
гены PCW и SCW CESA экспрессируются пример-
но на одинаковом уровне, в то время как при от-



320

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 3  2022

МОКШИНА и др.

Рис. 4. (a) – Экспрессия генов Pa×tCESA в нормальной древесине (NW), в древесине натяжения (TW) и противопо-
ложной древесине (OW) гибридного тополя (P. alba × tremula) в ходе развития гравиответа (2, 8, 24, 48, 96, 336 ч после
наклона); (б) – отношение уровня экспрессии генов Pa×tCESA в тканях древесины (OW, TW) в ходе развития гравиот-
вета (2, 8, 24, 48, 96, 336 ч после наклона) к уровню экспрессии генов в древесине контрольных растений (NW); (в) –
отношение уровня экспрессии генов Pa×tCESA в тканях древесины натяжения (TW) к уровню экспрессии генов в тка-
нях древесины, противолежащей древесине натяжения (OW), в ходе развития гравиответа (2, 8, 24, 48, 96, 336 ч после
наклона). Оранжевые столбики – Pa×tCESA, продукты которых вовлечены в формирование первичной клеточной
стенки, синие столбики – Pa×tCESA, продукты которых вовлечены в формирование вторичной клеточной стенки.
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ложении вторичной клеточной стенки этот ба-
ланс резко сдвинут в сторону SCW CESA.

Изменения экспрессии генов Pa×tCESA в дре-
весине натяжения тополя более многоплановы,
чем в образцах льна. Так, в ходе гравиответа на-
блюдалась активация экспрессии некоторых
Pa×tCESA в ксилемных тканях, расположенных
со стороны ОW, по сравнению с TW (Pa×tCESA1 и
Pa×tCESA4; рис. 6в, 7в). В аналогичных образцах
льна экспрессия ни одной из изоформ LusCESA в
образце OPP не превышала таковую в образце
PUL. Было высказано предположение, что меха-
низмы биосинтеза клеточной стенки флоэмных
волокон тополя могут отличаться от биосинтеза
клеточной стенки ксилемных волокон с третич-
ной клеточной стенкой, поскольку нокаут генов
SCW PtiCESA по-разному сказывался на морфо-
логии этих клеток [28]. При этом у льна все базо-
вые характеристики третичной клеточной стен-
ки, конститутивно формируемой во флоэмных
волокнах, аналогичны таковым в индуцируемой в
ксилемных волокнах в ходе гравиответа [21].

Разные гены, кодирующие различные изофор-
мы одного и того же варианта целлюлозосинтазы
(например, CESA3), имели различные паттерны
экспрессии, причем некоторые закономерности
выявлялись во всех проанализированных модель-
ных системах. Так, ген CESA6-F имел существен-
но более низкий уровень экспрессии во всех об-
разцах (лен и тополь) по сравнению с другими ге-

нами первичных изоформ (на порядок/порядки),
что позволяет предположить функциональные
отличия кодируемого им продукта от продуктов
других CESA6. Наглядно продемонстрирована
диверсификация экспрессии различных изоформ
гена LusCESA3: наблюдалось увеличение экс-
прессии LusCESA3-B и LusCESA3-С в волокнах с
тянущей стороны и низкий уровень экспрессии
гена LusCESA3-A во всех проанализированных
тканях (рис. 6а, 6б). Вероятно, продукт гена
LusCESA3-A, как и LusCESA6-F, функционально
отличается от других членов рассматриваемой
клады и не ассоциирован с реализацией гравиот-
вета.

В ходе развития гравиответа динамика экс-
прессии некоторых генов CESA сходным образом
отличалась в образцах тянущей и противополож-
ной стороны стебля во всех модельных системах.
Так, во всех образцах с тянущей стороны стебля
происходила активация экспрессии CESA8-В
(рис. 7). Подобный эффект отмечался также в
древесине натяжения осины (P. tremula); было даже
высказано предположение, что третичная клеточ-
ная стенка в древесине натяжения синтезируется
особым комплексом, который состоит исключи-
тельно из CESA8-B [26]. Это предположение было
опровергнуто недавно опубликованной работой,
согласно которой нокаут любого из генов SCW
CESA (PtiCESA4, или PtiCESA7A/B, или PtiCESA8A/B)
приводит к тому, что в ксилемных и флоэмных

Рис. 5. Кластеризация генов Pa×tCESA в древесине натяжения (TW) и в древесине противоположной стороны стебля
(OW) в ходе гравистимуляции тополя (через 2, 8, 24, 96, 336 ч после наклона). Цвета тепловой карты отражают уровень
экспрессии в горизонтальном ряду (образцы) от максимального (красный) до минимального (синий).

Группа Название гена TW2 TW8 TW24 TW48 TW96 TW 336 OW2 OW8 OW24 OW48 OW96 OW336

1

2

3

4

Pa×tCESA6-C
Pa×tCESA1-B

Pa×tCESA3-C
Pa×tCESA3-D
Pa×tCESA6-D
Pa×tCESA6-A
Pa×tCESA3-A
Pa×tCESA6-B
Pa×tCESA6-E
Pa×tCESA3-B
Pa×tCESA1-A
Pa×tCESA4
Pa×tCESA7-B
Pa×tCESA8-B
Pa×tCESA7-A

Pa×tCESA8-A



322

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 3  2022

МОКШИНА и др.

Рис. 6. Экспрессия генов PCW CESA в изолированных волокнах льна (а), в ксилемной части стебля льна (б) и в древе-
сине тополя (OW, TW) (в) в ходе гравиответа. В качестве первой точки приведены данные для контрольных растений,
которые не подвергались гравистимуляции; (г) – филогенетическое древо CESA резуховидки, тополя (P. trichocarpa) и
льна. Построено для аминокислотных последовательностей CESA (Mokshina et al., 2014) с помощью программы
MEGA7 (Maximum Likelihood метод, модель JTT+G). Клады, несущие изоформы PCW CESA (оранжевый), объедине-
ны; клады для изоформ SCW CESA (синий) объединены для разных растений.
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волокнах гравистимулированных растений то-
поля не формируется третичная клеточная стен-
ка [28].

В экспериментальных работах, посвященных
функционированию целлюлозосинтазных ком-
плексов, периодически возникает вопрос о сте-
хиометрии входящих в них изоформ. Принято счи-
тать, что SCW CESA в комплексах находятся в экви-
молярных соотношениях, т.е. 1 : 1 : 1 для CESA4, 7,
8, как показано при отложении вторичных стенок
в ксилеме резуховидки (A. thaliana) [29] и древеси-

не ели обыкновенной (Picea abies) [26]. Стехио-
метрия изоформ CESA1, 3, 6 при формировании
первичной клеточной стенки резуховидки так-
же определена как эквимолярная, т.е. 1 : 1 : 1
[30]. Однако в древесине осины (P. tremula), как
установлено при масс-спектрометрическом
анализе представленности пептидных фраг-
ментов, специфичных для конкретных изоформ,
соотношение SCW CESA составляет 3 : 2 : 1
(PtaCESA8a/b : PtaCESA4 : PtaCESA7a/b), причем в
древесине натяжения оно меняется на 8 : 3 : 1 [26].

Рис. 7. Экспрессия генов SCW CESA в изолированных волокнах льна (а), в ксилемной части стебля льна (б) и в древе-
сине тополя (OW, TW) (в) в ходе гравиответа. В качестве первой точки приведены данные для контрольных растений,
которые не подвергались гравистимуляции; (г) – филогенетическое древо CESA резуховидки, тополя (P. trichocarpa) и
льна. Построено для аминокислотных последовательностей CESA (Mokshina et al., 2014) с помощью программы
MEGA7 (Maximum Likelihood метод, модель JTT+G). Клады, несущие изоформы SCW CESA (синий), объединены;
клады для изоформ PCW CESA (оранжевый) объединены для разных растений.
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Судя по нашим данным, полученным при анали-
зе динамики уровня мРНК соответствующих ге-
нов, стехиометрия как PCW, так и SCW CESA по-
движна и может различаться, т.к. не все изофор-
мы активируются в равной степени. Например,
LusCESA3-B и LusCESA3-С активируются в боль-
шей степени во флоэмных волокнах с тянущей
стороны. Также остается открытым вопрос о том,
различается ли стехиометрия CESA в волокнах раз-
личного происхождения (флоэмные и ксилемные).

Вопрос о стехиометрии изоформ связан с во-
просом их функциональных различий, в частно-
сти с характером расположения изоформ в ком-
плексе, их взаимодействия между собой и другими
вспомогательными белками. Анализ функцио-
нальных особенностей SCW CESA показал отли-
чия в сайт-специфичности при белковых взаимо-
действиях, что может обусловливаться их поло-
жением в комплексе. Так, показано, что CESA7
имеет наибольшую сайт-специфичность, и поло-
жение этого белка наиболее критично для функ-
ционирования всего комплекса, тогда как CESA8,
напротив, в наименьшей степени обладает спе-
цифичностью при взаимодействии с другими
белками [31]. Интересно, что именно целлюлозо-
синтаза AtCESA7 способна частично восстанав-
ливать биосинтез целлюлозы первичной клеточ-
ной стенки при трансформации кодирующего ее
гена в мутанты резуховидки cesa3, а целлюлозо-
синтаза AtCESA1 может частично восстановить
биосинтез вторичной клеточной стенки у мутанта
cesa8ko [7]. Кроме того, согласно филогенетиче-
скому анализу, клада генов, кодирующих CESA7,
отличается от клад других SCW CESA (рис. 7г).

Таким образом, гравистимуляция приводит к
активации экспрессии генов некоторых изоформ
LusCESA, при этом во флоэмных волокнах льна
подобная активация может быть с большой веро-
ятностью ассоциирована с перестройками в тре-
тичной клеточной стенке волокна, а в ксилемных
тканях и древесине натяжения активация CESA
может быть связана с перестройками и биосинте-
тическими процессами в разных типах клеток.
В целом полученные данные свидетельствуют об
особенностях набора различных изоформ целлюло-
зосинтаз при формировании третичной клеточной
стенки. На каких именно параметрах биосинтеза
целлюлозы эти особенности сказываются, предсто-
ит выяснить в дальнейших исследованиях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для оценки экспрессии генов CESA использо-

вали нормализованные транскриптомные данные,
размещенные в базе данных FIBexDB, подбаза

транскриптомов льна (https://ssl.cres-t.org/fibex/flax/,
[23]). Для растений льна транскриптомные данные (в
двух повторностях) были получены нами ранее для
изолированных волокон и ксилемной части стебля
прямостоячих растений (tFIBb, sXYL), а также с тя-
нущей (tFIBb_PUL, sXYLb_PUL) и противополож-
ной стороны (tFIBb_OPP, sXYLb_OPP) стебля в хо-
де развития гравитропической реакции (через 8,
24, 96 ч после наклона) (номер проекта в NCBI
PRJNA631357) (табл. 1). Транскриптомные дан-
ные были верифицированы с помощью количе-
ственной ПЦР путем попарного сравнения экс-
прессии некоторых изоформ LusCESA, а также ге-
нов других белков, в волокнах на разных сторонах
стебля и с волокнами контрольных растений [24].
Аннотация генов целлюлозосинтаз была прове-
дена согласно работе Mokshina et al. [14].

Для древесины тополя использовали транс-
криптомные данные эксперимента [25] (номер
проекта в NCBI PRJNA398515), размещенные в
FIBexDB, подбаза транскриптомов тополя
(https://ssl.cres-t.org/fibex/poplar/, [23]). Zinkgraf
et al. [25] наклоняли 6-месячные растения тополя
(P. alba × tremula INRA 717-1B4) до горизонталь-
ного положения и отбирали образцы из участка
стебля 20–40 междоузлия после удаления коры
через 2, 8, 24, 48, 96 и 336 ч гравистимуляции, со-
бирая ксилемную часть лезвием с соответствую-
щих сторон (TW, OW) (табл. 1); далее проводили
RNA-seq-анализ [25]. Аннотация генов CESA топо-
ля проведена нами на основе работы Kumar et al.
[19] и с помощью сервиса Popgenie (https://popge-
nie.org/) (табл. 2). Согласно номенклатуре, предло-
женной в работе Kumar et al. [19], в префиксе генов
CESA P. trichocarpa сокращается до Pti, P. tremula – до
Pta, P. canescens (alba× tremula) – до Pa×t. Для генов
льна и тополя указан ID согласно базе данных Phy-
tozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/), в кото-
рой в качестве префиксов для обозначения генов
льна и тополя используются Lus и Potri соответ-
ственно.

Кластеризацию проводили с помощью опций
базы данных FIBexDB: список номеров генов по-
мещали в окно “search by multiple queries”. После
вывода на экран данных экспрессии для выбранных
генов и образцов выбирали алгоритм для кластериза-
ции k-means (Cluster3) (число кластеров – 4), Pearson
correlation.

Построение филогенетического древа на ос-
нове аминокислотных последовательностей CESA
льна (L. usitatissimum), тополя (P. trichocarpa) и ре-
зуховидки (A. thaliana) [14] проводили с помощью
программы MEGA7 (Maximum Likelihood метод,
модель JTT+G).
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Таблица 2. Номера генов CESA и их сокращения

* Поскольку при анализе транскриптомов P. alba × tremula использовали геном P. trichocarpa в качестве референсного [25],
названия генов PtiCESA и Pa×tCESA совпадают.

Ген льна (Phytozome) Название гена Ген тополя
(Phytozome) Название гена*

PCW CESA
Lus10018902 
Lus10028597

LusCESA1-A 
LusCESA1-B

Potri.018G029400 
Potri.006G251900

PtiCESA1-A/Pa×tCESA1-A 
PtiCESA1-B/Pa×tCESA1-B

Lus10039607 
Lus10007538 
Lus10012198

LusCESA3-A 
LusCESA3-B 
LusCESA3-C

Potri.006G052600 
Potri.016G054900 
Potri.009G060800 
Potri.001G266400

PtiCESA3-A/Pa×tCESA3-A 
PtiCESA3-B/Pa×tCESA3-B 
PtiCESA3-C/Pa×tCESA3-C 
PtiCESA3-D/Pa×tCESA3-D

Lus10006161 
Lus10041063 
Lus10003526 
Lus10002939 
Lus10002940 
Lus10022449

LusCESA6-A 
LusCESA6-B 
LusCESA6-C 
LusCESA6-D 
LusCESA6-E 
LusCESA6-F

Potri.005G087500 
Potri.007G076500 
Potri.005G194200 
Potri.002G066600 
Potri.013G019800 
Potri.005G027600

PtiCESA6-A/Pa×tCESA6-A 
PtiCESA6-B/Pa×tCESA6-B 
PtiCESA6-C/Pa×tCESA6-C 
PtiCESA6-D/Pa×tCESA6-D 
PtiCESA6-E/Pa×tCESA6-E 
PtiCESA6-F/Pa×tCESA6-F

SCW CESA
Lus10008226 LusCESA4 Potri.002G257900 PtiCESA4/Pa×tCESA4
Lus10043485 
Lus10043486

LusCESA7-A 
LusCESA7-B

Potri.006G181900 
Potri.018G103900

PtiCESA7-A/Pa×tCESA7-A 
PtiCESA7-B/Pa×tCESA7-B

Lus10007296 
Lus10029245

LusCESA8-A 
LusCESA8-B

Potri.011G069600 
Potri.004G059600

PtiCESA8-A/Pa×tCESA8-A 
PtiCESA8-B/Pa×tCESA8-B

Таблица 1. Описание образцов, транскриптомные данные которых были использованы в работе

№ Название образца Растение Описание Ссылка

1 tFIBb L. usitatissimum Изолированные волокна с третичной клеточной 
стенкой (tFIBb). Нижняя часть стебля, 5 см, без 
наклона

 [32]

2 tFIBb_PUL8/24/96 L. usitatissimum Изолированные волокна с третичной клеточной 
стенкой с тянущей стороны (PUL) стебля через 8, 
24 и 96 ч после наклона

 [21, 24]

3 tFIBb_OPP8/24/96 L. usitatissimum Изолированные волокна с третичной клеточной 
стенкой (tFIB) с противоположной стороны (OPP) 
стебля через 8, 24 и 96 ч после наклона

 [21, 24]

4 sXYLb L. usitatissimum Ксилемная часть стебля с вторичной клеточной 
стенкой (sXYL). Нижняя часть стебля, 5 см, без 
наклона

 [32]

5 sXYLb_PUL8/24/96 L. usitatissimum Ксилемная часть стебля с вторичной клеточной 
стенкой (sXYL) с тянущей стороны (PUL) стебля 
через 8, 24 и 96 ч после наклона

 [21, 24]

6 sXYLb_OPP8/24/96 L. usitatissimum Ксилемная часть стебля с вторичной клеточной 
стенкой (sXYL) с противоположной стороны (OPP) 
стебля через 8, 24 и 96 ч после наклона

 [21, 24]

7 NW_0 P. alba × tremula Нормальная древесина, без наклона  [25]
8 TW_2/8/24/48/96/336 P. alba × tremula Древесина натяжения после 2, 8, 24, 48, 96 и 336 ч 

гравистимуляции
 [25]

9 OW_2/8/24/48/96/336 P. alba × tremula Древесина с противоположной стороны после 2, 8, 
24, 48, 96 и 336 ч гравистимуляции

 [25]
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МОКШИНА и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Показано, что гравистимуляция вызывает пе-
рестройки в клеточной стенке флоэмных волокон
льна (L. usitatissimum), которые сопровождаются
кратковременной активацией биосинтетических
процессов на ранних стадиях гравиответа с уча-
стием различных изоформ целлюлозосинтаз.
В ксилемной части стебля льна гравистимуляция
приводит к индукции образования третичной
клеточной стенки в ксилемных волокнах, что со-
провождается постепенным увеличением экс-
прессии генов целлюлозосинтаз, вовлеченных в
формирование вторичной клеточной стенки
(SCW LusCESA). Гравистимуляция древесины
тополя (Populus sp.) также сопровождается акти-
вацией некоторых генов PCW и SCW Pa×tCESA в
древесине натяжения. Активация экспрессии не-
которых генов PCW Pa×tCESA и подавление экс-
прессии других генов PCW Pa×tCESA отмечались
в древесине, расположенной на противополож-
ной от древесины натяжения стороне стебля.
Особую роль в гравиответе у различных систем
(флоэмные волокна, древесина натяжения) мо-
жет играть CESA8-B, поскольку увеличение экс-
прессии гена этой изоформы было продемон-
стрировано как для древесины натяжения, так и
для флоэмных волокон с тянущей стороны стебля
льна. Стехиометрия SCW CESA в волокнах льна и
древесины натяжения тополя может быть сход-
ной, а стехиометрия PCW CESA предположи-
тельно не эквимолярная.
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Expression of Cellulose Synthase Genes during the Gravistimulation of Flax

(Linum usitatissimum) and Poplar (Populus alba × tremula) Plants

N. E. Mokshina*, **, #, P. V. Mikshina*, and T. A. Gorshkova*
#Phone: +7(843)231-90-39; e-mail: ne_mokshina@kibb.knc.ru

*Kazan Institute of Biochemistry and Biophysics, FRC Kazan Scientific Center of RAS,
ul. Lobachevskogo 2/31, Kazan, 420111 Russia

**Kazan Federal University, ul. Kremleovskaya 18, Kazan, 420008 Russia

Plant cellulose is synthesized on the plasma membrane by the cellulose synthase complex and a number of
coenzymes. Different cellulose synthases are thought to be involved in the primary and secondary cell wall
biosynthesis. Plant fibers, such as f lax phloem fibers and xylem fibers of poplar tension wood, produce a ter-
tiary cell wall with increased cellulose content and a lack of xylan and lignin. The composition and types of
cellulose synthase complexes involved in the tertiary cell wall biosynthesis have not yet been established.
Based on transcriptome data for f lax (Linum usitatissimum) and poplar (Populus alba × tremula) plants, we
evaluated the expression of genes encoding cellulose synthases during the development of a gravitropic re-
sponse with the participation of the phloem and/or xylem fibers producing the tertiary cell wall. Changes in
the expression of cellulose synthase genes characteristic of both primary and secondary cell walls in various
model systems indicate the mobility of an ensemble of different cellulose synthases during the gravistimula-
tion, which can affect both an individual cell type and a set of tissues with different types of cell walls. For the
isolated f lax phloem fibers, the involvement of both types of cellulose synthases in the formation of the ter-
tiary cell wall at all stages of graviresponse was demonstrated.

Keywords: cellulose synthases, tertiary cell wall, plant fibers, transcriptome analysis
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Исследована биологическая активность галогенидов 2-аминобензимидазолия и производных 9-за-
мещенных 2-(4-фторфенил)имидазо[1,2-a]бензимидазолов in vitro. Среди производных аминобенз-
имидазолия обнаружено соединение с NHE-1-ингибирующей активностью. Среди производных
имидазобензимидазола найдены соединения, которые влияют на продолжительность рефрактер-
ного периода предсердий крыс, агрегацию тромбоцитов, гемореологическую активность, подавля-
ют образование конечных продуктов гликирования. У всех изученных соединений не выявлены
DPP-4-ингибирующее, антиоксидантное действие, каппа-опиоидная агонистическая, 5-НТ2А-
и 5-НТ3-антагонистическая активность.
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ВВЕДЕНИЕ

При создании мультитаргетных лекарствен-
ных препаратов большое внимание уделяют так
называемым привилегированным структурам.
Под ними понимают некоторую неизменную
часть молекулы, которая обеспечивает сродство
соединений к широкому спектру биологических
мишений. При этом “непривилегированные” ча-
сти молекул выполняют функции эффективных
модуляторов взаимодействия мишень–лиганд [1–
3]. Бензимидазол – привилегированная структура с
широким потенциалом биологической активности,

в том числе кардиопротекторными свойствами
[4–10].

Современное понятие кардиопротекции пред-
полагает непосредственное влияние биологиче-
ски активного препарата на кардиомиоциты и
включает в себя различные варианты его воздей-
ствия, препятствующие возникновению ионно-,
электрофизиологически и метаболически инду-
цируемого ремоделирования миокарда.

Один из важных факторов ремоделирования –
активация натрий-водородного обменника
(NHE-1), следствием которой являются патоге-
нетические процессы “кальциевой перегрузки”
клеток сердца и мозга, стимулирование проги-
пертрофического действия за счет ряда факторов,
что, в конечном счете, и формирует морфологи-
ческую, электрофизиологическую и функцио-
нальную ветви общего процесса ремоделирова-
ния миокарда. Селективное ингибирование
NHE-1 сарколеммы (клеточной мембраны мы-
шечной клетки или мышечного волокна) способ-

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi
10.31857/S0132342322020233 для авторизованных пользова-
телей. 
Сокращения: МЭК – минимальная эффективная концен-
трация; DPP-4 – дипептидилпептидаза 4-го типа; EC50 –
полумаксимальная эффективная концентрация; 5-НТ2А,
5-НТ3 – серотониновые рецепторы подтипов 2А и 3;
NHE-1 – натрий-водородный обменник изоформа 1.

# Автор для связи: (эл. почта: gurova.vlgmed@mail.ru).
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Рис. 1. Химические структуры ингибиторов NHE-1 – производных 2-меркаптобензимидазола [13].
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но уменьшить ишемические/реперфузионные
нарушения и улучшить восстановление функции
органов после повреждения [11, 12]. Соответ-
ственно, важную роль в блокировании ремодели-
рования могли бы играть ингибиторы NHE-1.
Структуры некоторых из них представлены на
рис. 1 [13].

С другой стороны, интересным и перспектив-
ным типом кардиопротекторных агентов способ-
ны служить соединения, ограничивающие дей-
ствие серотонина на сердце и сосуды [14]. Имеют-
ся также литературные данные о важной роли в
повреждении миокарда предварительной актива-
ции каппа-опиоидных рецепторов, обусловленной
связанным с этим формированием феноменом
ишемического прекондиционирования миокарда и
необратимых повреждений кардиомиоцитов в
условиях коронароокклюзии in vivo [15]. Именно с
этим связаны кардиопротекторные свойства кап-
па-агонистов, которые препятствуют поврежде-
нию миокарда за счет снижения (общего для
опиоидов) образования cAMP в миокарде во вре-
мя ишемии и реперфузии, а также за счет селек-
тивной активации протеинкиназы С, NO-синта-
зы и открытия КАТР-каналов [16].

Действие кардиопротекторов приводит к оп-
тимизации процессов генерирования и расхода

энергии, коррекции функции дыхательной цепи,
восстановлению оксидантно-антиоксидантного
баланса и, таким образом, способствует выжива-
емости кардиомиоцитов в условиях ишемии/ре-
перфузии, снижает тромбогенный потенциал и
улучшает гемореологический профиль крови.

Цель настоящего исследования – поиск со-
единений, активных в отношении мишеней,
участвующих в процессах кардиопротекции, сре-
ди галогенидов 2-аминобензимидазолия и произ-
водных 9-замещенных 2-(4-фторфенил)имида-
зо[1,2-a]бензимидазолов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Галогениды 2-аминобензимидазолия облада-

ют разнообразной биологической активностью
[8]. Кроме того, эти соли интересны и в качестве
исходных соединений для получения фармаколо-
гически активных производных трициклических
систем на основе бензимидазола.

В настоящей работе исследованы фармаколо-
гические свойства шести синтезированных нами
новых галогенидов 2-аминобензимидазолия
(IIa–f) (схема 1), а также двух полученных ранее
[17] 9-замещенных производных 2-(4-фтор)фе-
нилимидазо[1,2-а]бензимидазола (IIIa, b), про-
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дуктов циклизации солей (IId, e). Выходы солей
(IIa–f) высокие: 92–95%. При использовании
4-фторфенацилброма стадия циклизации про-
водится в очень мягких условиях (ацетон, ком-
натная температура), при использовании же в

качестве реагента 4-фторфенацилхлорида требу-
ются, судя по получению соли (IIf), существенно
более жесткие условия (длительное, 8–10-часо-
вое кипячение раствора реактантов в ацетонит-
риле).

Схема 1. Схема синтеза производных 2-(4-фтор)фенилимидазо[1,2-a]бензимидазола.

Строение полученных солей (IIа–f) подтвер-
ждено данными ИК- и 1ЯМР-спектров, а также
данными элементного анализа (приведены в до-
полнительных материалах). В ИК-спектрах этих
солей присутствуют, в частности, характеристи-
ческие полосы поглощения CO-группы в области
1693–1697 см–1 и две полосы валентных колебаний
первичной NH2-группы в области 3265–3160 см–1.
В спектрах 1Н-ЯМР указанных солей наблюдают-
ся два двухпротонных синглета при 5.99 (6.09) и
8.91 (8.94) м.д., относящиеся к метиленовой груп-
пе ароилметильных заместителей и NH2-групп
(2Н) соответственно.

Для обоих типов солей (IIa–f) было проведено
тестирование на наличие активности в отноше-
нии некоторых мишеней, определяющих воз-
можные кардиопротекторные свойства.

По характеру N9-заместителя соединения
(IIa–f) и (IIIa, b) можно разделить на две группы:
с алкильными (аллильными) N-заместителями и
с N-заместителями диалкиламино(морфоли-
но)этильного типа (табл. 1–3).

Проведенный нами ранее кластерный анализ
массива из 59 производных конденсированных и
неконденсированных бензимидазолов на их воз-
можную NHE-1-ингибирующую активность in vitro
в концентрации 10 нМ показал, что все исследован-
ные таким образом соединения можно разделить на

три группы: 1) высокоактивные – Δ(10 нМ) > 54%;
2) умеренно активные – 54% ≥ Δ(10 нМ) > 42%;
3) низкоактивные – Δ(10 нМ) < 42%. Было также
установлено, что среди N1-замещенных 2-амино-
бензимидазолов наиболее перспективными в отно-
шении NHE-1-ингибирующей активности должны
быть структуры с морфолиноэтильным или пипе-
ридиноэтильным N1-заместителем. Что касается
имидазо[1,2-a]бензимидазолов, то сам по себе его
трициклический скаффолд не предопределяет су-
щественную NHE-1-ингибирующую активность,
но возможно ее значительное усиление под влия-
нием заместителей. Позднее при проведении до-
полнительного ансамблевого дискриминантного
анализа 25 соединений [18] было подтверждено,
что N1-замещенные 2-аминобензимидазолы, не
имеющие полностью циклического гуанидино-
вого структурного фрагмента, должны обладать
более высокой NHE-1-ингибирующей активно-
стью, чем имеющие такой фрагмент N9-замещен-
ные имидазо[1,2-a]бензимидазолы, при одном и
том же N-заместителе.

При экспериментальном исследовании все
изученные соединения продемонстрировали на-
личие NHE-1-ингибирующей активности, сопо-
ставимой с препаратом сравнения зонипоридом.
При этом различия по величине ∆% изменения
светопропускания богатой тромбоцитами плаз-
мы оказались статистически значимыми по отно-
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Таблица 2. Сердечно-сосудистые эффекты галогенида 2-аминобензимидазолия и производных имидазо[1,2-
a]бензимидазола

Примечание: данные представлены в виде среднего значения ± стандартное отклонение. Звездочками отмечены статистиче-
ски значимые отличия от контрольной группы (*), препарата сравнения (**) и хинидина (***); U-критерий Манна–Уитни,
р < 0.05.

Соединение

5-НТ3-
антагонистичес-
кая активность, 

Δ% (1 мкМ)

Влияние на 
рефрактерный 

период 
кардиомиоцитов,

МЭК, 10 мкМ

Влияние на АДФ-
индуцированную 

агрегацию 
тромбоцитов, 
Δ% (100 мкМ)

Изменение индекса 
агрегации 

эритроцитов, 
∆% (100 мкМ)

(IIe) 3.7 ± 5.6 − − –17.12 ± 5.2*

(IIIa) 0 6.0 ± 1.0*, *** 50.9 ± 13.2* –30.49 ± 4.4*, **

(IIIb) 4.9 ± 4.9 6.5 ± 1.0*, *** 18.12 ± 2.36* –26.37 ± 1.04*

Трописетрон

–30.2 ± 4.0* − − −

Этмозин

− 5.1 ± 1.0*, *** − −

Хинидин

− 34.0 ± 10.0* − −

Ацетилсалициловая кислота

− − –52.1 ± 4.2* −

Пентоксифиллин

− − − –18.61 ± 3.83*
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шению к контролю (р < 0.05) (табл. 1). Наиболь-
шую активность проявила соль (IIf) с морфоли-
ноэтильным N-заместителем.

Ранее метод кластерного анализа был приме-
нен нами и для изучения влияния структуры 301
испытанных оригинальных производных бенз-
имидазола на их способность увеличивать про-
должительность рефрактерного периода (рефрак-
терность) миокарда предсердий крыс. В результа-
те все структуры и в этом случае были разбиты на
три класса активности: 1) высокоактивные (МЭК <
< 72.5 мкM); 2) умеренно активные (72.5 мкM ≤
≤МЭК < 279 мкM); 3) низкоактивные (МЭК ≥
≥ 279 мкM). При этом также был сделан вывод о
перспективности N9-производных имидазо[1,2-
a]бензимидазола для создания на их основе
структурно новых антиаритмических соединений
с высоким индексом значимости. N1-замещен-
ные бензимидазолы, согласно этим данным, ха-
рактеризовались, напротив, выраженным отрица-
тельным значением этого индекса, что позволило
сделать статистически значимый отрицательный
прогноз для них по данному виду активности. До-
полнительным важным результатом при этом было
выявление таких заместителей-фармакофоров в
положении 2 имидазобензимидазола, присут-
ствие которых может служить достоверным при-
знаком высокой антиаритмической активности.
Ими являются трет-бутильный, тиенильный и
арильный заместители, особенно при наличии в

молекуле N9-(2-диэтиламино)этильного замести-
теля.

Все эти предварительные выводы нашли свое
полное подтверждение в данном исследовании.
Действительно, наиболее активными в отношении
увеличения продолжительности рефрактерного пе-
риода предсердий крыс оказались представители
2-фторфенилимидазо[1,2-a]бензимидазолов, име-
ющих в положении N9 диэтиламиноэтильный (IIIa)
и диметиламиноэтильный (IIIb) заместители. По
своей активности они оказались примерно равны
препарату сравнения этмозину и статистически
значимо превосходили хинидин (табл. 2).

Аналогичный подход с кластерным анализом
был применен и для градации бензимидазолов по
их гемореологической активности в зависимости
от структуры. При этом ранее был использован
массив из 277 соединений десяти различных
структурных классов. При аналогичном распре-
делении структур по активности соединения бы-
ли разнесены по трем группам: 1) высокоактив-
ные (ЕС50 < 326 мкМ); 2) умеренно активные
(325 мкМ ≤ ЕС50 < 100 мкМ); 3) низкоактивные
(ЕС50 ≥ 100 мкM). С достоверным уровнем значи-
мости было показано, что N9-замещенные имида-
зо[1,2-a]бензимидазолы и в этом случае могут
быть отнесены к перспективному классу структур
с высокой гемореологической активностью, осо-
бенно при наличии в положении 2 таких арильных

Таблица 3. Антигликирующая и DPP-4-ингибирующая активность галогенида 2-аминобензимидазолия и про-
изводных имидазо[1,2-a]бензимидазола

Примечание: данные представлены в виде среднего значения ± стандартное отклонение. Звездочками отмечены статистиче-
ски значимые отличия от контрольной группы (*) и препарата сравнения (**); U-критерий Манна–Уитни, р < 0.05.

Соединение
Антигликирующая активность 

(ингибирование флуоресценции БСА),
1 мМ, ∆%

DPP-4-ингибирующая 
активность (100 мкМ)

(IIe) 11.4 ± 9.49** −

(IIIа) 97.1 ± 0.43* 3.54 ± 5.23

(IIIb) 57.1 ± 23.69* –1.02 ± 3.44

Аминогуанидин

70.7 ± 5.71* −

Вилдаглиптин

− –98.89 ± 1.03*

HN

NH2

N

H
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N
N

H O C
N
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заместителей, как 4-фторфенильная и 3,4-дихлор-
фенильная группы, а в положении 9 – пиррролиди-
ноэтильной или диметиламиноэтильной фармако-
форных групп. В соответствии с этими результата-
ми в ходе настоящего исследования было
показано, что 2-(4-фтор)фенилимидазо[1,2-
a]бензимидазолы (IIIa, b) с N9-диметил(ди-
этил)аминоэтильной группой достоверно снижа-
ли индекс агрегации эритроцитов, тем самым
улучшая гемореологические свойства крови, пре-
восходя по своей активности препарат сравнения
пентоксифиллин (табл. 2). Существенной актив-
ностью, впрочем, характеризуется и четвертич-
ная бензимидазолиевая соль (IIe), лишь незначи-
тельно уступающая по активности препарату
сравнения.

На модели АДФ-индуцированной агрегации
тромбоцитов соединение (IIIa) продемонстриро-
вало антиагрегантную активность, сравнимую с
таковой у препарата сравнения ацетилсалицило-
вой кислоты, тогда как соединение (IIIb) в этом
случае проявило лишь незначительный антиагре-
гантный эффект (табл. 2).

При изучении антигликирующей активности
было показано, что соединение (IIIb) подавляет
образование конечных продуктов гликирования,
причем примерно столь же эффективно, как и
препарат сравнения аминогуанидин с хорошо из-
вестной антигликирующей активностью (табл. 3).

Среди не наблюдающихся у изученных соеди-
нений видов активности следует указать на отсут-
ствие 5-HT3- и 5-HT2А-антагонистического дей-
ствия, каппа-опиоидной агонистической и DPP-4-
ингибирующей активности (табл. 1–3), равно как
и на отсутствие антиоксидантной активности при
ее тестировании с использованием модели аскор-
бат-зависимого перекисного окисления липидов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Химический синтез. Исходные 1-замещенные

2-аминобензимидазолы (Ia–f) синтезировали из
2-аминобензимидазола и соответствующего ал-
килбромида или диалкиламиноалкилхлорида в
двухфазной системе 42%-ный NaOH–ацетон
[19]. 2-Аминобензимидазол получали из техниче-
ского метил-N-бензимидазолил-2-карбамата (БМК),
полупродукта синтеза фунгицида беномил [20].
Использовали также коммерчески доступные ре-
агенты фторфенацилбромид и фторфенацилхло-
рид (Alfa Aesar, Великобритания).

Соединения (IIIа, b) синтезировали по мето-
дике Анисимовой с соавт. [17].

Контроль за ходом реакций и чистотой синте-
зируемых соединений осуществляли методом
ТСХ на пластинах с Аl2О3 (элюент – хлороформ,

хроматограммы проявляли парами иода во влаж-
ной камере). ИК-спектры регистрировали на
приборе JACOFT/IR-6800 (Jasco, Япония) мето-
дом нарушенного полного внутреннего отраже-
ния в порошке, спектры 1Н-ЯМР (δ, м.д.) – на
спектрометре Varian Unity 300 (Varian, США) в
DMSO-d6 с использованием в качестве рефе-
ренсного сигнала остаточных протонов дейтеро-
растворителя. Температуру плавления определя-
ли на приборе Fisher Johns Melting Point Apparatus
(Fisher Scientific, США).

Общая методика синтеза четвертичных солей
2-амино-бензимидазолия (IIа–е). В раствор 2 ммоль
амина (Iа–е) в ацетоне (15 мл) вносили 2 ммоль
4-фторфенацилбромида. Бромиды (IIа–е) при
этом начинали практически сразу же выпадать в
осадок. После выдерживания реакционной смеси
при комнатной температуре в течение 8–10 ч оса-
док соли отфильтровывали, тщательно промыва-
ли ацетоном и высушивали на воздухе. Выход со-
единений (IIа–е) был близок к количественному
(92–95%). Для дальнейшей циклизации такие со-
ли могут быть использованы без дополнительной
очистки.

Сведения о выходе целевых продуктов, темпе-
ратура правления, данные спектров соединений,
а также данные элементного анализа соединений
(IIа–е) приведены в дополнительных материалах.

Биологическая активность полученных соедине-
ний. Эксперименты проводили на 132 белых не-
инбредных крысах обоего пола массой 250–450 г
(ООО “НПК БиоТех”, вет. свидетельство
№ 2003680881), 36 морских свинках обоего пола
массой 280–320 г (ООО “НПК БиоТех”, вет. сви-
детельство № 896613690) и 25 кроликах-самцах
породы шиншилла (ФГУП ОПХ “Манихино”,
вет. свидетельство № 2256618221) весом 3–4 кг,
содержащихся в условиях вивария в соответствии
c СП 2.2.1.3218-14 “Санитарно-эпидемиологиче-
ские требования к устройству, оборудованию и
содержанию экспериментально-биологических
клиник (вивариев)” (температура 18–22°С, есте-
ственный световой режим, стандартная диета в
соответствии с ГОСТ Р 50258-92).

NHE-1-ингибирующую активность изучали
in vitro по изменению формы тромбоцитов кроли-
ка методом измерения светопропускания [21, 22].
Забор крови осуществляли из краевой вены уха
кролика в пробирки с цитратом натрия (3.8%) в
соотношении 9 : 1. Кровь центрифугировали при
1000 об/мин в течение 12 мин (центрифуга Multi
centrifuge CM 6M, Elmi, Латвия), забирали бога-
тую тромбоцитами плазму. Активацию NHЕ-об-
менника проводили буферным раствором, содер-
жащим пропионат натрия (600 мкл, в ммоль/л:
пропионат натрия – 135, HEPES – 20, СaCl2 – 1,



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 3  2022

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ГАЛОГЕНИДОВ 335

МgCl2 – 1, глюкоза – 10; pH 6.7, 37°С). Для кон-
троля изменения светопропускания в условиях
нормального рН использовали раствор Кребса
(600 мкл, pH 7.4, 37°С). Изменение формы тром-
боцитов регистрировали по светопропусканию с
помощью лазерного анализатора агрегации тром-
боцитов АЛАТ-2 (ООО НПФ “БИОЛА”, Россия;
программное обеспечение AGGR версия 2.00,
Россия). Все соединения в концентрации 10 нМ в
объеме 10 мкл добавляли в кювету к 200 мкл бога-
той тромбоцитами плазмы за 5 мин до добавления
раствора пропионата натрия, инкубировали при
постоянном перемешивании (800 об/мин, 37°С).
В качестве препарата сравнения использовали се-
лективный ингибитор NHE-1 зонипорид (Sigma,
США). Активность определяли по способности
соединений изменять форму тромбоцитов (свето-
пропускание) в сравнении с контролем (∆%).

Экспериментальный поиск соединений, влия-
ющих на продолжительность рефрактерного пе-
риода миокарда изолированных предсердий,
проводили ex vivo и оценивали по усвоению навя-
занного ритма изолированными предсердиями
крыс [21, 22]. Изолированные предсердия поме-
щали в питательный раствор Кребса (состав, мМ:
NaCl – 118, КСl – 4.7, СаСl2 – 2.52, MgSO4 – 1.64,
NaHCO3 – 24.88, КН2РО4 – 1.18, глюкоза – 5.55)
при 24°C и постоянной оксигенации. Регистра-
цию фармакологического ответа проводили с по-
мощью изотонического датчика 7006 при диасто-
лической нагрузке 0.5 г и самописца Unirecord
(установка для работы на изолированных орга-
нах, Ugo Basile, Италия). Об активности соедине-
ний судили по минимальной эффективной кон-
центрации (МЭК), препятствующей навязыва-
нию ритма (3 Гц; длительность импульса 0.5 мс;
напряжение тока, в 2 раза превышающее порого-
вую величину; электростимулятор ЭСЛ-2, Рос-
сия) в течение 15 с. Все соединения вводили в
ванночку, где находились предсердия, и исследо-
вали в диапазоне концентраций 0.01–1 мМ. В ка-
честве препаратов сравнения использовали этмо-
зин (ГУ НИИ фармакологии им. В.В. Закусова,
Россия) и хинидин (Sigma, США).

Влияние соединений на гемореологические
свойства крови (вязкость крови) кролика изучали
в условиях моделирования синдрома повышен-
ной вязкости крови in vitro, заключающегося в
инкубировании крови при 42.5°С в течение
60 мин. Забор крови проводили из краевой ушной
вены кроликов методом свободного падения кап-
ли при стабилизации 3.8%-ным водным раство-
ром цитрата натрия (pH 6.0) в соотношении 9 : 1.
Производили стандартизацию образцов крови к
единому гематокриту 45 у.е. Определение кажу-
щейся вязкости крови проводили на анализаторе

крови (АКР-2, Россия) при скоростях сдвига от
300 до 10 с–1. Действие соединений на степень аг-
регации эритроцитов оценивали по изменению
индекса агрегации, рассчитываемому как отно-
шение показателя вязкости крови при скорости
сдвига 10 с–1 к вязкости крови при скорости сдви-
га 100 с–1. Соединения исследовали в концентра-
ции 100 мкМ. В качестве препарата сравнения ис-
пользовали пентоксифиллин (Aventis, Германия)
в концентрации 100 мкМ.

Влияние тестируемых образцов на функцио-
нальную активность тромбоцитов кролика in vitro
изучали согласно методу G. Born в модификации
В.А. Габбасова (1989) на двухканальном лазерном
анализаторе агрегации тромбоцитов АЛАТ-2
(ООО НПФ “БИОЛА”, Россия, программное
обеспечение AGGR версия 2.00, Россия) [21, 22].
Исследуемые соединения тестировали в концен-
трации 100 мкМ. Исследования выполняли на бо-
гатой тромбоцитами плазме. Венозную кровь за-
бирали из ушной краевой вены кролика, стабили-
зировали 3.8%-ным раствором цитрата натрия в
соотношении 9 : 1 и центрифугировали в течение
10 мин при 1500 об/мин (центрифуга MultiCentri-
fuge CM 6M, Elmi, Латвия). Для получения кон-
трольной пробы в стеклянную кювету агрегомет-
ра вносили 300 мкл богатой тромбоцитами плаз-
мы с магнитной мешалкой и добавляли индуктор
агрегации тромбоцитов АДФ в конечной концен-
трации 5 мкМ. Для изучения антиагрегантой ак-
тивности исследуемых соединений в кювету с
300 мкл богатой тромбоцитами плазмы первона-
чально добавляли 10 мкл раствора тестируемого
образца. Активность исследуемых соединений
определяли по способности соединений снижать
функциональную активность тромбоцитов в
сравнении с контролем (%). В качестве препарата
сравнения использовали ацетилсалициловую
кислоту (Sigma, США).

При определении антигликирующей активно-
сти реакционная смесь содержала растворы бы-
чьего сывороточного альбумина (1 мг/мл) и глю-
козы (500 мМ) в фосфатном буфере (pH 7.4). Для
предупреждения бактериального роста в буфер-
ный раствор вносили азид натрия в конечной
концентрации 0.02%. Соединения изучали в кон-
центрации 1 мМ. Образцы инкубировали в тече-
ние 24 ч при 60°С. Затем определяли специфиче-
скую флуоресценцию гликированного бычьего
сывороточного альбумина (БСА) на спектрофлу-
ориметре F-7000 (Hitachi, Япония) при длине
волны возбуждения 370 нм и испускания 440 нм.
Антигликирующую активность рассчитывали по
отношению к показателю флуоресценции отрица-
тельного контроля (гликированный БСА) [21]. В
качестве положительного контроля использовали
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известный ингибитор неферментативного гликози-
лирования аминогуанидин (Sigma, США).

Фармакологическую активность соединений в
отношении серотониновых рецепторов типов 2А
и 3 исследовали in vitro с использованием уста-
новки для работы с изолированными органами
(UgoBasile, Италия). Изучение 5-HT2А-активно-
сти соединений осуществляли с использованием
препарата изолированного сегмента рога матки
крысы [21, 22]. Для этого после наркотизации жи-
вотного (хлоралгидрат, Panreac Quimica, Испа-
ния; внутрибрюшинно 400 мг/кг) и эвтаназии ме-
тодом декапитации препарировали сегмент орга-
на, который помещали в ванночку установки со
следующими условиями инкубации: физиологи-
ческий раствор Тироде (рН 7.4), термостатирова-
ние 24°С, постоянная оксигенация 95–97% (кис-
лородный концентратор Армед 7А-3А, Россия).
Препарат органа соединяли с изотоническим дат-
чиком (модель 7006, UgoBasile, Италия) под на-
грузкой 1 г. В ванночку вносили изучаемое соеди-
нение или препарат сравнения кетансерин (Sig-
ma, США) в конечной концентрации 1 мкМ.
Через 2 мин добавляли серотонина гидрохлорид
(Sigma, США) в конечной концентрации 1 мкМ.
Контрольное измерение проводили только с ис-
пользованием серотонина. После каждого тести-
рования осуществляли смену физиологического
раствора не менее 3 раз. Величину (∆%) антисе-
ротонинового действия соединений рассчитыва-
ли по изменению спастического эффекта серото-
нина относительно контрольного измерения.

Исследование активности соединений в отно-
шении 3-го типа 5-HT-рецепторов проводили
аналогичным образом с использованием препа-
рата изолированных предсердий морской свинки
[21, 22]. Условия инкубации органа: раствор
Кребса (pH 7.4), термостатирование 37°С, посто-
янная оксигенация 95–97%. Тестирование соеди-
нений проводили в концентрации 1 мкМ при ин-
кубации в течение 2 мин. В качестве препарата
сравнения использовали трописетрона гидрохло-
рид (Sigma, США) в аналогичной концентрации.
Оценивали способность соединений изменять
частоту спонтанных предсердных сокращений
(∆%) при стимуляции серотонина гидрохлори-
дом (конечная концентрация 3 мкМ, Sigma,
США).

Влияние соединений на каппа-опиоидные ре-
цепторы исследовали in vitro на модели активации
тромбоцитов методом малоуглового светорассея-
ния в солевой среде (буфер Tris-HCl, рН 7.4). Ве-
нозную кровь из краевой ушной вены кроликов
стабилизировали 3.8%-ным раствором цитрата
натрия в соотношении 9 : 1 и центрифугировали
при 1000 об/мин в течение 10 мин. Эксперименты

проводили в термостатируемой кюветной камере
лазерного анализатора размеров частиц ЛАСКА-
1К (ООО “Люмэкс”, Россия). На кювету фото-
метра, снабженную перемешивающим устрой-
ством и содержащую 7 мл среды и 0.1 мл богатой
тромбоцитами плазмы под углом 90° направляли
свет от лазерного источника. Регистрировали интен-
сивность светорассеяния в диапазоне углов 2°–14° (с
шагом в 2°): начальную (после внесения тромбо-
цитов) и последующую (после внесения соедине-
ний). Все изучаемые соединения исследовали в
концентрации 100 мкМ, время экспозиции со-
ставляло 2 мин. В качестве препарата сравнения
использовали селективный каппа-агонист
U-50488 (Sigma, США). Динамику интенсивно-
сти светорассеяния (I) рассчитывали по формуле:

где А – начальная величина сигнала светопропус-
кания, А1 – последующее ее значение при введении
соединения. Специфичность каппа-опиоидного
характера действия исследуемых соединений изу-
чали в условиях 2-минутной преинкубации с селек-
тивным каппа-антагонистом норбинолторфими-
ном (norBNI) в конечной концентрации 100 мкМ
(Sigma, США) [23].

Для оценки ингибиторной активности соеди-
нений в отношении DPP-4 вносили 40 мкл плаз-
мы крови здоровых добровольцев в 50 мкл 0.1 М
буферного раствора Tris-HCl (pH 8.0). В получен-
ную смесь добавляли 10 мкл раствора исследуе-
мого соединения до конечной концентрации
100 мкМ в Tris-буферном растворе и преинкуби-
ровали при 37°С в течение 5 мин. Затем вносили в
реакционную смесь 100 мкл 1 мМ раствора суб-
страта дипептидилпептидазы-4 Gly-Pro-п-нитро-
анилида (Sigma, США). Инкубировали при 37°С в
течение 15 мин и регистрировали образование
п-нитроанилина по величине оптической плот-
ности при длине волны 405 нм [24], используя
микропланшетный ридер Infinite M200 PRO
(Tecan, Австрия). В контрольную пробу вносили
равный объем растворителя. В качестве препарата
сравнения использовали вилдаглиптин (Sigma,
США).

Антиоксидантные свойства изучали in vitro на
модели аскорбат-зависимого перекисного окис-
ления липидов [21, 22]. Соединения изучали в
концентрации 1 мкМ. В качестве препарата срав-
нения использовали антиоксидант дибунол (Merck,
Германия) в концентрации 1 мкМ. За кинетикой
перекисного окисления липидов, индуцируемого
раствором аскорбиновой кислоты, следили по
накоплению малонового диальдегида в реакции с
2-тиобарбитуровой кислотой (ТБК) (Fluka,
Швейцария). Пробы, содержащие 10%-ный экс-
тракт гомогената печени крысы, полученный в

( )[ ]1 – 100%,I A А А= ×
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стеклянном гомогенизаторе Поттера с электриче-
ским приводом МШ-2 (Россия), на 0.1 М Tris-
НСl-буфере (рН 7.4) инкубировали в течение
10 мин в водяном термостате (EL-20, Votice,
Польша) при 37°С. После инициирования реак-
ции добавлением 0.8 мМ аскорбиновой кислоты в
пробе осаждался белок, реакцию останавливали
добавлением 0.2 мл 50%-ной трихлоруксусной
кислоты. После центрифугирования при
3000 об/мин в течение 10 мин на центрифуге
СМ-6М 3 (Elmi, Латвия) к надосадочной жидко-
сти добавляли 0.8%-ный раствор 2-тиобарбиту-
ровой кислотой (ТБК, Fluka, Швейцария), пробы
кипятили 10 мин на водяной бане. Пробы фото-
метрировали в кварцевой кювете с длиной опти-
ческого пути 1 см при длине волны 532 нм на
цифровом спектрофотометре PD-303UV (Apel,
Япония). Активность соединений оценивали в
процентах ингибирования по отношению к пробе
без соединения по результатам трех независимых
экспериментов по формуле:

где Ео – оптическая плотность в пробе с соедине-
нием; Ек – оптическая плотность контроля, не
содержащего исследуемое соединение.

Все исследованные соединения и препараты
растворяли в дистиллированной воде. Препарат
сравнения ацетилсалициловую кислоту (Sigma,
США) растворяли в 30 мкл диметилсульфоксида
(ДМСО) с последующим добавлением дистилли-
рованной воды до необходимого объема.

При выборе концентраций для исследования
рецепторной активности новых химических со-
единений ориентировались на фармакологиче-
ски эффективные в условиях экспериментальной
модели концентрации эталонного препарата
сравнения. При проведении исследований по
описанным видам активности все соединения и
препараты сравнения были изучены в шести по-
вторах на точку.

Статистические расчеты проводили с помо-
щью попарного сравнения выборок с использо-
ванием U-критерия Манна–Уитни в пакете про-
грамм Statistica 6.0 (Statsoft Inc.). Различия счита-
ли статистически значимыми при р < 0.05.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Синтезированы шесть соединений галогени-

дов 2-аминобензимидазолия и два продукта их
циклизации – производных 9-замещенных 2-(4-
фторфенил)имидазо[1,2-a]бензимидазолов, ис-
следована их биологическая активность in vitro в
отношении мишеней, участвующих в процессах
кардиопротекции. Нами предварительно был
проведен анализ зависимости биологической ак-

тивности от химической структуры ранее изучен-
ных химических молекул и составлены прогнозы,
результаты которых нашли подтверждение в дан-
ном исследовании. Так, при изучении NHE-1-
ингибирующей активности наиболее активное
соединение (IIf) с морфолиноэтильным N-заме-
стителем обнаружено среди производных амино-
бензимидазолия. Его активность статистически
значимо превосходила активность препарата
сравнения зонипорида. N9-замещенные имида-
зо[1,2-a]бензимидазолы были рассмотрены как
перспективный класс структур с высокой способ-
ностью увеличивать рефрактерность миокарда, а
также обладающих гемореологической активно-
стью. При исследовании на изолированных пред-
сердиях крыс их способности увеличивать продол-
жительность рефрактерного периода активными
оказались представители 2-фторфенилимидазо[1,2-
a]бензимидазолов, имеющих в положении N9 ди-
этиламиноэтильный (IIIa) и диметиламиноэтиль-
ный (IIIb) заместители. По величине МЭК их эф-
фект был подобен препарату сравнения этмозину.
Эти же соединения достоверно снижали индекс
агрегации эритроцитов, превосходя по своей ак-
тивности препарат сравнения пентоксифиллин.
Прогнозы антиагрегантной активности в боль-
шей степени связаны с производными класса N9

2,3-дигидроимидазо[1,2-a]бензимидазола, у изу-
ченных производних имидазо[1,2-a]бензимида-
зола не выявлена выраженная активность. Для га-
логенидов 2-аминобензимидазолия наличие анти-
оксидантной, каппа-опиоидной агонистической,
5-НТ2А- и 5-НТ3-антагонистической активностей
не выявлено ни в прогнозе, ни в эксперименте.

Таким образом, были обнаружены активные
соединения, представляющие интерес для опре-
деления их безопасности и перспектив дальней-
ших исследований. Соединение (IIIb) оказалось
активным в отношении трех мишеней: оно увели-
чивает рефрактерный период, снижает индекс аг-
регации тромбоцитов, подавляет образование ко-
нечных продуктов гликирования, подобно препа-
рату сравнения аминогуанидину. Одновременное
применение методов медицинской химии и фар-
макологии может перевести направленный поиск
новых активных соединений на качественно но-
вый уровень системного поиска.
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Pharmacological Properties of 2-Aminobenzimidazole Halides 
and Imidazo[1,2-a]benzimidazole Derivatives
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Кислотным гидролизом в 0.1 М водном растворе соляной кислоты получены образцы хитозана с
различными величинами молекулярных масс – 350 и 200 кДа, определенными вискозиметрическим
методом. Из полученных образцов синтезированы целевые производные N-сукциноилхитозана и
N-малеоилхитозана, структура которых подтверждена методом ИК-спектроскопии, а степени заме-
щения рассчитаны на основе титриметрических данных. Осуществлена адсорбционная иммобили-
зация папаина на хитозане и его производных. Оптимальное соотношение содержания белка (мг/г но-
сителя), общей активности (ед./мл раствора) и удельной активности (ед./мг белка) выявлено при иммо-
билизации папаина на матрице хитозана и N-сукциноилхитозана с молекулярной массой 200 кДа.
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ВВЕДЕНИЕ
Хитозан – один из самых распространенных

полисахаридов, представляющий собой линейный
сополимер D-глюкозамина и N-ацетил-D-глюкоз-
амина, соединенных между собой 1,4-β-гликозид-
ными связями. За счет наличия свободной пер-
вичной аминогруппы он проявляет свойства по-
ликатиона [1] и способен к взаимодействию с
различными органическими и неорганическими
соединениями. Благодаря этому хитозан находит
широкое применение в различных областях дея-
тельности человека: в создании гибридных гидро-
гелей и суперабсорбентов для сельского хозяйства
и гигиенической промышленности [1–4], в биоме-
дицинских целях для разработки систем доставки
биологически активных веществ и новых форм ле-
карственных препаратов, в тканевой инженерии
[5–8] и т.д.

Для расширения возможностей применения
хитозана целесообразно проводить его химиче-
скую модификацию. Хорошо известно, что мак-
ромолекулы поли-β-гликозидов связаны боль-

шим количеством внутри- и межмолекулярных
водородных связей, образующихся между гид-
роксильными и аминогруппами пиранозных ко-
лец [9]. Это сказывается на их способности рас-
творяться в воде: хитозаны с Mr > 10000 раствори-
мы только в кислых средах с рН < 6.5 [10].
Введение же функциональных групп, блокирую-
щих центры образования водородных связей,
позволяет повысить рН-диапазон растворимости
этого полимера. Кроме того, введение новых
групп может увеличить конъюгирующую способ-
ность или биологическую активность. Например,
введение в макромолекулы остатков янтарной
кислоты усиливает антибактериальные свойства
хитозана [11].

Перспективно использование хитозана и его
производных в качестве матриц для адсорбцион-
ной иммобилизации ферментов. Создание иммо-
билизованных форм энзимов позволяет расши-
рить оптимумы каталитической активности по-
следних, а также защитить их от негативного
воздействия окружающей среды [12–15]. Однако
из-за ограниченной способности хитозана к рас-
творению в водных средах процесс иммобилиза-
ции белков может протекать недостаточно полно

# Автор для связи: (тел.: +7 (473) 220-85-86; эл. почта:
holyavka@rambler.ru).
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ввиду стерической недоступности функциональ-
ных групп полисахаридных макромолекул, а так-
же несовпадения значений рН растворов, требуе-
мых для растворения полисахарида, с рН-опти-
мумами ферментов. Поэтому использование
водорастворимых производных хитозана, сочета-
ющих в себе нетоксичность и биосовместимость
природного полимера с увеличенной способно-
стью к растворению в воде, позволит создать бо-
лее эффективные формы иммобилизованных
ферментных препаратов.

Папаин – растительный фермент, получаемый
из плодов папайи Carica papaya. Это глобулярный
белок, состоящий из 212 а.о., с молекулярной
массой 23 кДа. Папаин – цистеиновая протеаза,
он стабилен в широком диапазоне условий, даже
при высоких температурах, обладает терапевти-
ческими свойствами, такими как антибактери-
альное, антиоксидантное и противоопухолевое
действие. Кроме того, папаин может защищать
клетки от повреждений, вызванных H2O2 [16].

Применение ферментов (в том числе, папаи-
на) в свободной форме затруднено по ряду при-
чин, к которым можно отнести трудоемкость их
отделения от исходных реагентов и продуктов ре-
акции после завершения процесса, неустойчи-
вость (лабильность) энзимов к окружающим фак-
торам, а также при различных внешних воздей-
ствиях, трудоемкость их очистки.

Иммобилизация ферментов на твердых носи-
телях поможет преодолеть эти недостатки за счет
повышения стабильности по сравнению со сво-
бодной формой энзима. Температура, pH и ис-
пользуемый растворитель – важные факторы, ко-
торые напрямую влияют на структуру фермента.
Эти факторы следует оптимизировать в процессе
иммобилизации. Иммобилизованный фермент
имеет более жесткую молекулярную структуру,
менее подвержен конформационным изменени-
ям и иногда характеризуется более высокой до-
ступностью активного центра для биокатализа.
Кроме того, активность фермента может увели-
чиваться после иммобилизации за счет измене-
ния конформации фермента [17].

Цель настоящей работы – синтез водораство-
римых производных хитозана – N-малеоилхито-
зана и N-сукциноилхитозана – c различными мо-
лекулярными массами для дальнейшего исполь-
зования в качестве матриц для адсорбционной
иммобилизации папаина.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Молекулярная масса полимера – одна из клю-

чевых характеристик, определяющих его физико-
химические и биологические свойства, такие как
способность к растворению, токсичность, конъю-
гирующая способность и др. Например, в работе
Kuznetsov et al. [18] показано, что снижение моле-

кулярной массы полимеров, используемых в ка-
честве экстрагентов аминокислот, приводит к по-
вышению количественных характеристик экс-
тракции ввиду увеличения стерической
доступности функциональных групп, участвую-
щих в процессе связывания целевых компонен-
тов. В связи с этим первым этапом настоящего
исследования было получение хитозанов с раз-
личными молекулярными массами. Наиболее до-
ступный в лабораторных условиях способ влия-
ния на величину молекулярной массы полисаха-
ридов – кислотный гидролиз. В литературе
имеются данные об использовании уксусной,
азотной, серной и соляной кислот для гидролиза
полисахаридных молекул [18–20]. Однако азот-
ная кислота, как мощный окислитель, может вы-
звать ряд побочных процессов; серная кислота –
двухосновная, поэтому ее использование может
привести к сшивке макромолекул хитозана; про-
цесс деструкции полисахаридов в слабой уксус-
ной кислоте протекает с невысокой скоростью; в
связи с чем для деструкции хитозана мы исполь-
зовали соляную кислоту. Механизм возможных
при деструкции полисахарида процессов пред-
ставлен на рис. 1 [21, 22].

Для того чтобы подтвердить структуру образо-
вавшегося в процессе деструкции вещества, на-
ми был использован метод ИК-спектроскопии с
Фурье-преобразованием. ИК-спектр коммерче-
ского хитозана (рис. 2a, кривая 1) содержит поло-
сы поглощения в области 1024–1058 см–1, относя-
щиеся к колебаниям группы С–О–С пиранозно-
го цикла, ряд полос при 1256, 1374, 1420 и в
области 1917–2848 см–1, соответствующих дефор-
мационным колебаниям метильных и метилено-
вых групп циклического фрагмента полисахари-
да, при 1651 см–1 – полоса амид I – валентные ко-
лебания группы С=О, при 1581 см–1 – полоса
амид II – колебания первичной аминогруппы
[21]. Также в спектре присутствует широкая по-
лоса поглощения при 3353 см–1, относящаяся к
колебаниям ОН-групп молекул воды, ассоцииро-
ванных с макромолекулами полимера. В ИК-
спектре хитозана, деструктированного кислот-
ным гидролизом под действием раствора соляной
кислоты, вышеперечисленные полосы также
присутствуют (рис. 2a, кривая 2). Кроме того, в
спектре деструктированного полимера появляет-
ся новая низкоинтенсивная полоса поглощения
при 2876 см–1 [22], относящаяся к валентным ко-
лебаниям гидрохлоридов первичных аминов.

Молекулярные массы деструктированного хи-
тозана, рассчитанные по уравнению Марка–Ку-
на–Хаувинка–Сакурады, с учетом величин кон-
стант K и α, взятых из литературных данных, со-
ставили 350 и 200 кДа. Известно [22], что
растворимость хитозана в воде зависит от величи-
ны его молекулярной массы. Полученные кис-
лотной деструкцией образцы не растворяются в
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воде, в связи с чем следующим этапом работы был
синтез водорастворимых производных хитозана
из полученных полимеров.

Для получения водорастворимых производ-
ных хитозана была осуществлена модификация
полисахарида ангидридами янтарной и малеино-
вой кислот. Выбор ацилирующих агентов обу-
словлен тем, что янтарная кислота и ее производ-
ные играют важную роль в метаболизме клетки, а
также они нетоксичны для организма человека и
животных. Малеиновая кислота – аналог янтар-
ной, однако содержит кратную связь между ато-
мами С-2 и С-3, что оказывает влияние на хими-
ческие свойства соединения. В связи с этим пред-
ставляет интерес сравнение свойств хитозанов,
модифицированных остатками этих кислот, как
матриц для иммобилизации папаина. Схема реак-
ции модификации хитозана представлена рис. 3.

Структуры полученных производных подтвер-
ждали с помощью ИК-спектроскопии. В ИК-
спектре N-малеоилхитозана (рис. 2б, кривая 3)
присутствуют характерные для хитозана полосы
поглощения, описанные выше, а также появляет-
ся новая полоса поглощении при 1746 см–1, соот-
ветствующая колебаниям группы карбонила
карбоксильных групп, введенных в пиранозный
цикл полисахарида. Наличие этой полосы в ИК-
спектре, а также способность к растворению в во-
де подтверждают успешность синтеза производ-
ных хитозана.

В ИК-спектре N-сукциноилхитозана (рис. 2б,
кривая 4) наблюдается значительное увеличение
интенсивности и смещение полос поглощения,
соответствующих колебаниям карбонильных
(с 1651 до 1632 см–1) и первичных аминогрупп
(с 1581 до 1546 см–1), а также появляется новая по-

Рис. 1. Схема процессов, протекающих при кислотной деструкции хитозана.

O

OH

OH NH

O

O
O

OH

OH NH2

O

n

O

OH

OH NH

O

O
O

OH

OHH2N
O

H

m

O

OH

OH NH
O

O

OH

OH NH
O

OH2N

O

HO
OH

O

OH

OH N
O

O

HO

OHN
O

H 2O
−C

H 3C
O

O
H

O

OH

OHH2N
O+

O

NH2

O

OH

HO

2



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 3  2022

АЦИЛЬНОМОДИФИЦИРОВАННЫЕ ВОДОРАСТВОРИМЫЕ ПРОИЗВОДНЫЕ ХИТОЗАНА 343

лоса поглощения при 2924 см–1, относящаяся к
колебаниям метиленовых групп остатков янтар-
ной кислоты [23]. Спектральные данные подтвер-
ждают образование желаемого продукта реакции,
а также присоединение заместителя через амино-
группу хитозана.

Использованные для синтеза реакции отно-
сятся к полимераналогичным превращениям, по-
этому молекулярные массы синтезированных

продуктов не определяли, принимая их равными
массам используемых в синтезе полисахаридов.

Степени замещения синтезированных произ-
водных хитозана рассчитывали из данных кислот-
но-основного титрования [24]. Результаты опреде-
ления приведены в табл. 1. Как видно из представ-
ленных данных, с увеличением молекулярной
массы модифицированного хитозана уменьшается
эффективность замещения, что обусловлено влия-

Рис. 2. ИК-спектры хитозанов и его производных: 1 – коммерческий хитозан, 2 – деструктированный хитозан,
3 – N-малеоилхитозан, 4 – N-сукциноилхитозан.
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нием стерического фактора на доступность функ-
циональных групп макромолекул полисахарида.

Для проектирования гетерогенного биоката-
лизатора необходимо понимать механизм взаи-
модействия носителя с молекулами фермента.
Мы изучили типы взаимодействий, энергии свя-
зывания, аминокислотный состав поверхностей
папаина, которые в процессе адсорбции взаимо-
действуют с носителем (рис. 4–6). Из рисунков
видно, что связи и взаимодействия с хитозаном и
его производными образуются с участием актив-
ного центра фермента (Cys25 и His159), что, есте-
ственно, должно отразиться на активности иммо-
билизованных образцов. Аффинность связыва-
ния папаина с хитозаном составила –6.9, с
N-малеоилхитозаном –8.3, а с N-сукциноилхитоза-
ном –7.6 ккал/моль (табл. 2), что указывает на более
высокую степень сродства фермента к N-малеоил-
хитозану при иммобилизации. Анализ содержания
белка в гетерогенных препаратах также показал, что
наибольшее количество папаина (мг/г носителя)
сорбируется на N-малеоилхитозане с молекуляр-
ной массой 350 кДа (рис. 7). Однако при этом
фермент, вероятно, находится в каталитически
невыгодной конформации, что отрицательно
сказывается на его протеолитической активно-
сти. Общая активность папаина (ед./мл раствора)
оказалась выше при его иммобилизации на хито-
зане с молекулярными массами 200 и 600 кДа
(рис. 8). Наибольшую удельную активность пока-
зали образцы, адсорбированные на матрице хито-
зана и N-сукциноилхитозана с молекулярной
массой 200 кДа (рис. 9). В целом же прослежива-
ется следующая закономерность: чем больше об-
разуется связей и взаимодействий с матрицей по-
лимера, тем ниже удельная активность получае-
мого биокатализатора.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использован хитозан из креветочных

панцирей со средней молекулярной массой
600 кДа и степенью деацетилирования 0.85 (ООО
“Биопрогресс”, Россия). Для получения водорас-
творимых производных хитозана применяли ян-
тарный и малеиновый ангидриды (оба >98%; Sig-
ma, США). Все реактивы использовали без до-
полнительной очистки.

Для получения хитозанов с различными моле-
кулярными массами проводили кислотный гид-
ролиз исходного полисахарида. Навеску хитозана
массой 1 г растворяли в 100 мл 2%-ного водного
раствора уксусной кислоты, после чего переноси-
ли раствор в круглодонную колбу, снабженную
обратным холодильником, добавляли 50 мл 0.1 М
водного раствора НСl и кипятили в течение 10
или 20 мин. Далее смесь охлаждали до комнатной
температуры, раствор нейтрализовали водным
раствором аммиака до слабощелочного значения
рН. Полимер из реакционной массы выделяли

Рис. 3. Схема модификации хитозана.
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Таблица 1. Степени замещения синтезированных
производных хитозана

№ Полисахарид Молекулярная 
масса, кДа

Степень 
замещения

1 N-сукциноилхитозан 600 0.21
350 0.32
200 0.45

2 N-малеоилхитозан 600 0.28
350 0.39
200 0.51
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осаждением в изопропиловый спирт, после чего
промывали дистиллированной водой и этиловым
спиртом и сушили в вакуумном сушильном шка-
фу до постоянной массы.

Молекулярные массы деструктированных хи-
тозанов определяли общепринятым вискозимет-
рическим методом с помощью вискозиметра
Уббелоде (Cannon Instrument Company, США) в
смеси водных растворов 0.3 М уксусной кислоты
и 0.2 М ацетата натрия при 25°С. Из данных вис-
козиметрии с помощью уравнения Марка–Ку-
на–Хаувинка–Сакурады вычисляли значения
молекулярных масс:

где [η] – характеристическая вязкость (дл/г), рас-
считанная из данных вискозиметрии; М – сред-
невязкостная молекулярная масса полимера; K и
α – константы, равные 82 × 10–5 дл/г и 0.76 соот-
ветственно [25].

[ ] ,K M αη = ×

N-сукциноилхитозан получали по следующей
методике. Навеску хитозана массой 2 г растворя-
ли в 200 мл 2%-ного водного раствора уксусной
кислоты. Затем растворяли 0.4 г янтарного ангид-
рида в 25 мл ацетона и вносили по каплям в тече-
ние 30 мин в раствор хитозана. Полученную смесь
выдерживали 2 ч на водяной бане при 50°С, далее
смесь охлаждали до комнатной температуры. По-
лимер из реакционной массы выделяли осажде-
нием в 4-метил-2-пентанон, после чего промыва-
ли этиловым спиртом, отфильтровывали и суши-
ли в вакуумном сушильном шкафу до постоянной
массы.

Для синтеза N-малеолилхитозана навеску хи-
тозана массой 1.6 г растворяли в 100 мл 2%-ного
водного раствора уксусной кислоты и перемеши-
вали до полного растворения хитозана. Затем рас-
творяли 3 г малеинового ангидрида в 50 мл этило-
вого спирта и вносили в раствор хитозана. Смесь
выдерживали 4 ч при комнатной температуре.
Полимер из реакционной массы выделяли оса-
ждением в 4-метил-2-пентанон, после чего про-

Рис. 4. Связи и взаимодействия между папаином и хитозаном (пунктирными линиями обозначены водородные связи,
длина связей приведена в Å).
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мывали этиловым спиртом и сушили в вакуумном
сушильном шкафу до постоянной массы.

Модификацию хитозанов подтверждали с по-
мощью метода ИК-спектроскопии. ИК-спектры
регистрировали в диапазоне частот 4000–400 см–1

на спектрометре Bruker Vertex 70 с Фурье-преоб-
разователем (Bruker Optics, Германия) методом
нарушенного полного внутреннего отражения.

Степень замещения полученных полимеров
определяли титриметрически согласно методике,
представленной в работе Kasaai [26].

Иммобилизацию папаина на матрице хитоза-
на и его производных осуществляли адсорбцион-
ным методом. К 1 г хитозана добавляли 20 мл рас-
твора фермента (в концентрации 2 мг/мл в глици-
новом буфере, рН 9.0), инкубировали в течение
2 ч. После окончания инкубации образовавший-

Рис. 5. Связи и взаимодействия между папаином и N-малеоилхитозаном (пунктирными линиями обозначены водо-
родные связи, длина связей приведена в Å).
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ся осадок (в виде геля) промывали 50 мМ Tris-
HCl-буфером (pH 7.5) до отсутствия в промывных
водах белка (контроль осуществляли на спектро-
фотометре СФ-2000 (ОКБ “Спектр”, Россия) при
λ = 280 нм).

Содержание белка в иммобилизованных пре-
паратах папаина определяли методом Лоури [27].
Определение протеолитической активности фер-
мента проводили на субстрате азоказеине (Sigma,
США) [28]. К 50 мг образца добавляли 200 мкл
Tris-HCl-буфера, pH 7.5, 800 мкл азоказеина
(0.5% в 50 мМ Tris-HCl-буфере, pH 7.5) и инкуби-
ровали 2 ч при 37°C. Далее добавляли 800 мкл

ТХУ (5%), инкубировали 10 мин при 4°C, за-
тем центрифугировали в течение 3 мин при
13000 об/мин для удаления негидролизованного
азоказеина. К 1200 мкл супернатанта добавляли
240 мкл 3%-ного NaOH для нейтрализации кис-
лоты, после чего измеряли оптическую плотность
опытной пробы при 410 нм в 1-см кювете на спек-
трофотометре СФ-2000. Контрольная проба со-
держала 800 мкл азоказеина, 800 мкл ТХУ, 50 мг
образца и 200 мкл Tris-HCl-буфера. За единицу
каталитической активности принимали количе-
ство фермента, которое в условиях эксперимента
гидролизует 1 мкМ субстрата за 1 мин. 

Рис. 6. Связи и взаимодействия между папаином и N-сукциноилхитозаном (пунктирными линиями обозначены
водородные связи, длина связей приведена в Å).
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Таблица 2. Аминокислотные остатки папаина, формирующие связи и взаимодействия с хитозаном и его произ-
водными

Аффиность, 
ккал/моль

Аминокислотные остатки, формирующие

водородные связи, и длина связи иные типы взаимодействий

1) Аминокислоты папаина, которые образуют связи и взаимодействия с хитозаном
−6.9 Cys25, 2.99 Å

Asn64, 2.95 Å
Val157, 3.18 Å

Gln19, Ser21, Cys22, Gly23, Gly65, Gly66, Val157, 
Asp158, His159, Ala160, Trp177

2) Аминокислоты папаина, которые образуют связи и взаимодействия с N-малеоилхитозаном
−8.3 Gln19, 3.07 Å

Ser21, 2.99 Å 
Cys25, 2.77 Å 
Gly66, 2.92 Å 
Gln142, 3.06 Å 
Asp158, 3.07 Å 
His159, 3.1 Å
Trp177, 2.71 Å

Gly20, Gly23, Trp26, Tyr61, Cys63, Asn64, Gly65, 
Tyr67, Pro68, Val133, Ala136, Val157, Ala160

3) Аминокислоты папаина, которые образуют связи и взаимодействия с N-сукциноилхитозаном
−7.6 Ser21, 3.13 Å

Cys25, 3.19 Å
Gln142, 2.79 Å
Asp158, 3.05 Å
His159, 2.92 Å

Cys22, Gly23, Tyr61, Asn64, Gly65, Gly66, Tyr67, 
Pro68, Val133, Ala136, Ala137, Val157, Ala160, 
Trp177, Trp181

Рис. 7. Содержание белка (мг/г носителя) в препаратах папаина, иммобилизованного адсорбционным методом на
матрице хитозана и его производных.
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Рис. 8. Общая каталитическая активность (ед./мл раствора) в препаратах папаина, иммобилизованного адсорбцион-
ным методом на матрице хитозана и его производных.
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Рис. 9. Удельная каталитическая активность (ед./мг белка) в препаратах папаина, иммобилизованного адсорбцион-
ным методом на матрице хитозана и его производных.
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Удельную протеолитическую активность па-
паина (ед./мг) рассчитывали по формуле:

,

где А – протеолитическая активность, мкМ/мин
на 1 мг белка; D – оптическая плотность при
410 нм; 1000 – пересчет в мкМ; 120 – время инку-
бации, мин; 200 – объем пробы, мкл; С – концен-
трация белка в пробе, мг/мл, измеренная по ме-
тоду Лоури.

Статистическую значимость различий вели-
чин контрольных и опытных показателей опреде-
ляли по t-критерию Стьюдента (при p < 0.05), по-
скольку все показатели характеризовались нор-
мальным распределением.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Были синтезированы производные N-сукци-
ноилхитозана и N-малеоилхитозана с молекуляр-
ными массами 200, 350 и 600 кДа. Структура по-
лученных производных подтверждена методом
ИК-спектроскопии. Осуществлена адсорбцион-
ная иммобилизация папаина на хитозане и его
производных. In silico изучены типы взаимодей-
ствий, энергии связывания, аминокислотный со-
став поверхностей папаина, которые в процессе
адсорбции взаимодействуют с носителем. Выяв-
лена следующая закономерность: чем больше об-
разуется связей и взаимодействий с матрицей по-
лимера, тем ниже удельная активность получаемого
биокатализатора. Установлено, что оптимальное
соотношение содержания белка (мг/г носителя),
общей активности (ед./мл раствора) и удельной ак-
тивности (ед./мг белка) наблюдается при иммоби-
лизации папаина на матрице хитозана и N-сукци-
ноилхитозана с молекулярной массой 200 кДа.

Полученные результаты могут быть полезны
при разработке промышленных катализаторов и
медицинских препаратов на основе иммобилизо-
ванного папаина.

БЛАГОДАРНОСТИ

Экспериментальные исследования проведены с ис-
пользованием научно-технической базы Центра кол-
лективного пользования научным оборудованием Во-
ронежского государственного университета.

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 21-74-20053).

1000
120 200

DА
С

×=
× ×

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит описания экспери-
ментов с участием людей или использованием живот-
ных в качестве объектов исследования.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Ravishankar K., Dhamodharan R. // Reactive and

Functional Polymers. 2020. V. 149. P. 104517. 
https://doi.org/10.1016/j.reactfunctpolym.2020.104517

2. Qureshi M.A., Nishat N., Jadoun S., Ansari M.Z. // Car-
bohydrate Polymer Technologies and Applications.
2020. V. 1. P. 100014. 
https://doi.org/10.1016/j.carpta.2020.100014

3. Sanchez-Salvador J.L., Balea A., Concepcion Monte M.,
Negro C., Blanco A. // Int. J. Biol. Macromol. 2021.
V. 178. P. 325–343. 
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2021.02.200

4. Rizwan M., Gilani S.R., Durani A.I., Naseem S. //
J. Adv. Res. 2021. V. 33. P. 15–40. 
https://doi.org/10.1016/j.jare.2021.03.007

5. Pellá M.C.G., Lima-Tenório M.K., Tenório-Neto E.T.,
Guilherme M.R., Muniz E.C., Rubira A.F. // Carbohydr.
Polym. 2018. V. 196. P. 233–245. 
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2018.05.033

6. Peers S., Montembault A., Ladavière C. // J. Control.
Release. 2020. V. 326. P. 150–163. 
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2020.06.012

7. Qu B., Luo Y. // Int. J. Biol. Macromol. 2020. V. 152.
P. 437–448. 
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.02.240

8. Pita-López M.L., Fletes-Vargas G., Espinosa-Andrews H.,
Rodríguez-Rodríguez R. // Eur. Polym. J. 2021. V. 145.
P. 110176. 
https://doi.org/10.1016/j.eurpolymj.2020.110176

9. Jiang T., James R., Kumbar S.G., Laurencin C.T. //
Natural and Synthetic Biomedical Polymers / Eds.
Kumbar S.G., Laurencin C.T., Deng M. Amsterdam:
Elsevier Science, 2014. P. 91–113. 
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-396983-5.00005-3

10. Akpan E.I., Gbenebor O.P., Adeosun S.O., Cletus O. //
Handbook of Chitin and Chitosan / Eds. Gopi S.,
Thomas S., Pius A. Amsterdam: Elsevier Science, 2020.
P. 131–164. 
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-817970-3.00005-5

11. Niu X., Zhu L., Xi L., Guo L., Wang H. // Food Control.
2019. V. 108. P. 106829. 
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2019.106829

12. Holyavka M.G., Evstigneev M.P., Artyukhov V.G.,
Savin V.V. // J. Mol. Catalysis B: Enzymatic. 2016.
V. 129. P. 1–5. 
https://doi.org/10.1016/j.molcatb.2016.03.006

13. Holyavka M.G., Kayumov A.R., Baydamshina D.R., Korole-
va V.A., Trizna E.Y., Trushin M.V., Artyukhov V.G. // Int. J.
Biol. Macromol. 2018. V. 115. P. 829–834. 
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.04.107



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 3  2022

АЦИЛЬНОМОДИФИЦИРОВАННЫЕ ВОДОРАСТВОРИМЫЕ ПРОИЗВОДНЫЕ ХИТОЗАНА 351

14. Holyavka M.G., Kondratyev M.S., Lukin A.N.,
Agapov B.L., Artyukhov V.G. // Int. J. Biol. Macromol.
2019. V. 138. P. 681–692. 
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.07.132

15. Holyavka M., Faizullin D., Koroleva V., Olshannikova S.,
Zakhartchenko N., Zuev Yu., Kondratyev M., Zakharova E.,
Artyukhov V. // Int. J. Biol. Macromol. 2021. V. 180.
P. 161–176. 
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2021.03.016

16. Jain J. // Int. J. Engineering Appl. Sci. Technol. 2020.
V. 5. P. 193–197.

17. Vasconcelos N.F., Cunha A.P., Ricardo N.M.P.S.,
Freire R.S., de Araújo Pinto Vieira L., Brígida A.I.S., de
Fátima Borges M., de Freitas Rosa M., Vieira R.S., An-
drade F.K. // Int. J. Biol. Macromol. 2020. V. 165.
P. 3065–3077. 
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.10.200

18. Kuznetsov V.A., Lavlinskaya M.S., Ostankova I.V., Sha-
talov G.V., Shikhaliev K.S., Ryzhkova E.A. // Polymer
Bulletin. 2018. V. 75. P. 1237–1251. 
https://doi.org/10.1007/s00289-017-2091-2

19. Novikov V.Y. // Russ. J. Appl. Chem. 2004. V. 77.
P. 484–487. 
https://doi.org/10.1023/b:rjac.0000031297.24742.b9

20. Kasaai M.R., Arul J., Charlet G. // The Scientific World
Journal. 2013. V. 2013. P. 508540. 
https://doi.org/10.1155/2013/508540

21. Santoso J., Adiputra K.C., Soerdirga L.C., Tarman K. //
IOP Conf. Ser.: Earth Environ. Sci. 2020. V. 414.
P. 012021. 
https://doi.org/10.1088/1755-1315/414/1/012021

22. Dimzon I.K.D., Knepper T.P. // Int. J. Biol. Macromol.
2015. V. 72. P. 939–945. 
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2014.09.050

23. Mucha M., Pawlak A. // Polimery. 2002. V. 47. P. 509–
516. 
https://doi.org/10.14314/polimery.2002.509

24. Aiping Z., Tian C., Lanhua Y., Hao W., Ping L. // Car-
bohydrate Polymers. 2006. V. 66. P. 274–279. 
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2006.03.014

25. Sorokin A., Lavlinskaya M. // Polymer Bulletin. 2021. 
https://doi.org/10.1007/s00289-020-03521-9

26. Kasaai M.R. // Carbohydr. Polymers. 2007. V. 68.
P. 477–488. 
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2006.11.006

27. Lowry O.H., Rosebrough N.J., Faar A.L., Randall R.J. //
J. Biol. Chem. 1951. V. 193. P. 265–275.

28. Sabirova A.R., Rudakova N.L., Balaban N.P., Ilyin-
skaya O.N., Demidyuk I.V., Kostrov S.V., Rudenskaya G.N.,
Sharipova M.R. // FEBS Lett. 2010. V. 584. P. 4419–
4425. 
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2010.09.049

Acynomodified Water-Soluble Chitosan Derivatives as Carriers for Adsorption 
Immobilization of Papain
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Acid hydrolysis in a 0.1 M aqueous solution of hydrochloric acid obtained chitosan samples with different va-
lues of molecular weights determined by the viscometric method and equal to 350 and 200 kDa. From the
obtained samples, the target derivatives of N-succinoylchitosan and N-maleoylchitosan were synthesized, the
structure of which was confirmed by IR spectroscopy, and the degrees of substitution were calculated on the
basis of titrimetric data. It was carried out adsorptive immobilization of papain on chitosan and its derivatives.
The optimal ratio of the protein content (mg/g of carrier), total activity (units/ml of solution) and specific
activity (units/mg of protein) was revealed upon immobilization of papain on a matrix of chitosan and N-suc-
cinoylchitosan with a molecular weight of 200 kDa.

Keywords: N-succinoylchitosan, N-maleoylchitosan, papain
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Реакцией брассиностероидов с ангидридом янтарной кислоты в присутствии диметиламинопири-
дина впервые получены производные 24-эпибрассинолида и 24-эпикастастерона с янтарной кисло-
той в виде тетрагемисукцинатов. В лабораторных опытах установлено, что полученные соединения
оказывают заметное влияние на посевные качества семян и рост проростков ярового ячменя. Дей-
ствие тетрагемисукцинатов в ряде тестов превосходило росторегулирующие эффекты соответству-
ющих брассиностероидов, янтарной кислоты и смеси этих фитогормонов.

Ключевые слова: брассиностероиды, янтарная кислота, синтез тетрагемисукцинатов брассиностеро-
идов, ростостимулирующее действие
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ВВЕДЕНИЕ
Стероидные гормоны растений – брассино-

стероиды – известны как регуляторы роста и
адаптогены. Накоплено значительное число экс-
периментальных данных по синтезу и росторегу-
лирующей активности этих соединений, проти-
вострессовому действию, а также практическому
применению [1, 2]. Выявлено одно из важнейших
свойств фитогормональных стероидов – взаимо-
действие с другими фитогормонами. При стиму-
ляции ростовых процессов показано синергиче-
ское взаимодействие брассиностероидов и гиббе-
реллинов, ауксинов и фенольных соединений [3,
4]. Эти сведения побуждают интерес исследовате-
лей к синтезу сложных эфиров фитогормональ-
ных стероидов с такого рода соединениями. Так,
ранее мы осуществили синтез ряда производных
брассиностероидов с биологически значимыми
кислотами. Конъюгаты с индолилуксусной кис-
лотой [5], например, оказывали стимулирующее
действие на рост стеблей проростков пшеницы,
при этом ростостимулирующий эффект каждого
из гормонов, взятых в отдельности или в виде сме-
си, уступал по величине действию сложноэфирного
конъюгата, в котором оба фитогормональных ком-

понента связаны ковалентными связями. Анало-
гичные свойства проявляли производные брасси-
ностероидов с 5-аминолевулиновой кислотой [6].
Синтез и изучение салицилатов брассиностерои-
дов позволили сделать заключение, что они улуч-
шают посевные качества семян ярового ячменя и
действуют как индукторы иммунной системы
растений проса и ячменя в условиях абиотиче-
ского и биотического стресса [7, 8]. При этом ме-
ханическая смесь компонентов не обладала та-
ким эффектом.

В продолжение наших исследований сложно-
эфирных конъюгатов брассиностероидов мы об-
ратились к изучению гемисукцинатов стероид-
ных фитогормонов. Янтарная кислота занимает
особое место среди биостимуляторов – она ока-
зывает активирующее действие на многие обмен-
ные процессы растений, повышает всхожесть се-
мян и продуктивность некоторых растений, мо-
жет изменять энергетический уровень некоторых
ферментов, стимулируя накопление аскорбино-
вой кислоты и восстановленных форм аминокис-
лот [9]. Янтарная кислота широко используется
для стимуляции всхожести и роста, улучшения
приживаемости, ускорения развития растений и
повышения урожайности сельскохозяйственных
культур [10]. Она нормализует естественную мик-
рофлору почвы и оказывает общеукрепляющее
действие – помогает лучше усваивать питательные
вещества и удобрения. Имеются данные, что в свя-
занной форме янтарная кислота проявляет более
высокий ростостимулирующий эффект [11].

1 Дополнительные материалы для этой статьи доступны по
doi 10.31857/S0132342322030125 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: ЭБ – 24-эпибрассинолид; ЭК – 24-эпика-
стастерон; ЯК – янтарная кислота.

# Автор для связи: (тел.: +375 (17) 356-56-15; эл. почта:
litvin@iboch.by).

УДК 547.92:581.1

EDN: RWIWNF
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Цель настоящей работы – синтез конъюгатов
брассиностероидов ряда 24-эпибрассинолида с
янтарной кислотой и оценка их влияния на на-
чальный рост растений ярового ячменя.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Синтез гемисукцинатов осуществляли взаи-

модействием 24-эпибрасинолида (ЭБ) (I) и
24-эпикастастерона (ЭК) (II) с ангидридом ян-
тарной кислоты (ЯК) в пиридине в присутствии
диметиламинопиридина. Использование эквива-
лентных количеств ангидрида или его небольшо-

го избытка приводит к получению смеси эфиров с
участием гидроксильных групп по различным по-
ложениям молекулы, при этом преобладают три-
замещенные производные, что четко видно из
хромато-масс-спектров (см. дополнительные ма-
териалы). При проведении реакции с большим
избытком янтарного ангидрида (10 экв. на каж-
дую гидроксильную группу исходного брассиносте-
роида (I) или (II)) при 90°С в течение 96 ч в качестве
основных продуктов выделены соответствующие
тетрагемисукцинаты (III) и (IV) (схема 1).

Схема 1. Синтез тетрагемисукцинатов брассиностероидов ряда 24-эпибрассинолида.
i – янтарный ангидрид, 4-диметиламинопиридин, 90°С, 90–96 ч.

Доказательство структуры полученных соеди-
нений – значительное смещение в слабое поле в
спектре 1Н-ЯМР сигналов протонов при атоме
С2, С3, С22 и С23 – 4.83, 4.99 и 5.10–5.15 м.д. для
тетрагемисукцината 24-эпикастастерона (III) и
4.93, 5.20, 5.35 и 5.44 м.д. для тетрагемисукцината
24-эпибрассинолида (IV) по сравнению с исход-
ными брассиностероидами [1] и появление
16-протонного мультиплета (2.41–2.55 и 2.64–
2.71 м.д. соответственно), принадлежащего мети-
леновым протонам остатков янтарной кислоты.
В спектре 13С-ЯМР дополнительно присутствуют
восемь сигналов углеродных атомов групп С=О.
Достоверность приведенных структур также до-
казывает присутствие в масс-спектрах высокого
разрешения полученных тетрагемисукцинатов
пика молекулярного иона и появление дополни-
тельного сильного сигнала валентных колебаний
карбонильной группы в ИК-спектрах.

Исследование активности полученных соеди-
нений проводили в лабораторных опытах, приме-
няя характерные для биорегуляторов фитотесты
по влиянию на посевные качества семян и рост

проростков [12]. Использование семян с пони-
женной всхожестью позволило выявить опреде-
ленные особенности регуляторного действия
синтезированных соединений. Отмечено, что
применение фитогормональных стероидов ряда
24-эпибрассинолида и их модифицированных
производных (III) и (IV) приводило к значитель-
ному повышению энергии прорастания семян и в
меньшей степени – всхожести. Наибольшую ак-
тивность показали ЭБ и его тетрагемисукцинат
(IV). Они значительно стимулировали прораста-
ние семян – на 30 и 40% соответственно (рис. 1а).
ЭК и его тетрагемисукцинат (III) оказались менее
активными (стимуляция прорастания семян – на
14 и 10% соответственно). При этом тетрагеми-
сукцинат (IV) был более активен, чем исходный
ЭБ, тогда как тетрагемисукцинат (III) – чуть ме-
нее активен, чем ЭК. Механическая смесь ЭБ и
янтарной кислоты показала меньшую активность
по сравнению с конъюгированной формой, а
смесь ЭК с янтарной кислотой, наоборот, была
более активна, чем соответствующий тетрагеми-
сукцинат.
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Все изученные соединения и композиции,
кроме тетрагемисукцината (IV), в той или иной
степени ингибировали рост корешков, тогда как
на растяжение колеоптилей они либо не оказыва-
ли влияния, либо его стимулировали (рис. 1б).

Наибольший ингибирующий эффект (~30%)
отмечался на корешках под влиянием природных
брассиностероидов. Стимулирующий эффект от-
мечен только под действием тетрагемисукцината
(IV) (10%). Максимальное стимулирующее дей-
ствие на рост колеоптилей оказывали тетрагеми-
сукцинаты. Соединения, взятые по отдельности,
на этот показатель не влияли, смеси занимали
промежуточное положение, стимулируя рост
проростков, но в меньшей степени, чем тетраге-

мисукцинаты. Следует отметить, что янтарная
кислота в виде тетрагемисукцинатов с брассино-
стероидами полностью снимала ингибирующее
действие последних на рост первичных кореш-
ков, тогда как в составе смесей данный эффект
проявлялся частично. При этом в вариантах с
применением смесей 24-эпибрассинолида с янтар-
ной кислотой на результат не оказывало влияния
используемое количество последней (1 и 4 экв.), то-
гда как смесь 24-эпикастастерона с 1 экв. янтарной
кислоты была более активной, чем его смесь с
4 экв. кислоты.

Проведенные лабораторные опыты свидетель-
ствуют о том, что тетрагемисукцинаты брассино-
стероидов с янтарной кислотой обладают росто-

Рис. 1. Влияние фитогормональных стероидов и их тетрагемисукцинатов на прорастание семян (а) и рост проростков (б)
ярового ячменя. 1 – Контроль; 2 – ЭБ (II), 10–8 М; 3 – ЯК, 10–8 М; 4 – ЭБ + ЯК, 10–8 М (1 : 1); 5 – ЭБ + ЯК, 10–8 М (1 : 4),
6 – тетрагемисукцинат (IV), 10–8 М; 7 – ЭК (I), 10–8 М; 8 – ЭК + ЯК, 10–8 М (1 : 1); 9 – ЭК + ЯК, 10–8 М (1 : 4), 10 –
тетрагемисукцинат (III), 10–8 М. * Различия достоверны по сравнению с контролем (p ≤ 0.05).
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регулирующим действием. Более детальное изу-
чение этих соединений может показать, связано
ли это со структурой брассиностероида (возмож-
но, конъюгат выступает в роли “депо”, постепен-
но высвобождая действующее вещество) или
имеет место синергический эффект.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование и материалы. ИК-спектры (υ, см–1)
получены на спектрометре Spectrum 100 (Perkin
Elmer, Великобритания) в пленке. Спектры
1Н-ЯМР (δ, м.д., КССВ, Гц) и 13С-ЯМР (δ, м.д.)
получены в дейтерированных растворителях с ис-
пользованием остаточного пика растворителя в
качестве внутреннего стандарта (δH 3.31 м.д. и δС
49.2 м.д. для СD3OD; δH 7.58 м.д. и δС 135.9 м.д. для
С5D5N) на спектрометре Avance 500 (Bruker, Гер-
мания; 500 МГц для 1Н и 125 МГц для 13С). Масс-
спектры получены на масс-спектрометре 6410
Triple Quad LC/MS 1200 HPLC (Agilent Technolo-
gies, США) при регистрации положительных и
отрицательных ионов в режиме электроспрей-
ионизации (ESI, 70 эВ). Масс-спектры высокого
разрешения получены на приборе 6550 iFunnel
Q-TOF LC/MS (Agilent Technologies, США) элект-
роспрей-ионизацией в режиме положительных
ионов. Протекание реакций контролировали мето-
дом ТСХ на пластинках Kieselgel 60 F254 с визуализа-
цией путем обработки анисовым проявителем с по-
следующим нагреванием. Хроматографическое
разделение реакционных смесей осуществляли на
силикагеле 40/60 (Kieselgel 60, Merck, Германия).
В работе использовали реактивы фирмы Sigma-Ald-
rich (США) и брассиностероиды ЭК (I) и ЭБ (II),
синтезированные в лаборатории химии стерои-
дов Института биоорганической химии НАН Бе-
ларуси.

(22R,23R)-5α-Эргостан-6-она 2α,3α,22,23-тетра-
гемисукцинат (III). К раствору 57 мг (0.123 ммоль)
ЭК (I) в 3 мл абсолютного пиридина добавляли
492 мг (4.92 ммоль) янтарного ангидрида и 2 мг
(0.016 ммоль) диметиламинопиридина. Получен-
ную смесь перемешивали при 90°С в течение 96 ч.
Затем упаривали пиридин, остаток растворяли в
хлороформе и хорошо промывали водой от из-
бытка янтарной кислоты, сушили над Na2SO4, рас-
творитель удаляли в вакууме. Остаток хроматогра-
фировали на силикагеле (элюент CHCl3 : MeOH,
3 : 1). Получили 56 мг (53%) тетрагемисукцината
(III) в виде маслообразного вещества.

(22R,23R)-B-Гомо-7-окса-5α-эргостан-6-она
2α,3α,22,23-тетрагемисукцинат (IV). По методике,
описанной для соединения (III), из 48 мг
(0.10 ммоль) ЭБ (II), 400 мг (4.00 ммоль) янтарно-
го ангидрида и 2 мг (0.016 ммоль) 4-диметилами-
нопиридина получили 48 мг (55%) тетрагемисук-
цината (IV) в виде маслообразного вещества.

Данные спектров соединений (III) и (IV) при-
ведены в дополнительных материалах.

Действие брассиностероидов и их конъюгатов с
янтарной кислотой на ранний рост растений ярового
ячменя. Тестирование брассиностероидов ряда
24-эпибрассинолида и их тетрагемисукцинатов с
янтарной кислотой изучали в лабораторных усло-
виях на семенах ярового ячменя сорта Магутны.
Семена проращивали на растворах веществ в чаш-
ках Петри в термостате при 20°С, затем выставляли
на свет в люминостатную установку Philips 59451
(Германия) с освещенностью 6 тыс. люкс и свето-
вым режимом 16/8 ч. Через 3 сут согласно ГОСТ
12038-84 [13] проводили учет энергии прорастания,
через 7 сут – учет всхожести, через 10 сут измеряли
высоту колеоптилей и длину корешков контроль-
ных и опытных вариантов. В контрольном вариан-
те семена проращивали на дистиллированной во-
де. Оптимальная концентрация исследуемых ве-
ществ была взята как наиболее активная, исходя
из результатов предыдущих исследований [5–8].

Эксперименты повторяли независимо трижды
при 4-кратной повторности, число растений в по-
вторности – не менее 20. На рис. 1 представлены
средние арифметические и их среднеквадратиче-
ские ошибки (M ± m). Достоверность различий
рассчитывали по t-критерию Стьюдента. Досто-
верными считали отличия при р ≤ 0.05.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые получены производные 24-эпибрас-

синолида и 24-эпикастастерона с янтарной кис-
лотой. Синтез тетрагемисукцинатов осуществля-
ли взаимодействием соответствующих брассино-
стероидов с ангидридом янтарной кислоты в
присутствии диметиламинопиридина. В тестах на
проростках ярового ячменя установлено, что по-
лученные соединения оказывают заметное влия-
ние на посевные качества семян и рост пророст-
ков. Действие тетрагемисукцинатов в ряде тестов
превосходило росторегулирующие эффекты со-
ответствующих брассиностероидов, янтарной
кислоты и смеси этих фитогормонов.

Полученные результаты могут стать основой
для создания препаратов росторегулирующего и
адаптогенного действия.
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Synthesis of Brassinosteroid Tetrahemisuccinates and Their Effect 
on the Initial Growth of Spring Barley Plants

R. P. Litvinovskaya*, #, N. E. Manzhаlesаva*, А. P. Savаchka*, and V. A. Khripach*
#Phone: +375 (17) 356-56-15; e-mail: litvin@iboch.by

*Institute of Bioorganic Chemistry of National Academy of Science of Belarus,
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For the first time, conjugates of 24-epibrassinolide and 24-epicastasterone with succinic acid were obtained
in the form of tetrahemisuccinates by the reaction of brassinosteroids with succinic acid anhydride in the
presence of dimethylaminopyridine. In laboratory test experiments it was found that the compounds ob-
tained have a noticeable effect on the sowing quality of seeds and the growth of seedlings of spring barley
plants. The effect of the conjugates in a number of tests exceeded the growth-regulating effects of the corre-
sponding brassinosteroids, succinic acid, and a mixture of these phytohormones.

Keywords: brassinosteroids, succinic acid, synthesis of tetrahemisuccinates of brassinosteroids, growth-stimulating
effect
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С целью поиска новых аналогов аргинин-вазопрессина (АВП), обладающих антидепрессивными
свойствами, было осуществлено компьютерное моделирование, которое позволило выявить ряд
пептидных аналогов С-концевого фрагмента АВП: N-Ac-D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-NH2, N-Ac-Phe-Pro-
Arg-Gly-NH2, N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2. В работе представлены методики синтеза смоделированных
соединений. C использованием теста принудительного плавания для выявления соединений, потенци-
ально обладающих антидепрессивной активностью, было показано, что при интраназальном введении
крысам-самцам линии Wistar исследуемых пептидов в дозах 0.1–10.0 мкг/кг наибольшим сходством по
ряду изученных показателей с референтным антидепрессантом флуоксетином обладают N-Ac-Trp-
Pro-Arg-Gly-NH2 (0.1, 1.0 и 10.0 мкг/кг) и N-Ac-D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-NH2 (1.0 мкг/кг).

Ключевые слова: пептиды, аргинин-вазопрессин, компьютерное моделирование, интраназальное введе-
ние, депрессия, крысы
DOI: 10.31857/S0132342322030058

ВВЕДЕНИЕ
Аргинин-вазопрессин (АВП) участвует в регу-

ляции как периферических, так и центральных
процессов: эмоций, поведения, памяти, социаль-
ного взаимодействия и стресса [1]. Исследования
показали, что в головном мозге под действием фер-
ментов молекула АВП быстро (период полураспада
<1 мин [2]) распадается на ряд более коротких био-
логически активных метаболитов [3]. Фрагмент
АВП4–9 (pGln4-Asn5-Cyt6-Pro7-Arg8-Gly9-NH2) об-
наруживается в мозге крыс как один из основных
продуктов ферментативной деградации гормона.
Данный олигопептид более селективен и акти-
вен, а также ферментативно устойчив (период по-
лураспада ~40 мин [4]) по сравнению с исходным
гормоном, но при этом не проявляет перифери-
ческих свойств, связанных с регуляцией кровяно-
го давления, водного баланса и терморегуляцией
[3]. Согласно ряду исследований [5, 6], АВП4–9
связывается рецепторами V1a вазопрессина. Дан-
ный подтип рецепторов в большом количестве

экспрессируется в боковой перегородке, входя-
щей в структуру лимбической системы – важней-
шего центра регуляции поведения, эмоций, па-
мяти, социального взаимодействия [7]. В то же
время V1a-рецепторы расположены в супраопти-
ческом ядре в области нейронов, синтезирующих
АВП, что может указывать на то, что АВП4–9 при-
нимает участие в контроле АВП in vivo и спосо-
бен, по всей видимости, пролонгировать физио-
логическое действие данного гормона [8, 9]. Из-
вестен ряд аналогов АВП4–9, более устойчивых к
действию протеиназ, легче преодолевающих ге-
матоэнцефалический барьер и проявляющих ноо-
тропные и поведенческие эффекты [10–12]. Од-
нако широкое применение АВП4–9 и его аналоги
не нашли из-за сложности и многостадийности
процесса синтеза, а также трудностей доставки
этих соединений в нужные области головного
мозга. Решением данной проблемы могут стать
более короткие фрагменты и аналоги АВП, до-
ставку которых в нужные области головного моз-
га можно осуществить путем всасывания через
слизистую носа (интраназально). Основные пре-
имущества интраназального введения: 1) более
простое попадание действующих веществ в нерв-
ную систему через лишенные гематоэнцефаличе-
ского барьера оболочки обонятельных нервов;
2) высокая биодоступность; 3) отсутствие эффек-
та первого прохождения через печень и связанных с
этим неблагоприятных реакций; 4) удобство и лег-

Сокращения: АВП – аргинин-вазопрессин; ЛП1иммоб –
латентный период первого акта иммобилизации; ЛП1акт –
латентный период первого акта активного плавания;
ESI MS – масс-спектрометрия ионизацией распылением в
электрическом поле; FST – тест принудительного плавания
(Forced swimming test); ТМ – трансмембранный домен.
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кость применения; 5) быстрота развития системно-
го эффекта [13]. Известно, что С-концевой фраг-
мент АВП6–9 – Сys6-Pro7-Arg8-Gly9-NH2 – сохраня-
ет влияние на поведение, память, стимулирует
исследовательскую активность, но обладает низкой
устойчивостью к действию протеиназ [4, 14, 15]. С
целью увеличения энзиматической стабильности
и активности пептида ранее было предложено за-
менить остаток Cys на N-Ac-D-Met и N-Ac-D-Ser.
Исследования показали, что модифицированные
тетрапептиды при интраназальном введении ока-
зывают положительное влияние на обучение и
память крыс, а также проявляют антидепрессив-
ную активность в дозах 0.01–10.0 мкг/кг [16, 17].

Цель данной работы – моделирование и син-
тез новых аналогов АВП, а также исследование их
антидепрессивной активности при интраназаль-
ном введении крысам линии Wistar.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для поиска новых аналогов АВП использова-

ли метод молекулярного моделирования. На пер-
вом этапе было осуществлено моделирование
взаимодействия рецептора V1a с метаболитом
АВП4–9. Исследуемый белок-рецептор имеет семь
трансмембранных доменов (ТМ), расположен-
ных параллельно друг другу: ТМ1 – Lys53-Leu76,
TM2 – Phe89-Cys110, TM3 – Val126-Ala147,
TM4 – Arg166-Phe189, TM5 – Trp219-Ile239,
TM6 – Phe294-Trp313, TM7 – Ile332-Phe351. До-
мены образуют полость, которая может служить
участком, удобным для связывания пептидных ли-
гандов (рис. 1) [18]. Основываясь на результатах ра-

нее проведенных экспериментов по моделированию
взаимодействия V1a-рецептора с АВП и его аналога-
ми, для моделирования были выбраны трансмем-
бранная и внеклеточная части белка [19, 20].

В результате докинга была выделена область
рецептора, с которой взаимодействует АВП4–9
(рис. 1), расположенная в первой трети транс-
мембранной области V1a-рецептора, локализация
которой совпадает с “карманом”, выявленным
для АВП и его аналогов в ранее проведенных экс-
периментах [20]. Показано, что исследуемый
пептид образует водородные связи с V1a-рецепто-
ром за счет взаимодействия атомов водородов
амидных групп остатков Asn и Gly-NH2 с остатка-
ми Сys203 и Val217 соответственно, при этом по-
лученные данные хорошо согласуются с ранее
выдвинутым предположением [15], что данные
аминокислотные остатки могут играть важную
роль в связывании пептида. С другой стороны,
известно, что дальнейшая ферментативная дегра-
дация приводит к отщеплению остатка Gly-NH2 в
АВП4–9, при этом образуется АВП4–8, который не
теряет свойств предшественника [4].

Моделирование взаимодействия фрагментов
АВП4–9 с исследуемой областью V1a-рецептора
показало, что короткие фрагменты АВП4–5
(pGln-Asn-OH) и АВП7–9 (H-Pro-Arg-Gly-NH2)
не связываются с исследуемой областью рецептора
и имеют более высокие значения энергии взаимо-
действия (средние значения –4.30 и –4.60 ккал/моль
соответственно), чем АВП4–9 (среднее значение
‒7.50 ккал/моль) (табл. 1).

Рис. 1. Изображение нижней экстрацеллюлярной и трансмембранной частей рецептора V1a человека со встроенным
метаболитом АВП4–9.

TM5

TM1

TM6 TM7 TM7 TM2 TM3 TM4
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Для дальнейшего конструирования аналога
АВП был выбран фрагмент АВП6–9, который по ре-
зультатам докинга связывается с исследуемой обла-
стью рецептора и имеет наименьшую энергию вза-
имодействия среди исследованных фрагментов.

На следующем этапе было осуществлено моде-
лирование взаимодействия найденной области в
белке-рецепторе с рядом природных аминокис-
лот и фрагментов АВП4–9. Средние значения
энергии связывания десяти наиболее устойчивых
конформаций каждой из выбранных аминокис-
лот приведены на рис. 2.

Из рис. 2 видно, что наименьшие значения
энергии взаимодействия с V1a получены для Tyr,
Phe, Trp, средние энергии взаимодействия с рецеп-
тором которых равны –5.7, –5.9 и –6.6 ккал/моль
соответственно. Последующая замена Cys в АВП6–9
на указанные аминокислотные остатки позволила
получить тетрапептиды с меньшими энергиями
связывания, чем у АВП6–9, основного метаболита
АВП, а также у ранее исследованных тетрапепти-
дов (рис. 3).

Более низкие энергии связывания пептидов,
содержащих ароматические аминокислотные
остатки, вероятно, обусловлены множеством
факторов, в том числе могут объясняться π–π-
взаимодействием (стекингом), а также тем, что

ароматические аминокислоты, в частности Tyr и
Phe, играют важнейшую роль для ориентирова-
ния и передачи сигнала при взаимодействии ней-
рогипофизарных гормонов и их рецепторов [15,
18–20]. Для ряда смоделированных пептидов
(N-Ac-D-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2, N-Ac-D-Ser-Pro-
D-Arg-Gly-NH2, N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2) обна-
ружено взаимодействие с остатком Tyr115, входя-
щим в состав внеклеточной части белка-рецепто-
ра и играющим важнейшую в роль в связывании
агонистов и селективности [20].

Для синтеза и дальнейшего исследования ан-
тидепрессивной активности было выбрано пять
тетрапептидов: N-Ac-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2 (VI),
N-Ac-D-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2 (VIII), N-Ac-D-Ser-
Pro-D-Arg-Gly-NH2 (X), N-Ac-Phe-Pro-Arg-Gly-
NH2 (XII) и N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2 (XIII).

Основной проблемой при синтезе тетрапепти-
дов (схема 1) оказались побочные реакции боко-
вых функциональных групп в аминокислотных
остатках Arg, Ser и Trp. Получение трипептидов
Boc-Pro-Arg-Gly-NH2·HCl (III) и Boc-Pro-D-Arg-
Gly-NH2·HCl (IV) осуществляли по схемам, опи-
санным ранее [21], используя протонирование в
качестве защиты гуанидиновой группы остатка
аргинина. При синтезе была отмечена различная
растворимость диастереомеров Boc-Pro-Arg-OH (I)

Таблица 1. Энергии взаимодействия основного метаболита АВП и его фрагментов с V1a-рецептором человека

Пептид

АВП4–9 АВП6–9 АВП7–9 АВП7–8 АВП4–5

Е, ккал/моль –7.50 ± 0.20 –5.95 ± 0.22 –4.60 ± 0.14 –4.41 ± 0.23 –4.30 ± 0.22

Рис. 2. Зависимость энергии взаимодействия с рецептором V1a человека от природы аминокислоты.
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и Boc-Pro-D-Arg-ОН (II) в смеси диоксан/вода:
соединение (II) не выпадало в осадок в процессе

синтеза, в связи с чем осложнялся процесс выде-
ления и очистки дипептида.

Схема 1. Синтез тетрапептидов N-Ac-D-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2 (VIII), N-Ac-D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-NH2 (X), 
N-Ac-Phe-Pro-Arg-Gly-NH2 (XII) и N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2 (XIII), где Хаа = Ser(Bzl), D-Ser, Phe. HOSu – 
N-гидроксисукцинимид; DCC – N,N'-дициклогексилкарбодиимид; DIPC – N,N'-диизопропилкарбодиимид; 

HOBt – 1-гидроксибензотриазол; TEA – триэтиламин; Pfp-OH – пентафторфенол.

Boc-Pro-OH

HOSu
DCC

Boc-Pro-OSu + H-Arg (D-Arg)-OH

(I), (II) Boc-Pro-Arg(D-Arg)-OH + HCl  H-Gly-NH2

DIPC
HOBt

(III), (IV) Boc-Pro-Arg(D-Arg)-Gly-NH2·HCl

HCl/CH3COOC2H5

Boc-Xaa-OH + Pfp-OH

DCC

N-Ac-Trp-OH + 2HCl ·H-Pro-Arg(D-Arg)-Gly-NH2 + Boc-Xaa-Pfp
DIPC
HOBt
TEA

TEA

(XIII) N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2 Boc-Xaa-Pro-Arg(D-Arg)-Gly-NH2 (V), (VII), (IX), (XI)

HCl/CH3COOC2H5

Ac-OSu + HCl·H-Xaa-Pro-Arg(D-Arg)-Gly-NH 2

TEA

N-Ac-Xaa-Pro-Arg(D-Arg)-Gly-NH2  (VIII), (X), (XII)

·

Рис. 3. Величины энергий взаимодействия сконструированных пептидов с рецептором V1a человека.
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Отщепление Boc-защитных групп трипептидов
проводили 5.0 н. раствором HCl в этилацетате. Гид-
рохлориды пептидов после снятия Boc-защитных
групп, которое протекало с выходами, близкими к
количественным (92–99%), использовали в синтезе
после определения однородности методом ТСХ.

Бензильную защиту с OH-группы серина в
тетрапептиде N-Ac-Ser(Bzl)-Pro-Arg-Gly-NH2
удаляли гидрированием над катализатором –
платиновой чернью – в растворе уксусная кисло-
та/метанол (схема 2).

Схема 2. Получение N-Ac-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2 (VI).

Присоединение аминокислотных остатков
Boc-D-Ser и Boc-D-Phe при синтезе Boc-D-Ser-
Pro-Arg-Gly-NH2 (VII), Boc-D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-
NH2 (IX) и Boc-Phe-Pro-Arg-Gly-NH2 (XI) осуществ-
ляли согласно схеме 1 методом активированных
эфиров [22], которые брали в 30–40%-ном избытке.
Метод Кишфалуди удобен тем, что позволяет
снизить вероятность рацемизации присоеди-
няемых аминокислотных остатков, а также
легко удалить избыток активированного эфира
на последующей стадии снятия Boc-защитных
групп за счет хорошей растворимости эфиров в
этилацетате в присутствии галогенводородов.

В случае присоединения триптофана важно
избежать побочных реакций индольного кольца,
связанных с алкилированием при снятии N-за-
щитных групп в кислой среде [23]. С целью избе-
жать бутилирования триптофана при удалении
Boc-защиты для синтеза N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2
(XIII) использовали N-Ac-Trp-ОН, который присо-
единяли к трипептиду карбодиимидным методом в
присутствии 1-гидроксибензотриазола (HOBt) в ка-
честве противорацемической добавки.

Влияние синтезированных пептидов на показа-
тели поведения крыс линии Wistar в тесте принуди-
тельного плавания. Тест принудительного плава-
ния (Forced swimming test, FST) – одна из самых
распространенных и широко используемых мо-
делей для выявления соединений, обладающих
антидепрессивными свойствами. После первона-
чальных интенсивных попыток избегания стрес-
совой ситуации (плавание ‒ swimming и вскараб-
кивание ‒ climbing) животные прекращают борь-
бу, наступает иммобилизация. Полагают, что
иммобилизация отражает либо неспособность
упорно продолжать поведение, направленное на
избегание стрессовой ситуации (т.е. поведение
отчаяния), либо развитие пассивного поведения,
обеспечивающего экономию сил, однако препят-
ствующего активной борьбе за выход из стрессо-
вой ситуации [24].

В FST эффективно “острое” применение ан-
тидепрессантов, тогда как в клинической практи-

ке требуется хроническое введение наряду с от-
сроченным началом действия [24]. Ольфакторная
бульбэктомия, парадигмы хронического стресса
и выученной беспомощности могут с большей
степенью надежности считаться животными мо-
делями депрессии, чем FST, однако у этих тестов
низкая пропускная способность и слабая межла-
бораторная воспроизводимость [24]. Тот факт,
что FST позволяет получить двусторонне направ-
ленные результаты, придает модели высокую
прогностическую достоверность. По мнению ис-
следователей, FST – подходящая модель для до-
клинических исследований расстройств настрое-
ния [24, 25].

Применение фармакологических и патолого-
анатомических методов позволило установить,
что антидепрессанты с катехоламинергическими
механизмами действия избирательно повышают
поведение climbing, а с серотонинергическими –
swimming [24]. Так, эффекты антагонистов ГАМКВ-
рецепторов преимущественно опосредуются через
серотонинергическую систему; эти соединения
увеличивают долю поведения swimming, которое
ослабляется при последующем снижении кон-
центрации серотонина в мозге [24].

Влияние N-Ac-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2 (VI), N-Ac-
D-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2 (VIII), N-Ac-D-Ser-Pro-
D-Arg-Gly-NH2 (X), N-Ac-Phe-Pro-Arg-Gly-NH2
(XII) и N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2 (XIII) на пове-
дение изучали на половозрелых белых крысах-
самцах линии Wistar. Тетрапептиды вводили гры-
зунам однократно интраназально в дозах 0.1, 1.0 и
10.0 мкг/кг веса животного с использованием эк-
вивалентного объема растворителя. Особям кон-
трольной группы вместо пептидов вводили ди-
стиллированную воду (1 мкл на 10 г тела). В каче-
стве референтного лекарственного средства
использовали флуоксетин (Флуксен, Украина),
который вводили крысам внутрибрюшинно в до-
зе 20.0 мг/кг.

Результаты экспериментов показали, что со-
единение N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2 (XIII) ста-
тистически значимо снижало длительность им-

N-Ac-Ser(Bzl)-Pro-Arg-Gly-NH2 N-Ac-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2 + C6H5-CH3 + CO2
H2/Pd

(VI)
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мобилизации (на 40.0, 40.9 и 42.8% относительно
контроля при введении в дозах 0.1, 1.0 и 10.0 мкг/кг
соответственно, р < 0.05). Соединение N-Ac-
D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-NH2 (Х) в дозе 1.0 мкг/кг
(но не 0.1 и 10.0 мкг/кг) существенно снижало дли-
тельность иммобилизации – на 48.1%, р < 0.05
(рис. 4а). Действие пептидов (X) и (XIII) было со-
поставимым с таковым флуоксетина (20.0 мг/кг
здесь и далее), который статистически достовер-
но уменьшал длительность иммобилизации – на
57.8% относительно значений в контроле, р < 0.05
(рис. 4а).

По данным литературы, эффективная доза
флуоксетина составляет 20 мг/кг при однократ-
ном введении [24], а в случае 21-кратного введе-
ния минимальная эффективная доза составляет
1.0 мг/кг [26]. Таким образом, соединения (Х) и
(XIII) превосходили стандартный антидепрес-
сант по уровню действующих доз на 3–4 порядка
соответственно. Соединения N-Ac-Ser-Pro-Arg-
Gly-NH2 (VI), N-Ac-D-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2 (VIII) и
N-Ac-Phe-Pro-Arg-Gly-NH2 (XII) достоверно не
изменяли длительность иммобилизации в срав-
нении с контролем (рис. 4а).

Суммарная длительность иммобилизации на
этапе “тест” была существенно больше, чем в
“пре-тесте” у животных в контроле (серия 3,
р < 0.05), а также после применения соединений
(VIII) (1.0, 10.0 мкг/кг) и (XII) (10.0 мкг/кг)
(р < 0.05). Отсутствие динамики указанного по-
казателя отмечено после введения соединения (Х),
а его существенное снижение в сравнении с “пре-
тестом” (p < 0.05) – как после применения соеди-
нений (XII) (0.1 мкг/кг) и (XIII) (0.1 мкг/кг), так и
на фоне флуоксетина (рис. 4б). Стабилизация
или снижение суммарной длительности иммо-
билизации на этапе “тест” могут быть расцене-
ны как положительные изменения, противопо-
ложные выученной иммобилизации, отмечен-
ной в контроле.

Введение всех исследованных соединений и
флуоксетина не вызывало статистически значи-
мого изменения параметра “суммарная длитель-
ность активного плавания” (swimming) относи-
тельно контроля, однако отмечена четко выра-
женная тенденция к возрастанию swimming: на
174.6% – после введения референтного антиде-
прессанта; на 92.0–162.0% – пептида (XIII) в до-
зах 0.1–10.0 мкг/кг; на 149.0 и 134.0% – соединения
(VI) в дозах 1.0 и 10.0 мкг/кг соответственно; на 65.7–
127.7% – соединения (Х) в дозах 0.1–10.0 мкг/кг; в
остальных случаях отклонения от контроля были
незначительными (рис. 5a).

В контроле (серии 2–4) этап “тест” в сравне-
нии с “пре-тестом” характеризовался статистиче-
ски достоверным снижением продолжительности
активного плавания (swimming) ‒ на 42.8, 38.3 и
42.7% соответственно (p < 0.05). Соединения (VI)

(0.1–10.0 мкг/кг), (VIII) (0.1 мкг/кг), (X) (0.1–
10.0 мкг/кг), (XII) (0.1–10.0 мкг/кг), (XIII) (0.1–
10.0 мкг/кг) и флуоксетин препятствовали значи-
мому уменьшению swimming, отмеченному в кон-
троле; наиболее выраженным эффектом характери-
зовались пептид (XIII) (0.1 мкг/кг) и флуоксетин,
действие которых было сопоставимым (рис. 5б).

Статистически значимых изменений показа-
теля “суммарная длительность активного плава-
ния” (climbing) относительно контроля при введе-
нии исследованных соединений и флуоксетина не
было обнаружено, однако отмечалась отчетливая
тенденция к увеличению продолжительности climbing
при введении соединения (VI) (0.1–10.0 мкг/кг) ‒ на
79.2–125.0%; соединения (VIII) (10.0 мкг/кг) – на
106.0% и соединения (XII) (0.1 и 1.0 мкг/кг) – на 108.2
и 91.0% соответственно. Пептиды (X), (XIII) и флуок-
сетин слабо влияли на указанный показатель
(рис. 6а). Введение соединения (VI) способствовало
существенному снижению числа крыс с низкой
(<25 с) продолжительностью активного плавания
в варианте climbing – в 5.3 раза по сравнению с
контролем (p = 0.04, точный критерий Фишера).

В контроле (серии 1–4, статистически значи-
мо для серии 2 – на 42.8%) отмечалось уменьше-
ние длительности активного плавания (climbing)
на этапе “тест” в сравнении с “пре-тестом”. При-
менение пептидов (VIII) (10.0 мкг/кг) и (XII) (1.0
и 10.0 мкг/кг) предотвращало статистически зна-
чимое снижение названного показателя. Введе-
ние соединений (Х) (0.1 мкг/кг), (XIII) (1.0 и
10.0 мкг/кг) и флуоксетина сопровождалось зна-
чимым снижением длительности climbing на этапе
“тест” в сравнении с “пре-тестом” ‒ на 52.9, 41.7,
34.8 и 42.4% соответственно (р < 0.05) при отсут-
ствии достоверных изменений в контроле (серии 3,
4) (рис. 6б).

Усиление swimming (при слабом влиянии на
climbing) соединениями (X), (XIII) и флуоксети-
ном могло указывать на наличие у них серото-
нин-, но не катехоламинергического механизма
действия [24]. Пептид (VI), по-видимому, харак-
теризовался более сложным механизмом дей-
ствия, поскольку усиливал как swimming, так и
climbing, а соединения (VIII) и (XII), напротив,
несколько усиливали активное поведение climb-
ing, не меняя swimming (рис. 5а, 6а).

Отмечена тенденция к возрастанию латентного
периода первого акта иммобилизации (ЛП1иммоб) на
фоне введения всех изученных пептидов; по вы-
раженности указанного действия соединения
(VI), (Х), (ХII) и (ХIII) (0.1 и 1.0 мкг/кг) превосхо-
дили флуоксетин (рис. 7а).

В контроле (1–4, для серий 2 и 4 р < 0.05) име-
ло место снижение ЛП1иммоб на этапе “тест” по
сравнению со значениями в “пре-тесте”, устра-
няемое соединением (XII) (0.1–10.0 мкг/кг), ослаб-
ляемое пептидом (VIII) (0.1 мкг/кг) и флуоксети-
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ном. Введение пептида (VI) (1.0 и 10.0 мкг/кг, но не
0.1 мкг/кг) индуцировало снижение указанного
показателя (p < 0.05), тогда как в соответствую-
щей контрольной группе 1 снижение было незна-
чимым (рис. 7б). Применение соединения (ХIII) в
дозе 1.0 мкг/кг вызывало существенное возраста-
ние значений показателя ЛП1иммоб (в 2.84 раза вы-
ше, чем значения того же критерия на этапе “пре-
тест”, p < 0.05), что могло отражать отсрочивание
выученной иммобилизации и резко отличало со-

единение (ХIII) от остальных испытанных образ-
цов и флуоксетина (рис. 7б).

Исследованные соединения и референтный
антидепрессант флуоксетин существенно не вли-
яли на суммарную длительность пассивного пла-
вания и латентный период первого акта активно-
го плавания в варианте swimming (ЛП1акт) как в
сравнении с контролем, так и при сопоставлении
“тест”/“пре-тест”. Исключением явился пептид
(XII), применение которого сопровождалось сни-

Рис. 4. Диаграммы изменения показателя “суммарная длительность иммобилизации” (%) в тесте принудительного
плавания: (a) – “тест”, после введения соединений относительно значений показателя в контроле; (б) – “тест” отно-
сительно значений показателя в “пре-тесте” (К-1 – контроль к соединению (VI); К-2 – контроль к соединениям (VIII)
и (XII); К-3 – контроль к соединениям (X) и (XIII); К-4 – контроль к флуоксетину). * p < 0.05, критерий Манна–Уит-
ни; # p < 0.05, критерий Уилкоксона.
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Рис. 5. Диаграммы изменения показателя “суммарная длительность активного плавания” (swimming) (%) в тесте при-
нудительного плавания: (a) – “тест”, после введения соединений относительно значений показателя в контроле;
(б) – “тест” относительно значений показателя в “пре-тесте” (К-1 – контроль к соединению (VI); К-2 – контроль к
соединениям (VIII) и (XII); К-3 – контроль к соединениям (X) и (XIII); К-4 – контроль к флуоксетину). # p < 0.05, кри-
терий Уилкоксона.
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жением длительности пассивного плавания на
этапе “тест” относительно “пре-теста” при введе-
нии в дозах 1.0 и 10.0 мкг/кг (на 32.1 и 29.5%, p <
< 0.05) и значимым возрастанием того же показа-
теля в дозе 0.1 мкг/кг (на 41.9%, p < 0.05).

В качестве соединений с наиболее выражен-
ным эффектом в FST были отобраны пептиды (X)
(1.0 мкг/кг) и (XIII) (0.1–10.0 мкг/кг), которые,
как и флуоксетин, снижали суммарную длитель-
ность иммобилизации (p < 0.05) (рис. 4а). Соеди-
нение (XIII) (0.1 мкг/кг) и флуоксетин нивелиро-
вали отмеченное в контроле значимое возрастание
суммарной длительности иммобилизации в “тесте” в
сравнении с “пре-тестом” (рис. 4б). Соединения (X)
(0.1–10.0 мкг/кг), (XIII) (0.1–10.0 мкг/кг) и флуоксе-
тин проявляли тенденцию к повышению показа-
теля swimming в сравнении с контролем и “пре-те-
стом” (рис. 5). Указанные соединения не влияли
на продолжительность climbing в сравнении с кон-
тролем; вместе с тем соединения (X) (0.1 мкг/кг),
(XIII) (1.0 и 10.0 мкг/кг) и флуоксетин снижали
двигательную активность в вертикальной плос-
кости в сопоставлении с “пре-тестом” (p < 0.05)
(рис. 6). Таким образом, соединения (Х) и (ХIII)
имели сходный с флуоксетином “профиль” фар-
макологического действия, проявлявшийся пре-
обладанием climbimg над swimming. Пептиды (X) и
(XIII) по уровню активных доз существенно пре-
восходили стандартный антидепрессант. Отли-
чие соединения (ХIII) (1.0 мкг/кг) от других пеп-
тидов и флуоксетина – способность индуциро-
вать существенное возрастание значений
показателя ЛП1иммоб, что могло отражать отсрочи-
вание выученной иммобилизации и предпочте-
ние активной стратегии поведения при повтор-
ной экспозиции в условиях неизбегаемого стрес-
са (рис. 7б).

Аспекты сезонности влияют на трактовку ре-
зультатов в FST. Иммобилизация у грызунов ле-
том менее продолжительна, и поведение отчая-
ния менее выражено летом по сравнению с зимой
и весной [27]; у трех из четырех исследованных
антидепрессантов были выявлены сезонные ко-
лебания эффективности [28]. Выраженному эф-
фекту соединений N-Ac-D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-
NH2 (X) и N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2 (XIII) мог-
ло благоприятствовать проведение исследования в
зимний период (наиболее приемлемый период для
выявления антидепрессивного действия [27, 28]).

Перспективно дальнейшее изучение активно-
сти пептида N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2 (XIII)
как потенциально эффективного фармакологи-
ческого вещества с использованием иных живот-
ных моделей депрессивноподобного расстрой-
ства (хронический стресс, выученная беспомощ-
ность [24]).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ.
Компьютерное моделирование. Молекулярный

докинг рецептора V1a (Р37288 (V1AR_HUMAN),
база данных SwissModel) и пептидов (или амино-
кислот), созданных с помощью программы PyMol,
выполняли в программе UCSF Chimera (RBVI,
США) через инструмент AutoDock Vina. Моделиро-
вание проводили локально в трансмембранной обла-
сти белка-рецептора V1a согласно данным Swiss-
Model. Минимизацию структуры пептидов про-
водили с помощью силового поля MMFF94 в
программе ChemOffice 2019 (PerkinElmer Inc.,
США). Минимизацию структуры модели-рецеп-
тора осуществляли в программе UCSF Chimera. В
данной работе использовали гибкий докинг: по-
иск оптимального положения осуществляли при

Рис. 6. Диаграммы изменения показателя “суммарная длительность активного плавания” (climbing) (%) в FST:
(a) – “тест”, после введения соединений относительно значений показателя в контроле; (б) – “тест” относительно
значений показателя в “пре-тесте” (К-1 – контроль к соединению (VI); К-2 – контроль к соединениям (VIII) и (XII);
К-3 – контроль к соединениям (X) и (XIII); К-4 – контроль к флуоксетину). # p < 0.05, критерий Уилкоксона.
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подвижном лиганде (аминокислоте или пептиде)
относительно неподвижной структуры белка. Для
синтеза и дальнейших исследований отбирали
соединения, показавшие наилучшие значения
энергии связывания.

Синтез пептидов. В процессе синтеза использо-
вали реагенты, аминокислоты и их производные
фирм Sigma, США; AcrosOrganics, Бельгия; Fluka,
Швейцария. Процессы синтеза и удаления за-
щитных групп контролировали методом тонко-
слойной хроматографии (ТСХ) на пластинках
Merck (Германия) в различных системах раство-
рителей: хлороформ–метанол–25%-ный аммиак
6 : 4 : 1 (А); этилацетат–пиридин–уксусная кис-
лота–вода 5 : 3 : 1 : 2 (Б); хлороформ–метанол–
25%-ный аммиак–уксусная кислота 20 : 15 : 5 : 1
(В); н-бутанол–уксусная кислота–вода 4 : 1 : 1 (Г);
метанол–этилацетат–уксусная кислота 4 : 2 : 1 (Д).
Соединения обнаруживали с помощью хлор-бен-
зидиновой пробы.

Аналитическую ВЖЭХ и масс-спектрометрию
(ионизация распылением в электрическом поле
(ESI MS) в режиме сканирования положительных
ионов) проводили на хроматографе Agilent 1200 с
масс-селективным детектором типа тройной
квадруполь Agilent 6140 (США). Колонка Agilent
ZorbaxSBC18 RR (2.1 × 30 мм), размер частиц
3.5 мкм. Использовали градиент концентраций
ацетонитрила 10–95% в 0.05%-ном растворе му-
равьиной кислоты в деионизированной воде.

Температуры плавления (некорректируемые)
определяли на приборе Кофлера (Wagner &
Munz,GmbH, Германия).

Удельное вращение соединений измеряли на
спектрополяриметре J-20 (Jasco, Япония).

Boc-Pro-Arg-OH (I). В 8 мл свежеперегнанного
1,4-диоксана растворяли 1.03 г (4.8 ммоль)
N-трет-бутилоксикарбонилпролина и 0.61 г
(5.3 ммоль) N-оксисукцинимида (SuOH) и при
постоянном перемешивании охлаждали на ледя-
ной бане до 7°С, затем в охлажденный раствор
вносили 1.09 г (5.3 ммоль) DCC, перемешивали
образовавшуюся суспензию в течение 1 ч при
охлаждении и 3 ч при комнатной температуре.
Выпавшую в осадок N,N'-дициклогексилмочеви-
ну отфильтровывали и промывали на фильтре
1.0–1.5 мл 1,4-диоксана. Фильтрат, представляю-
щий собой раствор N-сукцинимидного эфира
пролина в 1,4-диоксане, прибавляли к раствору
0.59 г (3.4 ммоль) аргинина в 4 мл воды. Реакци-
онную смесь перемешивали при 20°С в течение
4 ч, по окончании реакции охлаждали до 5°С, от-
фильтровывали осадок Boc-Pro-Arg-OH, промывали
на фильтре водой, охлажденной до 3–5°С, затем
этилацетатом. Сушили в вакуум-эксикаторе с
P2O5 до постоянной массы. Получили 1.12 г (89%)
пептида (І) с чистотой ~99% по данным ВЭЖХ;
т. пл. 154–155°С; –49° (с 1, метанол); Rf 0.72 (А),
0.25 (Б), 0.66 (В); ESI MS, m/z: 372.2 [M + H]+,
373.2 [M + 2H]+.

Boc-Pro-D-Arg-OH (II). Синтез Boc-Pro-D-Arg-
OH проводили аналогично методике, описанной
для соединения (I), за исключением стадии выде-
ления: по окончании реакции из раствора упари-
вали на роторном испарителе 1,4-диоксан, к
остатку приливали ацетон и после уплотнения
осадка декантировали водно-ацетоновый слой, а
осадок дважды переосаждали из метанола эфи-
ром. Сушили в вакуум-эксикаторе с P2O5 до посто-
янной массы. Получили 1.02 г (80%) пептида (II) с
чистотой ~99% по данным ВЭЖХ; т. пл. 130–

[ ]20
Dα

Рис. 7. Влияние пептидов на изменение показателя ЛП1иммоб (%) в тесте принудительного плавания: (a) – “тест”, по-
сле введения соединений относительно значений показателя в контроле; (б) – “тест” относительно значений показа-
теля в “пре-тесте” (К-1 – контроль к соединению (VI); К-2 – контроль к соединениям (VIII) и (XII); К-3 – контроль
к соединениям (X) и (XIII); К-4 – контроль к флуоксетину). # p < 0.05, критерий Уилкоксона.
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132°С; Rf 0.72 (А), 0.25 (Б), 0.66 (В); MS ESI, m/z:
372.2 [М + Н]+, 373.2 [M + 2H]+.

HCl·Boc-Pro-Arg-Gly-NH2 (III). Смесь 1.11 г
(3.0 ммоль) Boc-Pro-Arg-OH и 0.33 г (3.0 ммоль)
HCl·Gly-NH2 в 7 мл DMF (реагенты предвари-
тельно растирали в ступке до мелкого порошка)
перемешивали 1 ч при 20°С, охлаждали до 0–5°С
и добавляли 0.45 г (3.3 ммоль) 1-оксибензатриа-
зола (HOBt), затем 0.42 г (3.3 ммоль) N,N'-диизо-
пропилкарбодиимид (DIPC). Реакционную
смесь перемешивали 1 ч при (0–5°С) и 16 ч при
20°С. Осадок N,N'-диизопропилмочевины отде-
ляли фильтрованием, промывали DMF. К диме-
тилформамидному раствору добавляли 25 мл ди-
этилового эфира, после уплотнения осадка де-
кантировали слой растворителей, осадок дважды
переосаждали из метанола эфиром. Сушили в ва-
куум-эксикаторе с P2O5 и NaOH до постоянной
массы. Получили 1.28 г (92%) пептида (III) с чи-
стотой ~95% по данным ВЭЖХ; т. пл. 85–87°С;

–51° (с 1, метанол); Rf 0.39 (Б), 0.56 (В), 0.56 (Г);
ESI MS, m/z: 428.3 [М + Н]+, 450.3 [M + Na]+,
855.5 [2M – H]+.

HCl·Boc-Pro-D-Arg-Gly-NH2 (IV). Пептид по-
лучали по методике синтеза соединения (III). В
результате взаимодействия 0.35 г (0.94 ммоль)
Boc-Pro-D-Arg-OH (II) и 0.10 г (0.94 ммоль)
HCl⋅H-Gly-NH2 получили 0.37 г (90%) пептида
(IV) с чистотой ~98% по данным ВЭЖХ; т. пл. 85–
87°С; Rf 0.27 (А), 0.46 (Б), 0.76 (В); ESI MS, m/z:
428.3 [М + Н]+.

Boc-Ser(Bzl)-Pro-Arg-Gly-NH2 (V). К охла-
жденному до 5°С на ледяной бане раствору 0.30 г
(0.65 ммоль) Boc-Ser(Bzl)-OPfp (полученному ме-
тодом Кишфалуди [22]) в 7 мл DMF добавляли
0.24 г (0.49 ммоль) 2HCl·CH3COOC2H5·H-Pro-
Arg-Gly-NH2 (получали обработкой соединения
(III) HCl в этилацетате) и 0.07 мл (0.50 ммоль)
TEA (pH ~ 9). Перемешивали на ледяной бане в
течение 1.5 ч, после чего выпавшие в осадок соли
отфильтровывали, промывали на фильтре не-
большим количеством DMF. К диметилформ-
амидному раствору добавляли 20 мл диэтилового
эфира, после уплотнения осадка декантировали
слой растворителей, осадок дважды переосажда-
ли из метанола диэтиловым эфиром и этилацета-
том. Сушили в вакуум-эксикаторе с P2O5 и NaOH
до постоянной массы. Получили 0.26 г (86%) с чи-
стотой 85% по данным ВЭЖХ; т. пл. 115–117°С; Rf

0.15 (Б); ESI MS, m/z: 605.4 [М + Н]+, 606.4 [M + 2H]+,
607.4 [M + 3H]+.

N-Ac-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2 (VI). К раствору
0.17 г (0.29 ммоль) 2HCl·H-Ser(Bzl)-Pro-Arg-Gly-

[ ]20
Dα

NH2 (получали обработкой соединения (IV) HCl в
этилацетате) в 1.1 мл DMF добавляли 0.04 мл
(0.29 ммоль) TEA (pH ~ 8). Реакционную смесь
охлаждали на ледяной бане и вносили 0.06 г
(0.38 ммоль) сукцинимидного эфира уксусной
кислоты (AcOSu). Перемешивали 3 ч, после чего
осадок отфильтровывали, промывали на фильтре
небольшим количеством DMF. К диметилформ-
амидному раствору добавляли 10 мл диэтилового
эфира, после уплотнения осадка декантировали
слой растворителей, осадок дважды переосажда-
ли из метанола диэтиловым эфиром и этилацета-
том, защиту c ОН-группы остатка серина в N-Ac-
Ser(Bzl)-Pro-Arg-Gly-NH2 удаляли гидрировани-
ем в 1.1 мл раствора уксусной кислоты/метанола
(2 : 1) в присутствии палладиевой черни при по-
стоянном перемешивании в течение 1.5 ч, кон-
тролируя отщепление защитной группы методом
ТСХ. Осадок катализатора отфильтровывали,
тетрапептид переводили в осадок добавлением
15 мл диэтилового эфира. N-Ac-Ser-Pro-Arg-Gly-
NH2 дважды переосаждали из метанола диэтило-
вым эфиром и этилацетатом. Очистку соедине-
ния проводили методом колоночной хроматогра-
фии на силикагеле-60, в качестве элюента ис-
пользовали смесь хлороформ–метанол–вода в
соотношении 10 : 10 : 1. Фракции, содержащий
чистый пептид, объединяли и упаривали. После
высушивания в эксикаторе получили 0.08 г (60%)
соединения (VI) с чистотой 90% по данным ВЭЖХ;
т. пл. 120–122°С; Rf 0.19 (Б); ESI MS, m/z: 457.2
[М + Н]+.

Boc-D-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2 (VII). Тетрапеп-
тид получали аналогично методике синтеза со-
единения (V). В результате взаимодействия 0.14 г
(0.29 ммоль) пептида 2HCl·CH3COOC2H5·H-Pro-
Arg-Gly-NH2 (синтезировали обработкой соеди-
нения (IV) HCl в этилацетате) с 0.13 г (0.35 ммоль)
Boc-D-Ser-OPfp получили 0.11 г (73%) Boc-D-Ser-
Pro-Arg-Gly-NH2 с чистотой 87% по данным

ВЭЖХ; т. пл. 113–115°С; –18° (с 0.5, мета-
нол); Rf 0.38 (А), 0.36 (Б), 0.68 (Г); ESI MS, m/z: 515.3
[М + Н]+, 516.3 [M + 2H]+, 537.3 [M + Na]+.

N-Ac-D-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2 (VIII). Ацетили-
рование и очистку тетрапептида (VII) проводили
аналогично методике синтеза соединения (VI).
Из 0.10 г (0.22 ммоль) Н-D-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2
и 0.04 г (0.26 ммоль) AcOSu получили 0.08 г (80%)
тетрапептида (VIII) с чистотой 98% по данным
ВЭЖХ; т. пл. 124–125°C; Rf 0.19 (Б), 0.83 (В); ESI
MS, m/z: 457.2 [М + Н]+, 458.2 [M + 2H]+.

Boc-D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-NH2 (IX). Синтез
осуществляли аналогично способу получения со-
единения (V). В результате взаимодействия 0.32 г

[ ]20
Dα
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(0.29 ммоль) 2HCl·CH3COOC2H5·H-Pro-D-Arg-
Gly-NH2 (получали обработкой соединения (IV)
HCl в этилацетате) с 0.13 г (0.35 ммоль) Boc-D-Ser-
OPfp получили 0.37 г (90%) с чистотой 90% по
данным ВЭЖХ; т. пл. 114–116°С; Rf  0.38 (А), 0.36 (Б),
0.68 (Г); ESI MS, m/z: 515.3 [М + Н]+.

N-Ac-D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-NH2 (X). Ацетили-
рование и очистку тетрапептида (IX) проводили
аналогично методике получения соединения (VI).
В результате взаимодействия 0.10 г (0.22 ммоль)
Н-D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-NH2 (получали обработ-
кой соединения (IX) HCl в этилацетате) с 0.04 г
(0.26 ммоль) AcOSu получили 0.09 г тетрапептида
(X) (90%) с чистотой 90% по данным ВЭЖХ; т. пл.
138–140°С; Rf 0.03 (А), 0.09 (Б), 0.83 (В); ESI MS,
m/z: 457.3 [М + Н]+, 458.3 [M + 2H]+, 479.2 [M + Na]+.

Boc-Phe-Pro-Arg-Gly-NH2 (XI). Синтез тетра-
пептида осуществляли по методике, описанной
для соединения (V). В результате взаимодействия
0.20 г (0.41 ммоль) 2HCl·CH3COOC2H5·H-Pro-
Arg-Gly-NH2 с 0.26 г (0.53 ммоль) Boc-Phe-OPfp
(синтезировали методом Кишфалуди [22]) полу-
чили тетрапептид (XI) массой 0.21 г (73%) с чисто-
той по ВЭЖХ 95%; т. пл. 119–121°С; Rf 0.28 (А),
0.66 (Б), 0.65 (Д); ESI MS, m/z: 575.3 [М + Н]+,
576.3 [M + 2H]+, 577.3 [M + 3H]+, 597.3 [M + Na]+.

N-Ac-Phe-Pro-Arg-Gly-NH2 (XII). Ацетилиро-
вание и очистку тетрапептида (XII) проводили
аналогично методике, описанной для соединения
(VI). В результате взаимодействия 0.08 г
(0.15 ммоль) Н-Phe-Pro-Arg-Gly-NH2 (получали
обработкой соединения (XI) HCl в этилацетате) с
0.03 г (0.21 ммоль) AcOSu получили 0.06 г (77%) с
чистотой по ВЭЖХ 90%; т. пл. 115–117°С; Rf 0.16
(А), 0.43 (Д); ESI MS, m/z: 517.3 [М + Н]+, 518.3
[M + 2H]+.

N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2 (XIII). К раствору
0.98 г (2.0 ммоль) 2HCl·CH3COOC2H5·H-Pro-Arg-
Gly-NH2 (получен обработкой соединения (III)
HCl в этилацетате) в 7.0 мл DMF добавляли
0.03 мл (2.0 ммоль) TEA (pH ~ 8). Реакционную
смесь перемешивали в течение 20 мин, а затем до-
бавляли 0.53 г (2.0 ммоль) N-Ac-Trp-OH. После
охлаждения до 0°С в раствор добавляли 0.28
(2.1 ммоль) HOBt и 0.32 мл (2.1 ммоль) DIPC. Ре-
акционную смесь перемешивали 1 ч при (0–5°С)
и 18 ч при 20°С. Осадок N,N'-диизопропилмоче-
вины отделяли фильтрованием, промывали
DMF. Обработку синтеза проводили аналогично
методике, описанной для соединения (VI). Су-
шили в вакуум-эксикаторе с P2O5 и NaOH до по-
стоянной массы. Получили 1.0 г (90%) пептида
(XIII) с чистотой 95% по данным ВЭЖХ; т. пл.

125–127°С; Rf 0.49 (Б), 0.44 (Д); ESI MS, m/z: 556.3
[М + Н]+, 557.4 [М + 2Н]+, 578.4 [M + Na]+.

Влияние синтезированных пептидов на показа-
тели поведения крыс линии Wistar в тесте принуди-
тельного плавания. Фармакологическую актив-
ность полученных соединений изучали в опытах
на половозрелых крысах-самцах линии Wistar с
массой тела 250–350 г (питомник вивария Инсти-
тута биоорганической химии НАН Беларуси), со-
державшихся в стандартных условиях вивария со
свободным доступом к пище и воде в соответ-
ствии с требованиями Санитарных правил и норм
2.1.2.12-18-2006 [29]. Всего было задействовано
194 крысы. Эксперименты проводили в период с
сентября по январь (с 12:30 до 17:30).

Для создания депрессивноподобного состоя-
ния (поведение отчаяния) у грызунов использо-
вали парадигму принудительного плавания.
Установка и условия эксперимента соответство-
вали модифицированному методу Possolt [24, 30];
разграничивали поведение, направленное на вы-
ход из стрессовой ситуации в FST, на две катего-
рии: 1) плавание (swimming) по всей камере для
проведения теста с движениями лапок животного
в горизонтальной плоскости, 2) вскарабкивание
(climbing) с движением передних конечностей в
вертикальной плоскости. Прозрачный пластико-
вый цилиндр диаметром 30 см и высотой 66 см на
высоту 38 см наполняли водой, температуру кото-
рой поддерживали на уровне 25°С. Температуру
регистрировали каждые 16 мин с помощью авто-
матического термометра (Jiedong Hualing Plastic
Co., LTD, Китай), при необходимости извлече-
ния животного, добавляли горячую воду до до-
стижения необходимой температуры. При прове-
дении эксперимента продолжительностью 16 мин
животное помещали в цилиндр с водой таким об-
разом, чтобы оно не могло ни выбраться из сосу-
да, ни найти в нем опору, т.е. касаться дна лапка-
ми или хвостом. В ходе эксперимента визуально
регистрировали следующие показатели: 1) сум-
марную длительность иммобилизации; 2) сум-
марную длительность активного плавания в вари-
анте swimming; 3) суммарную длительность актив-
ного плавания в варианте climbing; 4) суммарную
длительность пассивного плавания; 5) латентный
период первой иммобилизации (ЛП1иммоб); 6) ла-
тентный период первого акта активного плавания
в варианте swimming (ЛП1акт). Критерием антиде-
прессивной активности исследуемых соединений
в FST считали статистически достоверное умень-
шение длительности иммобилизации в сравне-
нии с контролем. За сутки до тестирования каж-
дое животное помещали в сосуд с водой на тот же
промежуток времени для адаптации (“пре-тест”,
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по аналогии с работами [24, 30]), затем регистри-
ровали вышеперечисленные показатели. При по-
вторных тестированиях в FST у крыс наблюдается
выученная иммобилизация, которая объясняется
тем, что стрессовая ситуация становится более
знакомой животному [31].

Экспериментальных крыс разделили на кон-
трольные и опытные группы. Особям контроль-
ных групп 1–4 (по 5–15 крыс в группе) назначали
однократно интраназально дистиллированную
воду (за 10–30 мин до эксперимента) в объеме
1 мкл на 10 г массы тела; контрольные группы 1–4
служили для сопоставления с основными группа-
ми при введении пептидов (VI); (VIII) и (XII); (X) и
(XIII); флуоксетина соответственно (за 10–30 мин
до эксперимента). Исследуемые соединения в ви-
де водных растворов применяли у животных ос-
новных групп однократно интраназально в дозах
0.1, 1.0 и 10.0 мкг/кг с использованием эквива-
лентного объема растворителя. Число особей в
каждой из основных групп составляло 10, кроме
группы животных, которым вводили соединение
(XIII) (доза 10.0 мкг/кг) – 19 крыс. В качестве
препарата сравнения использовали флуоксетин
(Флуксен, Украина), который вводили внутри-
брюшинно в дозе 20 мг/кг (n = 10).

Изменения значений изученных показателей
на этапе “тест” относительно таковых в контроле
определяли по формуле:

где А1 – активность соединения, %; Хоп и Хк –
среднее значение измеряемого показателя у жи-
вотных основной и контрольной группы соответ-
ственно, с.

Изменения значений исследуемых параметров
на этапе “тест” относительно таковых в “пре-те-
сте” определяли по формуле:

где А2 – изменения значений показателя в “те-
сте” относительно таковых в “пре-тесте”, %; Хtest
и Хpre-test – среднее значение измеряемого показа-
теля у животных на этапе “тест” и “пре-тест” со-
ответственно, с.

При определении статистической значимости
различий в вариационных рядах использовали
метод непараметрической статистики; для срав-
нения двух зависимых выборок применяли кри-
терий Уилкоксона, для сравнения двух независи-
мых выборок – критерий Манна–Уитни; при на-
личии трех и более групп использовали критерий
Крускала–Уоллиса для независимых выборок.
Для анализа качественных признаков применяли

оп к
1

к

100,X XA
X
−= ×

test pre-test
2

pre-test

100,
X X

A
X

−
= ×

точный критерий Фишера. Критический уровень
статистической значимости при проверке стати-
стических гипотез принимали равным 0.05.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования, ис-

пользуя компьютерное моделирование, были
предложены структуры тетрапептидных аналогов
АВП6-9, потенциально обладающих поведенче-
ской активностью. Разработаны методики синте-
за смоделированных соединений (N-Ac-Ser-Pro-
Arg-Gly-NH2, N-Ac-D-Ser-Pro-Arg-Gly-NH2, N-Ac-
D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-NH2, N-Ac-Phe-Pro-Arg-
Gly-NH2 и N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2) классиче-
скими методами пептидной химии в растворе и
получены их опытные образцы. В результате изу-
чения влияния однократного интраназального
введения синтезированных тетрапептидов в дозах
0.1, 1.0, 10.0 мкг/кг на показатели поведения
крыс-самцов линии Wistar в FST установлено, что
действие N-Ac-D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-NH2 (в дозе
1.0 мкг/кг) и N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2 (в дозах
0.1, 1.0, 10.0 мкг/кг) наиболее сходны с референт-
ным препаратом флуоксетин. Полученные дан-
ные позволяют предположить наличие антиде-
прессивной активности у данных пептидов. При
подтверждении эффектов N-Ac-D-Ser-Pro-D-Arg-
Gly-NH2 и N-Ac-D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-NH2 в дру-
гих моделях данные вещества могут быть перспек-
тивными в качестве фармакологических субстан-
ций для создания новых антидепрессантов и но-
отропов с интаназальным способом введения.
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Synthesis and Study of Anti-Depressive Properties 
of New Analogs of Arginin-Vasopressin
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Using the method of computer modeling the new analogs of C-terminal fragment of arginine-vasopressin
(N-Ac-D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-NH2, N-Ac-Phe-Pro-Arg-Gly-NH2, N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2) with
antidepressant activity were proposed. The article presents the method of synthesis of simulated substances.
The Forced Swimming Test was used to identify substances which are potentially possessing antidepressant
activity. It was shown that intranasal administration of studied peptides to Wistar male rats at doses of 0.1–
10.0 μg/kg effected on swimming behavior of rodents. The greatest similarity for a number of study parame-
ters with the reference preparation (fluoxetine) possess N-Ac-Trp-Pro-Arg-Gly-NH2 (0.1, 1.0 and
10.0 μg/kg) and N-Ac-D-Ser-Pro-D-Arg-Gly-NH2 (1.0 μg/kg).

Keywords: peptides, arginine-vasopressin, computer modeling, intranasal administration, depression, rats



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2022, том 48, № 3, с. 371–374

371

ЭЛЕКТРОПОДВИЖНЫЙ БЕЛОК ПРЕСТИН КАК ЧУВСТВИТЕЛЬНОЕ 
ЯДРО ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО ИНДИКАТОРА 

МЕМБРАННОГО ПОТЕНЦИАЛА
© 2022 г.   Л. А. Кост*, В. А. Юнусова*, В. О. Иванова**, Е. С. Никитин**,

К. А. Лукьянов*, А. М. Богданов*, #

*ФГБУН “Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова” РАН,
Россия, 117997 Москва, ул. Миклухо-Маклая, 16/10

**ФГБУН “Институт высшей нервной деятельности и нейрофизиологии” РАН,
Россия, 117485 Москва, ул. Бутлерова, 5А

Поступила в редакцию 10.08.2021 г.
После доработки 20.08.2021 г.

Принята к публикации 21.08.2021 г.

В настоящей работе мы впервые применили престин – электроподвижный белок слухового анализато-
ра млекопитающих – в качестве потенциал-чувствительного ядра генетически кодируемого индикатора
мембранного потенциала. Prestin-5 – один из вариантов химерного белка, полученного нами путем сли-
яния полипептидных цепей престина и флуоресцентного репортера FusionRed, – при электрофизиоло-
гическом тестировании продемонстрировал флуоресцентный ответ на изменение мембранного потен-
циала, характеризующийся субмиллисекундной кинетикой. Таким образом, мы показали работоспо-
собность престина в составе флуоресцентных потенциал-чувствительных конструкций.

Ключевые слова: индикатор мембранного потенциала, флуоресцентный биосенсор, нейробиология,
флуоресцентные белки, престин
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ВВЕДЕНИЕ
Перспективный подход к мониторингу элек-

трической активности нервных клеток – исполь-
зование генетически кодируемых индикаторов
мембранного потенциала (ГКИМП) [1], которые
представляют собой химерные белки с трансмем-
бранным доменом. Индикаторы разной струк-
турной организации объединяет наличие у них
двух функциональных активностей: чувствитель-
ности к мембранному потенциалу и способности
реагировать на его колебания изменением своих
оптических свойств. В большинстве ГКИМП эти
функциональные активности реализуются струк-
турно различающимися белковыми доменами,
потенциал-чувствительным (ПЧД) и репортер-
ным (чаще всего представлен вариантом флуо-
ресцентного белка). Имеющийся репертуар ПЧД
сравнительно беден [1], и поиск новых кандида-
тов на эту роль представляется актуальной науч-
ной задачей.

Престин – электроподвижный белок лате-
ральной мембраны внешних волосковых клеток
млекопитающих, конформационные изменения
которого в ответ на изменения электрохимиче-
ского потенциала происходят в субмиллисекунд-
ной временной шкале [2, 3]. Недавно была также
выявлена роль престина в работе сердечной му-
скулатуры [4]. Цель настоящей работы – опреде-
лить, возможно ли использование престина в ро-
ли потенциал-чувствительного домена ГКИМП.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно данным компьютерного моделиро-

вания [5], молекула престина состоит из 14 транс-
мембранных сегментов и цитоплазматического
STAS-домена. Принимая во внимание крупный
размер и сложность организации молекулы прести-
на, мы предложили три топологических варианта
молекулы индикатора: “insertion-into-FP”, “inser-
tion-into-cpFP”, а также “insertion-of-cpFP” (рис. 1).
В качестве репортерного домена был взят красный
флуоресцентный белок FusionRed, потенциально
пригодный для визуализации индикатора in vivo.

Первый вариант предполагает вставку гена
чувствительного ядра (престина) внутрь гена
флуоресцентного белка с сохранением “нативно-

Сокращения: ГКИМП – генетически кодируемые индика-
торы мембранного потенциала; ПЧД – потенциал-чув-
ствительный домен; FP – флуоресцентный белок (f luores-
cent protein); cpFP – циркулярный пермутант флуорес-
центного белка (circularly permuted fluorescent protein).

# Автор для связи: (тел.: +7 (903) 746-08-49; эл. почта:
noobissat@ya.ru).

УДК 577.352.5

EDN: OLVBXL
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го” порядка следования аминокислот FusionRed,
но с фрагментацией его последовательности.
Второй вариант представляет собой вставку гена
престина внутрь гена циркулярного пермутанта
флуоресцентного белка cpFusionRed 189–188.
Выбор положения вставки чувствительного ядра
обоснован успешным применением этого способа
организации химерного гена в ГКИМП семейства
VSDFR 189–188, описанных нами ранее [6, 7].

Третий вариант, топология “insertion-of-cpFP”,
основан на инсерции кодирующей последователь-
ности cpFusionRed 189–188 в последовательность
чувствительного ядра (престина). Для инсерции
были выбраны три петельных участка, локализо-
ванных во внеклеточном пространстве (E2, E3,
E4), два петельных участка во внутриклеточном
пространстве (I2, I4) и участок, соединяющий
трансмембранный домен 14 и STAS-домен (S).

Рис. 1. Линейные схемы химерных белков на основе престина (синий) и флуоресцентного белка FusionRed (красный).
Прямоугольниками обозначены фрагменты полипептидных цепей доменов, входящих в состав индикатора (нумера-
ция аминокислот представлена в соответствии с нативной первичной структурой). Под вертикальными линиями, раз-
деляющими функциональные домены, указаны последовательности аминокислотных линкеров в однобуквенном коде. В
конструкциях “insertion-of-cpFP” состав линкеров стандартный: N-концевой GS, С-концевой GT. На белом фоне пред-
ставлен функциональный вариант ГКИМП, на светло-сером – варианты, прошедшие первичное тестирование, на темно-
сером – остальные химерные молекулы. FR – FusionRed, cpFR – циркулярно пермутированный FusionRed.
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Всего было сконструировано 18 вариантов ин-
дикатора (рис. 1), каждый из которых включен в
соответствующий ДНК-вектор для экспрессии в
клетках эукариот.

При экспрессии в клетках линии HEK293T
оценивали корректность мембранной локализа-
ции, склонность к агрегации и интенсивность
флуоресцентного сигнала индикаторов. Восемь
конструкций, продемонстрировавших удовле-
творительные результаты этого первичного те-
стирования (рис. 1), были направлены на функ-
циональное тестирование методом whole-cell
voltage clamp, которое представляло собой непре-
рывное измерение интенсивности флуоресцен-
ции при циклически запрограммированных
сдвигах мембранного потенциала от удерживаю-
щего потенциала (–60 мВ) до +100 мВ.

Один из вариантов в топологической группе
“insertion-into-cpFP” – Prestin-5 – при электро-
физиологическом тестировании продемонстриро-
вал индикаторные свойства (рис. 2). Его флуорес-
центный ответ на изменение мембранного потен-
циала характеризуется динамическим диапазоном

1.23% ΔF/F, временем активации флуоресцентно-
го ответа индикатора τon = 0.57 мс и временем его
инактивации τoff = 1.50 мс (рис. 2б). Prestin-5 был
успешно экспрессирован нами в первичной эм-
бриональной культуре нейронов мыши, что пока-
зывает возможность использования данного
ГКИМП в модельной системе, релевантной для
задач нейробиологии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Экспрессионные векторы содержали кодиру-
ющую последовательность гена престина мон-
гольской песчанки Meriones unguiculatus (UniProt
ID: Q9JKQ2, любезно предоставлена Peter Dallos)
и фрагменты красного флуоресцентного белка
FusionRed (Евроген, Россия). Упомянутые после-
довательности амплифицировали методом ПЦР,
используя праймеры, содержащие сайты узнава-
ния эндонуклеазы рестрикции BsaI и участки,
гомологичные последовательностям престина и
FusionRed, температура отжига 60°С, элонгация
20–120 с, 18–25 циклов. ПЦР-фрагменты вставля-

Рис. 2. (а) – Модель пространственной структуры ГКИМП Prestin-5, полученная с помощью онлайн-ресурса Alpha-
Fold2. Трансмембранный домен престина сверху; (б) – усредненное изменение интенсивности флуоресцентного сиг-
нала Prestin-5 (красная кривая) в клетках линии НЕК293Т (n = 6) при изменении мембранного потенциала от –60 мВ
до +100 мВ (черная кривая).

(а) (б) 0.5%
�F/F

+100 мВ

–60 мВ

20 мс
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ли в вектор pICH47742 (Addgene, США) методом
модульного клонирования Golden Gate [8].

Транзиентную трансфекцию клеток HEK293T
(из коллекции ATCC) и первичных эмбриональ-
ных нейронов мыши проводили методом липо-
фекции с использованием FuGene HD (Promega,
США) согласно протоколу производителя. Флуо-
ресцентный сигнал оценивали спустя 48 ч после
трансфекции на флуоресцентном микроскопе
BioRevo BZ-9000 (Keyence, Япония) с исполь-
зованием светофильтров TxRed (возбуждение
562/40 нм, эмиссия 624/40 нм). Электрофизиологи-
ческое тестирование методом локальной фиксации
потенциала в конфигурации whole cell проводили
на клетках линии НЕК293Т. Сигнал усиливали при
помощи стандартного внутриклеточного усилителя
Axoclamp 2B (Axon Instruments, США) в режиме
фиксации потенциала.

Флуоресцентный ответ на изменение мем-
бранного потенциала регистрировали с помощью
лазерного сканирующего микроскопа LSM 5 live
(Zeiss, Германия), объектив 63× W.I. NA 1.0 IR
DIC (Zeiss, Германия).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе работы получена химерная конструкция

Prestin-5, представляющая собой циркулярно пер-
мутированный красный флуоресцентный белок
FusionRed со вставкой полипептидной цепи пре-
стина внутрь молекулы и демонстрирующая инди-
каторные свойства. Кинетические характеристики
этого варианта индикатора ставят его в один ряд с
наиболее “быстрыми” ГКИМП на основе прокари-
отических опсинов. Таким образом, мы показали,
что престин пригоден для использования в качестве
потенциал-чувствительного ядра ГКИМП.
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In this study, we first used prestin, an electromotive protein of the mammalian auditory analyzer, as a voltage-
sensitive core of a genetically encoded voltage indicator. Prestin-5, one of the chimeric proteins obtained as
a fusion of prestin and the f luorescent reporter FusionRed, demonstrated a f luorescent response to change
in membrane potential, characterized by submillisecond kinetics. Thus, we demonstrate the performance of
prestin in f luorescent voltage-sensitive constructs.
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Синтезированы новые производные хромофора белка Kaede – (Z)-2-(4-метоксибензилиден)-6/8-
фенилимидазо[1,2-a]пиридин-3(2H)-оны. Установлено, что положение фенильного заместителя в
имидазопиридиноновом фрагменте не влияет на оптические свойства подобных соединений.

Ключевые слова: имидазолоны, хромофоры, флуоресцентный белок Kaede, флуоресценция
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ВВЕДЕНИЕ

Синтетические аналоги хромофоров флуорес-
центных белков – бензилиденимидазолоны –
высокоперспективны в качестве основы для но-
вых флуоресцентных меток. Благодаря большому
количеству существующих синтетических мето-
дов модификаций этих соединений можно легко
получить вещества разного строения и с разными
заместителями, что потенциально позволяет зна-
чительно варьировать их оптические свойства [1,
2]. В частности, для флуоресцентных красителей
важна способность поглощать и испускать свет
длинноволнового диапазона – менее токсичный
для биологических тканей. Эффективный подход
к батохромному смещению максимумов абсорб-
ции и эмиссии красителей – увеличение системы
сопряженных π-связей. Например, флуоресцент-
ные белки Kaede и DsRed, хромофоры которых
содержат во 2-м положении имидазолона заме-
стители с кратными связями, имеют максимум
флуоресценции 580–585 нм [3], в то время как
флуоресцентный белок GFP (Green Fluorescent
Protein), хромофор которого имеет алкильную
группу в этом положении, характеризуется флуо-
ресценцией с максимумом 510 нм [3]. Аналогично
показано, что синтетические аналоги хромофора
GFP, имеющие во 2-м положении иные стироль-

ные заместители, испускают свет в области ~600 нм
[4–8]. Схожими свойствами обладают конденси-
рованные производные [9, 10], у которых данный
фрагмент циклически замкнут на атом азота ими-
дазолонового цикла. Ранее на примере пары син-
тетических аналогов хромофора Kaede нами была
изучена зависимость оптических свойств от по-
движности кратной связи во 2-м положении ими-
дазолона (рис. 1) [11]. Было установлено, что
фиксация двойной связи для конденсированного
производного (I) приводит к батохромному сдви-
гу максимумов абсорбции на 79 нм и эмиссии на
19 нм (рис. 1).

Цель настоящей работы – изучение влияния
положения фенильного заместителя в имидазо-
пиридиноновом фрагменте на оптические свой-
ства производных хромофора белка Kaede.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе работы нами из бромопири-

дин-2-аминов были получены пиридиновые про-
изводные глицина (II) и (III). Затем с помощью
конденсации с анисовым альдегидом были син-
тезированы соответствующие имидазопиридино-
ны (IV). На заключительной стадии синтеза с по-
мощью реакции арилирования бромпроизводных
(IV) были получены целевые соединения (V).

Установлено, что оптические свойства полу-
ченных соединений (V) (схема 1) не отличаются
от свойств ранее описанного аналога (I) (рис. 1).
Все производные характеризуются абсорбцией с
максимумом 500–505 нм и эмиссией с максиму-

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi
10.31857/S0132342322030149 для авторизованных пользова-
телей.
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мом 555–560 нм в ацетонитриле (рис. 2). Вероят-
но, что отсутствие влияния положения фенильного
заместителя связано с неполным сопряжением с
π-системой молекулы из-за его подвижности. В

связи с этим перспективное направление для
дальнейших исследований – создание производ-
ных с жестко фиксированными ароматическими
заместителями.

Схема 1. Схема синтеза целевых соединений (V).
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Рис. 1. Производные хромофора белка Kaede и их оптические свойства в ацетонитриле.
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Рис. 2. Нормализованные спектры абсорбции и эмиссии соединений (I), (Vа) и (Vb) в ацетонитриле.
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Также мы установили, что новые производные
(V) обладают слабой флуоресценцией с кванто-
вым выходом 1.5–2.0% (в ацетонитриле). Многие
производные хромофоров флуоресцентных бел-
ков с подобными свойствами могут быть исполь-
зованы в качестве флуорогенных красителей [10,
12]. Поэтому можно предположить, что произ-
водные (V) и родственные им соединения также
перспективны для применения во флуоресцент-
ной микроскопии в данной роли.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование. Спектры ЯМР (δ, м.д.; J, Гц) ре-
гистрировали на спектрометре Fourier 300
(300 МГц; Bruker, США) при 303 K в DMSO-d6

(внутренний стандарт – Me4Si), спектры погло-

щения – на спектрофотометре Cary 100 Bio (Vari-
an, США), спектры флуоресценции – на спектро-
флуориметре Cary Eclipse (Varian, США). Темпе-
ратуры плавления определяли на приборе SMP 30
(Stuart Scientific, Великобритания) и не исправля-
ли. Масс-спектры высокого разрешения реги-
стрировали на приборе micrOTOF II (Bruker, Гер-
мания), ионизация электрораспылением.

Синтез этил(бромопиридин-2-ил)глицината (II).
Бромопиридин-2-амин (10 г, 58 ммоль) растворя-
ли в смеси HClO4 (50%, 24.0 мл) и EtOH (50 мл), до-

бавляли водный раствор глиоксаля (40%, 8.00 мл,
64 ммоль). Полученную смесь кипятили в тече-
ние 40 ч. Затем реакционную смесь охлаждали до
0°С, разбавляли насыщенным раствором NaHCO3

до рН 7, экстрагировали CHCl3 (4 × 160 мл), су-

шили над безводным Na2SO4 и упаривали. Про-

дукт очищали методом флеш-хроматографии
(элюент – этилацетат и гексан, 1 : 1).

Синтез гидрохлорида (бромопиридин-2-ил)глици-
на (III). Этил-2-((бромопиридин-2-ил)амино)аце-
тат (32 ммоль) растворяли в HCl (5 М, 32 мл) и ки-
пятили 6 ч. Затем смесь упаривали, остаток промы-
вали Et2O (2 × 50 мл) и сушили в вакууме.

Синтез (Z)-бромо-2-(4-метоксибензилиден)ими-
дазо[1,2-a]пиридин-3(2H)-она (IV). 2-((3-Бромо-
пиридин-2-ил)амино)уксусной кислоты гидро-
хлорид (800 мг, 3.0 ммоль) помещали в колбу
Шленка, вакуумировали, заполняли аргоном и
добавляли 4.5 мл PCl3 (51 ммоль). Полученную

смесь кипятили в течение 5 ч и упаривали.
К остатку в токе аргона добавляли анисовый аль-
дегид (0.330 мл, 2.7 ммоль), пиридин (3.0 мл) и
триэтиламин (0.50 мл). Реакционную смесь вы-
держивали при 70°С в течение 12 ч, а затем упари-
вали. Полученный остаток растворяли в EtOAc
(50 мл), промывали насыщенным раствором
NaHCO3 (10 мл) и насыщенным раствором NaCl

(3 × 15 мл), сушили над безводным Na2SO4 и упа-

ривали. Полученный продукт очищали методом

флеш-хроматографии (элюент – этилацетат и
гексан, 1 : 3).

Синтез (Z)-2-(4-метоксибензилиден)-фенил-
имидазо[1,2-a]пиридин-3(2H)-она (V). В колбу
Шленка помещали (Z)-бромо-2-(4-метоксибен-
зилиден)имидазо[1,2-a]пиридин-3(2H)-он (33 мг,
0.1 ммоль), фенилбороновой кислоты пинаколо-
вый эфир (54 мг, 0.26 ммоль) и CsCO3 (163 мг,

0.5 ммоль). Колбу вакуумировали, заполнили ар-
гоном и добавляли PhMe (2 мл) и Pd(Ph3P)4 (12 мг,

0.01 ммоль). Смесь выдерживали 4 ч при 75°С, за-
тем добавляли CH2Cl2 (50 мл) и промывали водой

(2 × 80 мл). Органическую фазу сушили над без-
водным Na2SO4 и упаривали. Продукт очищали

флеш-хроматографией (элюент – хлороформ).

Выходы реакций, температуры плавления и
спектральные характеристики синтезированных
соединений (II–V) приведены в дополнительных
материалах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Синтезированы новые производные хромофо-
ра белка Kaede – (Z)-2-(4-метоксибензилиден)-
6/8-фенилимидазо[1,2-a]пиридин-3(2H)-оны. Уста-
новлено, что оптические свойства этих соедине-
ний не зависят от положения фенильного заме-
стителя в имидазопиридиноновом фрагменте,
что, вероятно, объясняется неполным сопряже-
нием с π-системой молекулы.

Новые соединения могут быть использованы в
качестве флуорогенных красителей, поскольку
они, как и многие производные хромофоров флуо-
ресцентных белков, обладают слабой флуорес-
ценцией.
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of the Kaede Protein Chromophorus Derivatives
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We report novel derivatives of chromophore of the f luorescent protein Kaede – (Z)-2-(4-methoxyben-
zylidene)-6/8-phenylimidazo[1,2-a]pyridine-3(2H)-ones. The introduced of phenyl substituent in the
6- and 8-position of the imidazopyridinone fragment does not leads to a shift absorption and emission spectra.
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