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Основные классы противоопухолевых препаратов (антиметаболиты, антрациклины, таксаны и ал-
килирующие агенты) действуют путем разрушения клеточной ДНК, предотвращения синтеза ДНК
и/или нацеливания на микротрубочки. Фосфорсодержащие алкильные глицеролипиды вызывают
гибель опухолевых клеток различного тканевого происхождения, не воздействуя на ДНК и при
меньшем повреждении неопухолевых клеток. Однако недостаток данных соединений – способ-
ность нарушать целостность эритроцитов (гемолиз). Кроме того, фосфорсодержащие глицероли-
пиды могут подвергаться гидролизу под действием внутриклеточных фосфолипаз. Этими обстоя-
тельствами обусловлена необходимость поиска новых противоопухолевых соединений в ряду бес-
фосфорных аналогов липидной природы. В обзоре рассматриваются бесфосфорные катионные и
нейтральные глицеролипиды. Бесфосфорные глицеролипиды сохраняют антипролиферативные и
цитотоксические свойства фосфорсодержащих глицеролипидов, а также бесфосфорные аналоги не
вызывают гемолиз. Особое внимание уделено новым классам положительно заряженных и ней-
тральных гликоглицеролипидов, а также поликатионным глицеролипидам. Анализ взаимосвязи
“структура–активность” обосновывает выбор модификаций бесфосфорных глицеролипидов для
разработки новых кандидатов в лекарственные средства.

Ключевые слова: противоопухолевые липиды, эдельфозин, опухолевые клетки, гибель клеток
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ВВЕДЕНИЕ
Злокачественные новообразования – одна из

основных причин смертности в России и мире.
Эффективность противоопухолевой терапии
остается недостаточно высокой [1] по причине
незначительной селективности соединений, разви-
тия лекарственной устойчивости опухолевых клеток
[2, 3], повышенной гидрофобности [4, 5] и низкой
эффективности доставки препаратов в опухоль [6, 7],
серьезных побочных эффектов и др. [8, 9]. С целью
решения вышеперечисленных проблем актуальной

задачей является оптимизация структуры химиче-
ских соединений – кандидатов в лекарственные
средства. В настоящем обзоре анализируются хими-
ческие классы синтетических липидов – перспек-
тивных соединений, не получивших требуемое вни-
мание исследователей.

ПРОТИВООПУХОЛЕВЫЕ 
СВОЙСТВА ЛИПИДОВ

Исследования противоопухолевых свойств ли-
пидов начались во второй половине ХХ века, ког-
да обнаружили, что небольшие количества при-
родного фосфолипида 2-лизофосфатидилхолина
(соединение (I), рис. 1) существенно увеличива-
ют фагоцитарную активность макрофагов [10].
Это означало, что соединение (I) может играть
активную роль в механизмах защиты организма.
Однако фосфолипид (I) нестабилен и быстро

1 Статья публикуется по материалам доклада,
представленного на конференции “Липиды 2021”
(Москва, 11–13 октября 2021 г.).
Сокращения: GAELs – гликозилированные противоопухоле-
вые алкильные липиды; IC50 – 50%-ная рост-ингибирующая
концентрация; PAF – фактор активации тромбоцитов.

# Автор для связи: (тел.: +7 (916) 491-62-70, эл. почта:
ngmoroz@mail.ru).

УДК 547.426.2:615.277.3
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трансформируется в фосфатидилхолин (II) или
глицерофосфохолин (III) под действием ацетил-
трансферазы или лизофосфолипазы, что не поз-
волило использовать соединение (I) как лекар-
ственное средство [11].

Установление структуры фактора активации
тромбоцитов (PAF, соединение (IV), рис. 2) стало
важным шагом для поиска новых противоопухо-
левых соединений. В эндотелиальных клетках со-
единение (IV) индуцирует подвижность, экспрес-
сию молекул адгезии, способствует разрушению
внеклеточного матрикса, миграции клеток и
неоангиогенезу [12]. Активация рецепторов PAF
индуцирует антиапоптотические факторы, спо-
собствуя выживанию опухолевых клеток [13, 14].
Предполагают, что сочетание антагонистов PAF-
рецепторов с химиотерапией может быть пер-
спективным для терапии опухолей [15]. Немало
соединений липидной природы имеют структур-
ную схожесть с соединением (IV), что объясняет
возможность разработки противоопухолевых
агентов на основе тех или иных липидов.

Исследования биологической активности
синтетических и природных аналогов PAF пока-
зали, что различные модификации типа связи в
положении C1, а также заместителей в положени-
ях C2 глицерина приводят к появлению у липид-
ных аналогов PAF антагонистических свойств.

Поскольку соединение (IV) вызывает сильную аг-
регацию тромбоцитов, его трудно использовать в
практике [16]. Синтезировано большое количе-
ство структурных аналогов PAF, проявляющих
противоопухолевые свойства благодаря воздей-
ствиям на различные механизмы: ингибирование
клеточных ферментов, индукцию некроза, акти-
вацию эффекторов иммунитета, ограничение ме-
тастазирования [17, 18].

Биологическое действие PAF-подобных гли-
церолипидов с простой эфирной связью зависит
от длины углеводородных заместителей, форми-
рующих их гидрофобный домен. Замена ацетиль-
ной группы при С2-атоме глицерина на коротко-
цепную алкильную группу приводит к появлению
противоопухолевых свойств [19]. Цвиттер-ион-
ные фосфолипиды алкильного типа – структур-
ные аналоги PAF – не обладают способностью аг-
регировать тромбоциты, но ингибируют проли-
ферацию опухолевых клеток и вызывают их
гибель. Эти липиды обладают противоопухоле-
вым, противовирусным и антибактериальным
действием и, в отличие от многих противоопухо-
левых лекарственных агентов, не вызывают се-
рьезных побочных эффектов, за исключением ге-
молиза [20–22].

Дальнейшие разработки привели к синтезу
1-О-октадецил-2-O-метил-3-глицерофосфохолина

Рис. 1. Превращение 2-лизофосфатидилхолина (I) в фосфатидилхолин (II) или глицерофосфохолин (III).
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(ET-18-OCH3, эдельфозин, соединение (V), рис. 2),
который показал более высокую противоопухо-
левую активность, чем соединение (I) [23]. По-
следующие исследования подтвердили, что
эдельфозин и родственные алкиллизофосфоли-
пиды обладают потенциальной противоопухоле-
вой активностью [17, 24]. Эдельфозин был пер-
вым успешным глицерофосфолипидом после
PAF (IV), проявляющим активность в микромо-
лярных концентрациях, и дошел до II фазы кли-
нических испытаний, он стал считаться “золотым
стандартом” среди противоопухолевых липидов.
Необходимо отметить, что первоначально не был
определен механизм действия эдельфозина, из-за
его сходства с соединением (IV) наиболее вероят-
ными мишенями считали PAF-рецепторы. Позд-
нее было показано, что добавление эдельфозина
к клеткам HL60 с низким уровнем экспрессии
PAF-рецепторов вызывает апоптоз [25], в то вре-
мя как инкубация эдельфозин-чувствительных
клеток с соединением (IV) не приводила к апоп-
тозу [26].

Эдельфозин – первый противоопухолевый
агент, взаимодействующий с липидными рафта-
ми на периферии клеток [27, 28]. Он накаплива-
ется в эндоплазматическом ретикулуме, что вызы-
вает особую форму стрессового ответа и апоптоз, а

также ингибирует синтез фосфатидилхолина путем
инактивации фосфохолинцитидилтрансферазы
[29, 30], обладает некоторой избирательностью дей-
ствия и менее токсичен для неопухолевых клеток
[17, 31, 32]. Селективность цитотоксического дей-
ствия эдельфозина объясняется тем, что в транс-
формированных клетках увеличивается скорость
эндоцитоза [33, 34].

Замена метильной группы на этильную при
С2-атоме глицерина эдельфозина значительно
уменьшает цитотоксический эффект (табл. 1,
[19]; соединение (VI), рис. 2).

Эдельфозин обладает высокой гемолитиче-
ской активностью [19], имеет относительно низ-
кую биодоступность (<10% при однократном вве-
дении) и малую скорость выведения из организма
[35]. Эти факторы обусловили поиск более эф-
фективных структурных аналогов эдельфозина
[36, 37]. Поиск менее гемотоксичных, более ста-
бильных и не менее активных аналогов эдельфо-
зина продолжается. Синтезированы положительно
заряженные и нейтральные липиды, среди которых
выделяются глицеролипиды, гликоглицеролипиды
и поликатионные глицеролипиды (глицерополи-
амины) (схема 1).

Схема 1. Классификация противоопухолевых липидов.

Побочные эффекты эдельфозина и его анало-
гов определяют необходимость разработки новых
способов доставки соединений для улучшения
биодоступности. При парентеральном введении
достигается быстрое распределение в органах
[38], однако из-за гематотоксичности фосфорсо-
держащих глицеролипидов приходиться ограни-

чивать их дозы. Пероральное введение соедине-
ния (V) обеспечивает необходимую концентра-
цию в плазме крови только при многократном
применении [35]. Подкожное введение и поверх-
ностное [39] нанесение глицеролипидов также не
обеспечивают эффективную концентрацию в
плазме, однако в отдельных случаях используют-

Противоопухолевые липиды

Фосфорсодержащие липиды Бесфосфорные липиды

Положительно
заряженные липиды Нейтральные липиды

Положительно
заряженные

глицеролипиды

Положительно
заряженные

гликоглицеролипиды

Поликатионные
глицеролипиды

Алкильные
гликоглицеролипиды

Ацильные
гликоглицеролипиды

Комбинированные
гликоглицеролипиды

Алкильные гликоглицеролипиды с углеводным фрагментом,
непосредственно присоединенным к глицериновому остову

Алкильные гликоглицеролипиды с углеводным фрагментом,
присоединенным через спейсерную группу
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ся для терапии кожных метастазов и минимиза-
ции системных побочных эффектов [40]. Совре-
менные подходы к улучшению биодоступности и
доставки глицеролипидов включают использова-
ние липидных наночастиц [41–43]. Помимо улуч-
шения биодоступности, при инкапсуляции со-
единения (V) в липидные наночастицы удалось
преодолеть резистентность клеток лейкоза к
эдельфозину [39].

В обзоре приведена классификация фосфор-
содержащих и бесфосфорных липидов с противо-

опухолевой активностью (схема 1), обоснованы
структурные модификации различных липидов и
проанализированы механизмы их действия.

Первичный анализ активности проводился
нами с использованием МТТ-теста, в котором
оценивали цитотоксичность соединения для опу-
холевых и неопухолевых клеток. Глицеролипиды
добавляли к клеткам в конечных концентрациях
0.1–50.0 мкМ. После 72-часовой инкубации жиз-
неспособные клетки восстанавливали тетразоли-
евую соль (реагент МТТ) в нерастворимый фор-

Таблица 1. Цитотоксичность (IC50) фосфорсодержащих и бесфосфорных положительно заряженных глицеро-
липидов

Примечание: К562 – хронический миелоидный лейкоз, HL60 – лимфоцитарный лейкоз, НСТ116 – аденокарцинома толстой
кишки, В16 – меланома мыши, SKOV-3 – аденокарцинома яичника, MCF-7 – рак молочной железы; n.d. – нет данных.

Соединение
IC50, мкМ

К562 HL60 HCT116 В16 SKOV-3 MCF-7

Фосфорсодержащие глицеролипиды
Эдельфозин (V) 4.2 ± 0.3 2.0 ± 0.2 0.8 ± 0.1 6.0 ± 0.7 3.4 ± 0.2 6.5 ± 0.5
(VI) 8.0 ± 0.3 16.0 ± 0.7 12 ± 0.7 15.0 ± 0.4 n.d. n.d.

Бесфосфорные положительно заряженные глицеролипиды
(XIIa) n.d. 17.2 ± 1.3 14.3 ± 0.3 36.2 ± 1.7 40.0 ± 1.8 >50
(XIIb) n.d. 17.3 ± 0.9 14.5 ± 0.4 41.0 ± 2.1 35.2 ± 0.9 >50
(XIIc) n.d. 28.0 ± 1.2 15.0 ± 0.8 >50 42.5 ± 1.9 >50
(XIId) n.d. 4.8 ± 0.4 12.8 ± 0.2 16.1 ± 0.7 12.8 ± 0.8 10.9 ± 1.3
(XIIe) n.d. 3.8 ± 0.6 10.8 ± 0.3 14.1 ± 0.5 8.0 ± 0.5 20.4 ± 0.6
(XIIf) n.d. 4.9 ± 0.6 11.5 ± 0.4 14.8 ± 0.4 8.9 ± 0.7 30.0 ± 1.0
(XIIg) n.d. 4.9 ± 0.3 14.7 ± 0.5 16.2 ± 0.5 9.9 ± 0.4 14.8 ± 0.7

Бесфосфорные положительно заряженные гликоглицеролипиды
(XIIIa) 5.0 ± 0.4 n.d. 0.5 ± 0.2 n.d. n.d. n.d.
(XIIIb) 12.0 ± 0.3 n.d. 4.0 ± 0.5 n.d. n.d. n.d.
(XIVa) 9.0 ± 0.3 7.0 ± 0.5 9.0 ± 0.7 n.d. n.d. n.d.
(XIVb) 11.0 ± 0.4 n.d. 3.0 ± 0.7 n.d. n.d. n.d.
(XVa) 7.0 ± 0.6 5.0 ± 0.3 5.0 ± 0.3 5.0 ± 0.7 n.d. n.d.
(XVb) 8.0 ± 0.5 7.0 ± 0.5 4.0 ± 0.7 7.0 ± 0.4 n.d. n.d.
(XVIa) 18.0 ± 0.6 18.0 ± 0.6 22.0 ± 0.5 29.0 ± 1.1 n.d. n.d.
(XVIb) 36.0 ± 1.2 n.d. 16.0 ± 0.7 16.0 ± 1.2 n.d. n.d.
(XVIc) 41.0 ± 0.7 n.d. 17.0 ± 0.5 13.0 ± 0.9 n.d. n.d.

Бесфосфорные поликатионные глицеролипиды
(XVIIa) 2.06 ± 0.11 n.d. 4.23 ± 0.12 n.d. 1.83 ± 0.05 1.99 ± 0.36
(XVIIb) 3.20 ± 0.16 n.d. 11.60 ± 0.58 n.d. n.d. 2.70 ± 0.13
(XVIIс) 2.25 ± 0.25 n.d. 3.83 ± 0.07 n.d. 4.88 ± 0.02 1.86 ± 0.31
(XVIId) 2.01 ± 0.13 n.d. 2.97 ± 0.19 n.d. 2.36 ± 0.47 1.93 ± 0.48
(XVIIe) 2.07 ± 1.12 n.d. 3.21 ± 0.22 n.d. 1.87 ± 0.35 1.94 ± 0.12
(XVIIf) 1.89 ± 0.05 n.d. 3.29 ± 0.03 n.d. 2.29 ± 0.27 1.82 ± 0.41
(XVIIg) 2.40 ± 0.12 n.d. 8.10 ± 0.41 n.d. n.d. 5.80 ± 0.29
(XVIIh) 2.18 ± 0.30 n.d. 3.33 ± 0.14 n.d. 2.53 ± 0.42 2.02 ± 0.44
(XVIIi) 1.85 ± 0.34 n.d. 1.64 ± 0.02 n.d. 1.63 ± 0.004 1.28 ± 0.24
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мазан; количество последнего (по поглощению
света длиной волны 575 нм) определяли в коло-
риметрической реакции. Цитотоксичность со-
единений рассчитывали как 50%-ные рост-инги-
бирующие концентрации (IC50), сравнивая степени
поглощения света формазаном в клетках, обрабо-
танных соединениями, и в интактных (контроль-
ных) клетках. В наших исследованиях соединения
со значением IC50 > 20–50 мкМ для опухолевых ли-
ний не представляли интереса. Цитотоксичность
IC50 ≤ 20 мкМ считали условным порогом для даль-
нейших испытаний.

АНАЛОГИ ЭДЕЛЬФОЗИНА

Тиоэфирный вариант эдельфозина – илмо-
фозин (соединение (VII), рис. 3) – продемон-
стрировал цитотоксичность in vitro и in vivo [44];
в клинических испытаниях илмофозин не по-
казал активность у пациентов и вызывал схо-
жие с эдельфозином побочные эффекты [45].
Аналогичная ситуация наблюдалась для милте-
фозина (гексадецилфосфохолин, соединение
(VIII)), хотя в доклинических испытаниях он по-
казывал более высокую по сравнению с соедине-
нием (V) биодоступность и накопление в плазме
крови [46]. При этом милтефозин в значительной
степени метаболизируется фосфолипазами до не-
активных метаболитов и токсичен при перораль-
ном и внутривенном введении [47]. Однако со-
единение (VIII), в отличие от эдельфозина (V),
введено в клиническую практику для лечения от-
дельных опухолей (лимфома кожи, поверхност-
ные метастазы рака молочной железы) и лейшма-
ниоза [48]. Замена холиновой части в милтефозине
на гетероциклический пиперидин (перифозин,

cоединение (IX)) привела к расширению круга чув-
ствительных опухолевых клеток и к благоприятной
фармакокинетике: перифозин (IX) всасывается из
желудочно-кишечного тракта в течение 24 ч и не
подвергается метаболическим превращениям.
Максимальное накопление в опухоли достигает-
ся через 48 ч [49, 50]. Эти данные позволяют ис-
пользовать перифозин (IX) для перорального
применения, как и милтефозин (VIII). Извест-
но, что перифозин (IX), как и эдельфозин (V),
вызывает апоптоз и селективен к миеломе [31].
Эруцилфосфохолин (X) и его гомолог эруфозин
(XI) активны против опухолей головного мозга
[51, 52].

Серьезные недостатки эдельфозина и его фос-
форсодержащих аналогов – гидролиз под дей-
ствием фосфолипаз и выраженный гемолитиче-
ский эффект – положили начало структурно-
функциональным исследованиям бесфосфорных
липидов.

БЕСФОСФОРНЫЕ ПОЛОЖИТЕЛЬНО 
ЗАРЯЖЕННЫЕ ЛИПИДЫ

Поиск перспективных бесфосфорных анало-
гов эдельфозина предусматривал варьирование
гидрофобных и гидрофильных структурных до-
менов. Все рассматриваемые далее бесфосфор-
ные липиды можно условно подразделить на три
основных типа (рис. 4): 1) положительно заря-
женные глицеролипиды (рис. 4а); 2) положитель-
но заряженные гликоглицеролипиды (рис. 4б);
3) поликатионные глицеролипиды (рис. 4в).

Для каждой группы проводились структурно-
функциональные исследования, в ходе которых
выявлялся вклад отдельных доменов в цитоток-

Рис. 3. Фосфорсодержащие противоопухолевые липиды: илмофозин (VII), милтефозин (VIII), перифозин (IX), эру-
цилфосфохолин (X) и эруфозин (XI).
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сичность. Анализ зависимости активности от
структуры в значительной степени осложняется
тем, что разные по природе злокачественные
клетки сильно различаются по чувствительности
к “липидотерапии”. При этом увеличение ток-
сичности, вызванное изменением структуры ли-
пида, иногда приводит к снижению селективно-
сти действия.

Положительно заряженные глицеролипиды.
В результате многолетних структурно-функцио-
нальных исследований разработан класс бесфос-
форных аналогов эдельфозина – алкильные ка-
тионные глицеролипиды [53]. Эти соединения
разнообразны по структуре; общее – наличие по-
ложительно заряженной “головки” и гидрофоб-
ных заместителей, размещенных на глицерино-
вой матрице (рис. 4а). Различают глицеролипиды
с катионной “головкой”, присоединенной к гли-
цериновому фрагменту непосредственно или че-
рез спейсерную группу.

Анализ взаимосвязей “структура–активность”
показал, что длина цепи заместителей при атомах
С1 и С2 глицерина, тип катионной “головки” и
наличие спейсерной группы, отделяющей ее от
глицеринового фрагмента, оказывают значитель-
ное влияние на активность липида [19, 54]. Для
цитотоксической активности существенным ока-
зывается наличие в структуре алкильных катион-
ных глицеролипидов следующих фрагментов
[19]: 1) длинноцепного алкильного заместителя в
С1-положении глицеринового остова (14–19 ато-
мов углерода); 2) короткоцепного алкильного за-
местителя в С2-положении (1–2 атома углерода);
3) катионной “головки”, представленной гетеро-
циклическими и алифатическими аминами с на-
бором различных функциональных групп и при-
соединенной непосредственно к С3-атому глице-
ринового остова или через спейсерную группу
ацильного типа.

Механизм действия катионных алкильных
глицеролипидов до конца не изучен, хотя предпо-
лагается, что он включает эндоцитоз и попадание
глицеролипидов в ранние эндосомы [55]. Уста-
новлено, что противоопухолевые глицеролипиды
способны встраиваться в мембраны злокаче-
ственных клеток, вызывая биофизические (изме-
нение текучести плазматической мембраны) и
биохимические изменения, приводя к лизису
клетки [56].

Основная причина особого внимания к бес-
фосфорным катионным глицеролипидам алкиль-
ного типа состоит в том, что они оказывают лишь
незначительное отрицательное воздействие на
неопухолевые клетки (в т.ч. клетки крови), что
делает эти соединения безопасными [57].

Получены и исследованы новые катионные
глицеролипиды с различными алифатическими
или гетероциклическими аминами. Представлен-

ные в табл. 1 данные для бесфосфорных глицероли-
пидов (рис. 4а) свидетельствуют о том, что клетки
линии аденокарциномы толстой кишки НСТ116
чувствительны ко всем липидам (XIIa–XIIg) [36,
53, 57]. Наиболее высокую активность проявили
соединения с метилимидазолиевой (XIIe) и этил-
имидазолиевой (XIIf) катионными головками.
Значения показателей IC50 для остальных иссле-
дуемых соединений не превышали 20 мкМ.

Линия клеток аденокарциномы яичника
SKOV-3 оказалась в меньшей степени подверже-
на действию соединений (XIIa–XIIc). Приемле-
мые результаты показали липиды с пиридиниевым
(XIId), метилимидазолиевым (XIIe), этилимидазо-
лиевым (XIIf) и диметил-2-гидроксиэтиламоние-
вым (XIIg) фрагментами (IC50 не превышают
13 мкМ). Значения показателей IC50 для остальных
соединений составляли более 35 мкМ, что указыва-
ет на незначительный цитотоксический эффект
этих соединений для линии SKOV-3.

Для самой устойчивой к тестируемым липи-
дам линии аденокарциномы молочной железы
MCF-7 значимый цитотоксический эффект был
достигнут при действии липидов с пиридиниевой
(XIId) и диметил-2-гидроксиэтиламониевой (XIIg)
полярными головками. Для остальных бесфосфор-
ных соединений IC50 составляла более 20 мкМ.
Для MCF-7 липиды с имидазолиевой группой в
полярном домене (XIIe, XIIf) оказались малоток-
сичными, а липиды с метилпиперидиниевой (XIIa),
метил-4-гидроксипиперидиниевой (XIIb) и ме-
тилморфолиниевой (XIIс) группами не вызывали
гибель 50% клеток в интервале используемых
концентраций (0.1–50.0 мкМ).

На клетках линии В16 (меланома мыши) липи-
ды с гетероциклическими пиридиниевой (XIId),
метилимидазолиевой (XIIe), этилимидазолиевой
(XIIf) и диметил-2-гидроксиэтиламониевой (XIIg)
головками оказались более токсичными, чем со-
единения с метилпиперидиниевой (XIIa), метил-
4-гидроксипиперидиниевой (XIIb) и метилмор-
фолиниевой (XIIc) катионными головками.

В отличие от перечисленных адгезионных
культур, для суспензионных (лейкоз) клеток (ли-
ния HL60) все исследованные липиды, кроме со-
единений с метилпиперидиниевой (XIIa), метил-
4-гидроксипиперидиниевой (XIIb) и особенно с
метилморфолиниевой (XIIс) группами, оказали
выраженный цитотоксический эффект, незначи-
тельно превышающий цитотоксичность эдельфо-
зина (V). Наиболее активным для линии HL60 ока-
залось соединение с метилимидазолиевой (XIIe) ге-
тероциклической головкой. Установлено, что
наличие четвертичной аммониевой группы необхо-
димо для проявления активности, а наличие гид-
роксильной группы в катионной головке, напро-
тив, несколько снижает цитотоксичность соедине-
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Рис. 4. Бесфосфорные положительно заряженные глицеролипиды.
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ний. На линии K562 исследования для данной
группы соединений не проводились.

Изучение действия на неопухолевые клетки
(фибробласты) показало, что 50%-ная гибель кле-
ток наступает при действии липидов (XIId–XIIg) в
концентрациях, превышающих 25 мкМ [53]. Сла-
бое воздействие на фибробласты может свидетель-
ствовать об избирательности бесфосфорных ал-
кильных глицеролипидов к опухолевым клеткам.
Это важное свойство выгодно отличает указан-
ный хемотип от эдельфозина (V) [53].

Положительно заряженные гликоглицеролипи-
ды. Гликозилированные противоопухолевые ал-
кильные липиды (GAELs) представляют собой
класс синтетических противоопухолевых липидов,
в котором сахарный остаток заменяет фосфохоли-
новый фрагмент эдельфозина (V). GAELs – глико-
липиды с выраженной цитотоксичностью для ряда
опухолевых моделей [58, 59]. Особенности этих со-
единений включают апоптоз-независимый меха-
низм гибели клеток и способность элиминировать
стволовые клетки опухоли. Цитотоксичность неко-
торых GAELs превосходит таковую наиболее изу-
ченного представителя негликозилированных ал-
кильных липидов – эдельфозина (V) [60].

Детали молекулярных механизмов действия
GAELs неизвестны. На стволовых опухолевых
клетках показано, что GAELs вызывают неапоп-
тотическую гибель, что делает эти соединения
перспективными для преодоления лекарствен-
ной устойчивости [58, 59, 61, 62]. Гликозилиро-
ванные липиды проникают в клетки рака молоч-
ной железы по механизму эндоцитоза и включа-
ются в ранние эндосомы [55, 61]. GAELs
предотвращают созревание эндоцитарных пу-
зырьков, что приводит к образованию крупных
кислых вакуолей (возможно, вследствие парапто-
за). По-видимому, в результате высвобождения
катепсинов из вакуолей в цитозоль индуцируется
гибель по механизму, отличающемуся от класси-
ческого апоптоза [61].

Одним из оснований для изучения GAELs ста-
ло наблюдение, согласно которому определенные
виды растений (например, овес) способны ча-
стично заменять фосфоглицеролипиды на глико-
глицеролипиды (липиды на основе моно- или
олигосахаридов) в условиях недостатка фосфора
[63]. Это наблюдение предполагает, что глицеро-
липид, включающий углеводное звено, может
имитировать фосфохолин-глицеролипиды за
счет полярности углеводной группы [63].

Одно из направлений поиска новых противо-
опухолевых глицеролипидов – изменение взаи-
морасположения катионного домена, глицерино-
вого остова и углеводного фрагмента (рис. 4б).
Углеводное звено может размещаться в центре
молекулы (XIII–XV) или занимать терминальное
положение (XVI). В качестве углеводного фраг-

мента выступают остатки глюкозы, галактозы, ман-
нозы и глюкозамина. Катионная головка представ-
лена, как и в случае катионных глицеролипидов, ге-
тероцикическими основаниями (рис. 4б) [64].

Из табл. 1 видно, что наибольшую активность
на клетках K562 и HCT116 проявили гликолипи-
ды, включающие маннозу с пиридиниевой кати-
онной головкой (XIIIa) [64]. Маннозоглицероли-
пид с метилимидазолиевой катионной головкой
(XIIIb), галактоглицеролипиды (XIVa, XIVb) и
глюкозаминглицеролипиды (XVa, XVb) (приведе-
ны наши неопубликованные данные) показали
хорошие результаты на линиях K562, HL60,
HCT116 и B16. Значительно уступают им соеди-
нения с терминально расположенным углевод-
ным остатком (XVIa–XVIc, рис. 4б) [64, 65]. Дан-
ное исследование указывает на целесообразность
дальнейшей разработки GAELs, содержащих
маннозу.

Поликатионные глицеролипиды. В качестве ка-
тионных доменов глицеролипидов предложено
использовать полиамины с открытой или заме-
щенной терминальной группой. Такой выбор
объясняется структурой и биологическими свой-
ствами полиаминов. В этот класс входят природ-
ные соединения путресцин, спермин и сперми-
дин. Положительный заряд четырех аминогрупп
позволяет спермину и спермидину взаимодей-
ствовать с отрицательно заряженными молекула-
ми: нуклеиновыми кислотами, АТФ, фосфоли-
пидами и белками [66, 67]. Большая часть поли-
аминов находится именно в связанном с РНК
состоянии [68]. Спермин и спермидин способны
ремоделировать хроматин и, таким образом, воз-
действовать на экспрессию генов [69, 70]. Ингиби-
рование ферментов, участвующих в биосинтезе и
метаболизме полиаминов, с помощью антиметабо-
литов-миметиков, замедляет пролиферацию кле-
ток. Так, ингибирование орнитиндекарбоксилазы
добавлением α-дифторметилорнитина вдвое
уменьшает уровень внутриклеточного спермина
и снижает скорость пролиферации клеток [71].

Таким образом, использование полиаминов и
их производных в качестве положительно заря-
женных заместителей в глицеролипидах перспек-
тивно для поиска новых противоопухолевых со-
единений [72]. Модифицированные полиамины
исследуются в качестве ингибиторов систем
транспорта полиаминов [73] и ферментов их био-
синтеза [74–76]. В данном обзоре рассматривают-
ся алкильные поликатионные глицеролипиды
(рис. 4в), в которых катионный домен представ-
лен остатком незащищенного или терминально
алкилированного тетраамина.

Глицерополиамины (XVIIa–XVIIi) оказывают
сильное цитотоксическое действие (IC50 < 6 мкМ)
на опухолевые клетки различного тканевого про-
исхождения, включая сублинию хронического
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миелоидного лейкоза K562/4, устойчивую к док-
сорубицину и другим препаратам, транспортиру-
емым Р-гликопротеином (табл. 1), а также на не-
опухолевые эмбриональные фибробласты чело-
века [77].

Анализируя влияние длины алкильного заме-
стителя при C1 глицерина у глицерополиаминов
(табл. 1), можно отметить, что для клеточных ли-
ний К562, НСТ116, SKOV-3 и MCF-7 удлинение
цепи с 10 (XVIIc) до 16 (XVIIf) атомов углерода не-
значительно влияет на изменение цитотоксично-
сти (IC50 = 1.82–4.88 мкМ). Дальнейшее удлине-
ние цепи до 18 углеродных атомов (XVIIg) умень-
шает цитотоксичность (для линии SKOV-3
данные отсутствуют). Наличие этильной группы
при терминальном атоме азота полиамина не-
сколько уменьшает значение IC50, т.е. повышает
эффективность соединений (XVIIc–XVIIg, XVIIi).
Этот эффект может быть связан с тем, что терми-
нальная этильная группа предотвращает потен-
циальное ацилирование и дальнейшее окисление
соединения, что повышает его устойчивость в
клетках [78].

БЕСФОСФОРНЫЕ НЕЙТРАЛЬНЫЕ 
ГЛИКОГЛИЦЕРОЛИПИДЫ

Нейтральные гликоглицеролипиды не содер-
жат катионной “головки”, однако сохраняют ам-
фифильность за счет наличия гидрофильного уг-
леводного звена. Этот хемотип представляет ин-
терес для адресной доставки лекарств. Например,
D-галактоза и D-манноза служат углеводными
лигандами, распознаваемыми рецепторами пече-
ни и дендритных клеток [79–81].

Нейтральные гликоглицеролипиды содержат
как алкильные, так и ацильные остатки, по-раз-
ному локализованные в глицериновом остове и
углеводном фрагменте. Структурные домены –
гликозильное звено и длинноцепные алкильные
и ацильные остатки, размещенные на глицерино-
вом скелете или на углеводном звене. Классифи-
кация этих липидов основывается на природе
длинноцепных заместителей, их локализации на
гликозилглицериновой матрице и удаленности
углеводного звена от глицеринового остова. Та-
ким образом, синтетические гликоглицеролипи-
ды подразделяется на:

1) алкильные гликоглицеролипиды:
а) алкильные гликоглицеролипиды с углевод-

ным фрагментом, непосредственно присоеди-
ненным к глицериновому остову;

б) алкильные гликоглицеролипиды с углевод-
ным фрагментом, присоединенным через спей-
серную группу;

2) ацильные гликоглицеролипиды;
3) комбинированные гликоглицеролипиды

(содержат алкильные и ацильные остатки).

Алкильные гликоглицеролипиды. Нейтральные
гликоглицеролипиды (GAELs) – ближайшие
аналоги природных гликоглицеролипидов, обла-
дающие высокой биодоступностью, что увеличи-
вает их клиническую значимость. Было показано
[55], что гибель клеток при действии GAELs не
задействует классический апоптоз, что отличает
их от бесфосфорных алкильных глицеролипидов.
Кроме того, важное преимущество нейтральных
GAELs – практически полное отсутствие гемоли-
тической активности [82].

Алкильные гликоглицеролипиды с углеводным
фрагментом, непосредственно присоединенным к
глицериновому остову. Соединения (XVIIIa–XVIIIf)
содержат в качестве углеводного фрагмента остатки
D-маннозы, D-галактозы, D-глюкозамина, N-аце-
тил-D-глюкозамина, D-галактозамина и N-ацетил-
D-галактозамина, присоединенные к С3-атому
глицерина (рис. 5а). Соединения (XVIIIа, XVIIIb)
продемонстрировали схожую цитотоксичность и
избирательность к линии лейкоза K562 (табл. 2
[82]): у обоих соединений значения IC50 ниже в
сравнении со значениями, полученными для дру-
гих линий клеток, и ниже, чем соответствующие
значения для эдельфозина (V) (см. табл. 1).

Соединения (XVIIIc–XVIIIf) – алкильные
аминогликоглицеролипиды, содержащие остат-
ки D-глюкозамина и D-галактозамина (XVIIIc,
XVIIIe) или N-ацетил-D-глюкозамина и N-аце-
тил-D-галактозамина (XVIIId, XVIIIf) (для соеди-
нений (XVIIId, XVIIIf) приведены наши неопуб-
ликованные данные).

Глицеролипиды (XVIIIc–XVIIIf) оказывают
схожее цитотоксическое действие на клетки ли-
нии К562 (IC50 находятся в диапазоне 4–8 мкМ).
Наиболее активно соединение (XVIIIe) с остат-
ком D-галактозамина, в то время как его ацети-
лированное производное (XVIIIf) проявляет
меньшую активность. Ацетилирование амино-
группы и для глюко- (XVIIId), и для галактопро-
изводных (XVIIIf) приводит к снижению токсич-
ности соединений. Соединения (XVIIIс) и
(XVIIIe) оказались активнее для клеток MCF-7,
чем остальные представители данной группы. На
клеточных линиях HCT116 и SKOV-3 глицероли-
пиды (XVIIIc–XVIIIf) были менее активны, одна-
ко также показали схожие результаты (IC50 нахо-
дятся в диапазоне 9–16 мкМ).

Алкильные гликоглицеролипиды с углеводным
фрагментом, присоединенным через спейсерную
группу. В соединениях (XIXa–XIXf) (рис. 5a) угле-
водный остаток присоединен к глицериновому
звену с помощью спейсерных групп различной
длины, что дает возможность проанализировать
влияние удаленности углеводного фрагмента от
диглицеридного остова на цитотоксические
свойства нейтральных алкильных гликоглицеро-
липидов.
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В сравнении с соединениями (XVIIIa, XVIIIb)
[82] гликоглицеролипиды, содержащие спейсер-
ную группу, оказались менее активны для линии
K562 и не проявили избирательности. Соедине-
ние (XIXa) с остатком D-маннозы, присоединен-
ным через диметиленовый спейсер, показало бо-
лее высокую токсичность для неопухолевых кле-

ток (IC50 = 12.5 ± 5.2 мкМ на фибробластах), чем
его аналог с тетраметиленовым спейсером (XIXe)
(IC50 > 50 мкМ).

Наилучшие результаты показало соединение
(XIXс) с остатком D-маннозы, присоединенным
через триметиленовый спейсер, на клеточных ли-

Рис. 5. Бесфосфорные нейтральные глицеролипиды.
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ниях HL60, HCT116 и B16. В ряду соединений, со-
держащих остаток D-галактозы (XIXb, XIXd,
XIXf), самыми активными были гликоглицероли-
пиды, соединенные с галактозой через ди- или
триметиленовый спейсер (XIXb, XIXd), в отноше-
нии клеток HCT116, B16 и K562 (только для со-
единения (XIXd)). Гликоглицеролипиды с тетра-
метиленовым спейсером (XIXe, XIXf) показали
наихудшие результаты на исследуемых клеточ-
ных линиях вне зависимости от типа углеводного
остатка.

Обобщая данные о нейтральных GAELs, мож-
но сделать вывод, что высокую активность прояв-
ляли GAELs, в которых остаток D-маннозы при-
соединен либо непосредственно к глицериново-
му скелету (XVIIIa) (для клеток К562), либо через
триметиленовую спейсерную группу (XIXc)
(табл. 2). Соединения с диметиленовым спейсе-
ром (XIXa, XIXb) показали умеренную активность

на исследуемых клеточных линиях. Средние зна-
чения IC50 для группы соединений (XVIII) были
ниже, чем для группы соединений (XIX), что сви-
детельствует об отрицательном влиянии наличия
спейсера на цитотоксические свойства рассмот-
ренных гликоглицеролипидов.

Ацильные гликоглицеролипиды. Соединения
(XXa) и (XXb) – нейтральные гликозилированные
глицеролипиды, содержащие в качестве углевод-
ного фрагмента остаток D-галактозы и отличаю-
щиеся степенью ненасыщенности ацильных за-
местителей в положениях С1 и С2 глицерина
(остатки линолевой и олеиновой кислот) (рис. 5б).
По ацильным гликоглицеролипидам представле-
ны наши данные.

Цитотоксичность гликозилированного ациль-
ного глицеролипида с остатком линолевой кис-
лоты (XXb) на линии K562 была незначительно
выше цитотоксичности эдельфозина (V) (см.

Таблица 2. Цитотоксичность (IC50) нейтральных гликоглицеролипидов

Примечание: К562 – хронический миелоидный лейкоз, HL60 – лимфоцитарный лейкоз, НСТ116 – аденокарцинома толстой
кишки, В16 – меланома мыши, SKOV-3 – аденокарцинома яичника, MCF-7 – рак молочной железы; n.d. – нет данных.

Соединение
IC50, мкМ

К562 HL60 HCT116 В16 SKOV-3 MCF-7

Алкильные гликоглицеролипиды с углеводным фрагментом, непосредственно 
присоединенным к глицериновому остову

(XVIIIa) 3.0 ± 0.9 16.0 ± 0.9 15.0 ± 0.4 12.0 ± 0.7 12.0 ± 0.2 16.0 ± 0.7
(XVIIIb) 2.5 ± 0.9 n.d. >50 13.5 ± 0.8 n.d. n.d.
(XVIIIc) 6.0 ± 0.8 n.d. 11.0 ± 0.4 n.d. 13.1 ± 0.3 4.0 ± 0.4
(XVIIId) 8.0 ± 0.2 n.d. 10.1 ± 0.4 n.d. 12.0 ± 0.4 10.0 ± 0.6
(XVIIIe) 4.0 ± 0.6 n.d. 9.3 ± 0.4 n.d. 11.0 ± 0.4 3.0 ± 0.6
(XVIIIf) 7.1 ± 0.4 n.d. 15.1 ± 0.6 n.d. 16.0 ± 0.3 9.0 ± 0.4

Алкильные гликоглицеролипиды с углеводным фрагментом, присоединенным через спейсерную группу
(XIXa) 34.0 ± 0.4 n.d. 16.1 ± 0.75 n.d. 15.2 ± 0.8 8.8 ± 1.1
(XIXb) 35.0 ± 0.5 17.0 ± 0.8 14.0 ± 0.9 16.0 ± 0.5 n.d. n.d.
(XIXc) 18.0 ± 0.6 15.0 ± 0.5 8.0 ± 0.7 8.0 ± 0.6 n.d. n.d.
(XIXd) 17.0 ± 0.5 17.0 ± 0.2 19.0 ± 0.4 15.0 ± 0.5 n.d. n.d.
(XIXe) 36.0 ± 0.6 n.d. 39.0 ± 0.2 n.d. >50 >50
(XIXf) 29.0 ± 0.2 n.d. n.d. 34.0 ± 1.0 n.d. n.d.

Ацильные гликоглицеролипиды
(XXa) >50 n.d. >50 n.d. 3.4 ± 0.1 >50
(XXb) 6.7 ± 0.7 n.d. 13.6 ± 0.2 n.d. 15.6 ± 0.4 13.4 ± 6.8

Комбинированные гликоглицеролипиды
(XXIa) >50 >50 >50 >50 >50 >50
(XXIb) >50 >50 >50 >50 >50 >50
(XXIc) >50 >50 >50 >50 >50 >50
(XXIIa) 41.3 ± 2.1 9.5 ± 0.4 >50 >50 >50 >50
(XXIIb) 7.5 ± 0.3 22.1 ± 1.1 >50 >50 >50 >50
(XXIIc) 5.9 ± 0.4 >50 >50 >50 >50 >50



550

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 5  2021

ВАРЛАМОВА и др.

табл. 1). Соединение с остатком олеиновой кис-
лоты (XXa) проявило ярко выраженную избира-
тельность для линии рака яичника SKOV-3 и IC50,
схожую с таковой для эдельфозина (V). На клет-
ках HCT116 оба соединения были менее активны,
однако на сублинии с нокаутом гена p53 соединение
(XXb) с двумя ненасыщенными двойными связями
оказалось существенно активнее (IC50 =
= 13.6 ± 0.21), чем соединение (XXa), содержащее
одну ненасыщенную двойную связь (IC50 > 50 мкМ).
Белок p53 играет важную роль в механизме апоп-
тоза [83], следовательно, можно предположить,
что механизм действия соединения (XXb) благо-
даря наличию полиненасыщенного ацильного
остатка связан с апоптозом, что отличает его от
остальных GAELs, вызывающих неапоптотиче-
скую гибель клеток.

Комбинированные гликоглицеролипиды, содер-
жащие алкильные и ацильные остатки. Комбини-
рованные препараты (пролекарства) – соедине-
ния с невысокой фармакологической активно-
стью или без таковой, однако приобретают ее,
превращаясь в активное лекарство in vivo в ре-
зультате метаболических реакций [84]. Используя
физико-химические свойства липосом, включа-
ющих пролекарства, и патофизиологические ха-
рактеристики опухолей, можно инициировать
высвобождение и активацию липидов с простой
эфирной связью (AELs) в опухоли. Для этого ис-
пользуют покрытые полимерами липосомы,
включающие пролипиды с простой эфирной свя-
зью (proAELs) [85]. Пролипиды превращаются в
активные препараты при гидролизе фосфолипа-
зой A2 (sPLA2) в опухоли [86–88]. Фосфолипиды
гидролизуются sPLA2 с образованием лизофос-
фолипидов и свободных жирных кислот [86]. Од-
на из наиболее привлекательных – лизофосфатид-
ная кислота (LPA, (XXIII), рис. 6) – природный
фосфолипид, функционирующий как биоактив-
ный липидный медиатор и вторичный мессен-
джер. Соединение (XXIII) регулирует пролифера-
цию, миграцию и выживание опухолевых клеток.

Способность опухолевых клеток приобретать
устойчивость к клинически применяемым препа-
ратам снижает эффективность противоопухоле-
вой терапии [2]. Устойчивость, как правило, мно-

жественная, делает клетки нечувствительными
одновременно к нескольким агентам [3]. Преодо-
ление лекарственной устойчивости возможно при
создании препаратов, компоненты которых инду-
цируют различные механизмы гибели [50, 89].

Как указано выше, GAELs активируют неапоп-
тотическую гибель опухолевых клеток, а наличие
в структуре глицеролипидов гликозильного
остатка может влиять на амфифильность моле-
кул, что необходимо для улучшения биологиче-
ской активности и фармакокинетики.

При сочетании противоопухолевых механиз-
мов возможен аддитивный или синергический
эффект [89]. Модификация противоопухолевых
агентов путем конъюгирования с жирной кисло-
той способна увеличить селективность и приве-
сти к появлению новых гибридных структур с оп-
тимизированной биологической активностью.
Модифицированные жирные кислоты могут сде-
лать химиотерапию более эффективной и менее
токсичной [90]. В связи с этим перспективным
представляется создание комбинированных гли-
коглицеролипидов, содержащих в диглицерид-
ном или углеводном доменах алкильные и ациль-
ные остатки, различающиеся насыщенностью и
длиной.

Соединения (XXIa–XXIc) – алкильные глико-
глицеролипиды, дополненные остатками жир-
ных кислот, локализованными по С6-положению
углеводного домена (рис. 5в). Концепция такой
молекулярной инженерии основана на ожидае-
мом разрушении клеточными эстеразами слож-
ноэфирной связи в клетке и возникновением
двух противоопухолевых агентов, индуцирующих
различные механизмы гибели.

Цитотоксичность гликоглицеролипидов
(XXIa–XXIc) на всех исследуемых линиях оказа-
лась неудовлетворительной (IC50 > 50 мкМ)
(табл. 2). Это свидетельствует о том, что данная
комбинация структурных элементов значительно
уступает соединениям (XVIIIa, XVIIIb) без ациль-
ного остатка по С6-положению.

Полиненасыщенные жирные кислоты ω3 так-
же используются в химиотерапии [91]. Ключевой
механизм, предложенный для преодоления мно-
жественной лекарственной устойчивости, осно-
ван на влиянии ω3-кислот на структуру плазма-
тической мембраны и трансмембранный транс-
порт [93] и на наличии тканеспецифичности в
зависимости от структуры [90, 92, 93]. Кроме то-
го, они могут замедлять рост опухолей, вызывая
апоптоз или ингибируя ангиогенез [91, 94].

Комбинированные противоопухолевые липи-
ды при внутриклеточном расщеплении могут
проявлять аддитивность за счет сочетания следу-
ющих свойств: 1) лизолипиды цитотоксичны в
микромолярных концентрациях; 2) жирные кис-
лоты могут ингибировать пролиферацию опухо-

Рис. 6. Лизофосфатидная кислота (XXIII).
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левых клеток и повышать их чувствительность к
противоопухолевым препаратам; 3) жирные кис-
лоты и лизолипиды могут снижать барьер прони-
цаемости липидных мембран [88].

Были синтезированы лизоглицеролипид
(XXIIа) и его производные с моно- (XXIIb) и ди-
ненасыщенными (XXIIс) жирными кислотами по
С2-положению глицерина и изучена их цитоток-
сичность (рис. 5в, табл. 2). Исследуемые соедине-
ния показали наибольший эффект на линиях
лейкозов K562 и HL60 (наши неопубликованные
данные). На линиях опухолевых клеток A375,
MCF-7, HBL100, MDA-MB-231 и HCT116, а так-
же на неопухолевых фибробластах значения IC50
превышали 50 мкМ. Наличие и степень ненасы-
щенности жирных кислот при С2-положении
глицерина влияют на цитотоксичность, но обе
модификации важны для избирательности к
клеткам лейкозов. Замена остатка мононенасы-
щенной олеиновой кислоты на диненасыщенную
линолевую вызывает больший цитотоксический
эффект на клетках K562, а отсутствие заместителя
при С2 или наличие более насыщенного замести-
теля увеличивает цитотоксичность для линии
HL60.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На первоначальном этапе исследования про-
тивоопухолевых липидов основными соединени-
ями были фосфорсодержащие глицеролипиды.
Эталоном остается эдельфозин из-за его высокой
активности. Однако трактовка эдельфозина как
“золотого стандарта” противоопухолевых липи-
дов требует пересмотра, поскольку токсичность в
отношении нормальных клеток и низкая избира-
тельность не позволяют получить для него прием-
лемое “терапевтическое окно” – различие цито-
токсических концентраций для опухолевых и не-
опухолевых клеток. Кроме того, он обладает
низкой биодоступностью, нестабильностью, мед-
ленным выведением из организма и высоким ге-
молитическим эффектом.

Среди бесфосфорных липидов имеются от-
дельные хемотипы (например, положительно за-
ряженные глицеролипиды), которые при сопо-
ставимой с эдельфозином антинеопластической
активности вызывают минимальные поврежде-
ния неопухолевых клеток. Для некоторых соеди-
нений (катионные гликолипиды, нейтральные
гликоглицеролипиды и др.) наблюдалась специ-
фичность в отношении лейкозов, что может от-
крыть новые перспективы при разработке препара-
тов для лечения данного заболевания. Несмотря на
относительно невысокий противоопухолевый эф-
фект бесфосфорных липидов, их преимущество за-
ключается в низкой токсичности для неопухоле-
вых клеток; отдельные соединения (катионные

глицеролипиды) активнее эдельфозина при
меньшем повреждении эритроцитов.

Разработка бесфосфорных аналогов эдельфо-
зина и дальнейшие модификации дизайна бес-
фосфорных липидов – перспективное направле-
ние поиска новых кандидатов в противоопухоле-
вые агенты среди представителей этого класса
химических соединений.
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The phosphorus containing alkyl glycerolipids induce death of tumor cells of various tissue origin whereas
non-malignant counterparts are less damaged. One serious drawback of these compounds is their hemolytic
activity, that is, disruption of red blood cells. Moreover, intracellular phospholipases can hydrolyze the phos-
phorus containing glycerolipids and reduce their antitumor potency. This justifies the search for new antitu-
mor, non-hemolytic phosphorus-free lipids. Modifications of the hydrophobic and polar groups yielded new
lipidbased agents. In particular, replacement of the hydrophilic phosphate group with a carbohydrate residue
yielded a new chemotype of glycosylated glycerolipids. Further developments resulted in a series of phospho-
rus-free cationic, polycationic and neutral glycoglycerolipids. New phosphorus-free lipids retained the anti-
proliferative and cytotoxic properties similarly to edelfosine and other alkyl phosphoglycerolipids. Impor-
tantly, the hemolytic activity was negligible or absent. This review analyzes the structure-activity relationship
within the class of phosphorus-free glycerolipids as the original antitumor drug candidates.

Keywords: antitumor lipids, edelfosine, tumor cells, cell death



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2021, том 47, № 5, с. 555–565

555

УЧАСТИЕ ЛИПИДОВ В РЕАЛИЗАЦИИ СПЕЦИФИЧЕСКИХ ФУНКЦИЙ 
ЦЕНТРАЛЬНОЙ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ1

© 2021 г.   О. В. Галкина*, #, О. В. Ветровой*, **, Н. Д. Ещенко*
*ФГБОУ ВО Санкт-Петербургский государственный университет,

Россия, 199034 Санкт-Петербург, Университетская наб., 7/9
**ФГБУН Институт физиологии им. И.П. Павлова РАН, Россия, 199034 Санкт-Петербург, наб. Макарова, 6

Поступила в редакцию 06.02.2021 г.
После доработки 18.02.2021 г.

Принята к публикации 21.02.2021 г.

Обзорная статья посвящена особенностям липидного состава клеток головного мозга и описанию
специфических функций липидов в обеспечении деятельности нервной системы. Липиды пред-
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чайшим разнообразием путей высвобождения медиаторов и нейромодуляторов, их рецепции, воз-
никновения и распространения потенциала действия. Все это, в свою очередь, определяется липид-
ным составом мембран, присутствием определенных жирных кислот в составе липидов, а также ме-
таболизмом липидов. В данном обзоре основное внимание сосредоточено на роли липидов в
нейронах.
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ВВЕДЕНИЕ

Липиды представляют собой чрезвычайно ге-
терогенную группу соединений, в связи с чем до-
статочно сложно дать определение этой группе
молекул, а также создать единую классифика-
цию. В нее входят как структурные мембранооб-
разующие липиды, резервные липиды, так и вос-
ки, гормоны, жирорастворимые витамины, а так-
же предшественники и производные липидов,
соединений липидов с другими классами макро-
молекул. В 2005 г. Международный комитет по
классификации и номенклатуре липидов (Inter-
national Lipid Classification and Nomenclature
Committee) по инициативе консорциума LIPID
MAPS разработал и ввел комплексную систему
классификации липидов, основанную на их био-

синтезе (концепция двух основных “строитель-
ных блоков”: кетоацильные группы и изопрено-
вые группы) [1]. На основе этой системы класси-
фикации липиды были разделены на восемь
категорий, каждая категория делится далее на
классы, подклассы и, в случае некоторых под-
классов липидов, на классы 4-го уровня. Огром-
ное разнообразие в структуре липидных молекул
обусловливает многообразие ключевых биологи-
ческих функций, которые они выполняют.

Головной мозг характеризуется очень высо-
ким содержанием липидов по сравнению с други-
ми органами: липиды составляют примерно поло-
вину сухого веса мозга взрослых животных [2, 3].
Протяженность плазматической мембраны кле-
ток (в особенности нейронов и олигодендроци-
тов) может играть существенную роль в обогаще-
нии липидами этого органа и их разнообразии.
Липиды – это не только структурные компонен-
ты клеток центральной нервной системы (ЦНС),
поддерживающие структурную целостность и
физические характеристики мембран, но и важ-
нейшие соединения, обеспечивающие функцио-
нальную активность нервной ткани. Уникальные
мембранные структуры, такие как синаптические
комплексы и миелиновые оболочки, характери-
зуются специфическим липидным составом и
вносят вклад в особые свойства этих структур

1 Статья публикуется по материалам доклада, представлен-
ного на конференции “Липиды 2021” (Москва, 11–13 ок-
тября 2021 г.).
Сокращения: КЛ – кардиолипины; ЛП – липопротеины;
ПНЖК – полиненасыщенные жирные кислоты; ФЛ –
глицерофосфолипиды; ФИ – фосфоинозитиды; ФТХ –
фосфатидилхолины; ФЭА – фосфатидилэтаноламины;
PI4P – фосфатидилинозитол-4-фосфат; PI(4,5)P – фосфа-
тидилинозитол-4,5-дифосфат; 22:4 (n-6) – арахидоновая
кислота; 22:6 (n-3) – докозагексаеновая кислота.

# Автор для связи: (тел.: +7 (812) 328-21-82; эл. почта:
o.v.galkina@spbu.ru).
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нервной системы. Многочисленные сигнальные
пути, в которых принимают участие соединения
липидной природы, регулируют клеточную диф-
ференцировку и участвуют в синаптической пе-
редаче. Один из основных механизмов изменения
активности нейрональных рецепторов и действия
трофических факторов – модификация белков
липидами (жирными кислотами, изопреноидами
и др.).

Сложность исследования нервной ткани свя-
зана с высокой гетерогенностью ее клеток. Поми-
мо разных типов нейрональных клеток, ЦНС со-
держит морфологически и функционально раз-
личные глиальные клетки: микроглиальные,
эпендимальные, олигодендроцитарные и астро-
глиальные [4–6]. Микроглиальные клетки (мик-
роглия) составляют ~10–15% от клеток головного
мозга и представляют собой фагоцитирующие и
иммунокомпетентные клетки нервной системы.
Эпендимальные клетки (эпендима) выстилают
стенки желудочков головного мозга и спинномоз-
гового канала, основная их функция – образование
спинномозговой жидкости. Олигодендроциты вы-
полняют изоляционную функцию, образуя специ-
фическую липидно-белковую структуру – миели-
новую оболочку, которая оборачивается вокруг
части аксона, обеспечивая высокую скорость
проведения нервных импульсов. Астроциты
представляют собой наиболее многочисленную
(20–40%) популяцию глиальных клеток во
взрослом мозге. Они выполняют множество
важных функций, в том числе обеспечение мета-
болической поддержки нейронов (например, до-
ступность глюкозы и лактата). Взаимодействие
между разными типами клеток ЦНС имеет боль-
шое значение для функционирования мозга [4], и
в этом взаимодействии не последнюю роль игра-
ют липиды.

В данном обзоре основное внимание сосредо-
точено на роли липидов в нейронах, хотя некото-
рые аспекты взаимодействия различных клеток
ЦНС также упомянуты. Тема нейроглиальных вза-
имоотношений требует отдельного обсуждения.

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ 
РОЛЬ ЛИПИДОВ В ЦНС

В мозге липиды выполняют специфические
функции: участвуют в образовании, функциони-
ровании нейрональных и нейроглиальных мем-
бран, а также опосредованной липидами переда-
че сигнала.

Структура и свойства мембраны особенно
важны в головном мозге, где от них зависит вы-
полнение специфических функций: распростра-
нение потенциала действия, образование и слия-
ние синаптических везикул, высвобождение и
связывание нейротрансмиттеров, активность
ионных каналов и рецепторов. Функции мем-
бран, как известно, зависят от их биофизических

свойств, включая текучесть, проницаемость, упа-
ковку липидов, кривизну, поверхностный заряд,
образование мембранных доменов и рафтов. Все
это, в свою очередь, определяется липидным со-
ставом и присутствием определенных жирных
кислот в составе липидов.

Преобладающие компоненты липидов мем-
бран мозга, как и других тканей, – глицерофос-
фолипиды (ФЛ). На примере ФЛ очень хорошо
заметны региональные различия в липидном со-
ставе нейрональной ткани. Количество молеку-
лярных видов и распределение этих липидов ва-
рьирует в зависимости от региона мозга, а также
от возраста [7, 8]. Например, количество ФЛ в се-
ром веществе составляет до 70% от суммарного со-
держания липидов, тогда как в белом веществе –
только 45–50% [9, 10].

Среди ФЛ в мембранах нейронов, так же как и
в других тканях, преобладают два основных клас-
са: фосфатидилэтаноламины (ФЭА, ~35% от об-
щего содержания ФЛ), включая плазмалогены
(~25% от общего содержания ФЭА), и фосфати-
дилхолины (ФТХ, ~33% от общего содержания
ФЛ) [9, 10]. ФТХ, имея цилиндрическую форму
молекулы, могут спонтанно образовывать бислои
и поэтому выступают основным структурным
элементом биологических мембран, поддерживая
также определенную их текучесть. Преобладаю-
щий молекулярный вид в нейронах – 1-пальми-
тоил-2-олеоил-фосфатидилхолин (16:0/18:1) [10].
В отличие от ФТХ, ФЭА имеют небольшую по-
лярную головку, что придает этим липидам фор-
му конуса и способствует образованию инверти-
рованной гексагональной фазы. Кроме того,
ФЭА – одни из самых ненасыщенных липидов.
Соотношение этих двух классов ФЛ важно для
изменения кривизны и текучести мембраны, что
способствует обеспечению процесса нейромеди-
аторной передачи сигнала – образования синап-
тических везикул и слияния их с пресинапиче-
ской мембраной при высвобождении нейромеди-
атора [10]. Показано, что ФЭА могут выступать в
качестве шаперонов во время сборки мембран-
ных белков [11], а также нековалентно связывать-
ся с суперсемейством ФЭА-связывающих внут-
риклеточных белков [12]. В последние годы эти
ФЛ идентифицированы как эндогенные кофак-
торы, необходимые для формирования прионов в
мозге [13]. Возможно, что такие свойства ФЭА
связаны с их влиянием на конформацию белков.

Помимо ФТХ и ФТЭ в мозге присутствуют их
аналоги, содержащие простую эфирную связь в
положении sn-1. Это алкенил-ацил-глицерофос-
фолипиды и алкил-ацетил-глицерофосфолипи-
ды. Первые представлены в мозге плазмалогена-
ми, в то время как вторые – фактором активации
тромбоцитов и его производными. Плазмалогены
мозга содержат насыщенный или ненасыщенный
спирт в позиции sn-1 с длинной цепи 16 и 18 ато-
мов углерода (в основном 16:0, 18:0, 18:1). В пози-
ции sn-2 преобладают арахидоновая (20:4 (n-6)) и
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докозагексаеновая (22:6 (n-3)) кислоты. Поляр-
ная группа представлена фосфоэтаноламином
или фосфохолином, при этом этаноламинплаз-
малогены могут составлять до 90% от общего ко-
личества ФЭА и до 20–30% от общего количества
фосфолипидов в мембранах нейронов [14, 15].
Эти липиды играют значительную роль в функ-
ционировании нейронов. Плазмалогены не толь-
ко выступают структурными компонентами мем-
бран нервных клеток и источником арахидоно-
вой и докозагексаеновой кислот, они также
вовлечены в транспорт ионов через плазматиче-
скую мембрану, процессы формирования вези-
кул и слияния мембран, клеточной дифференци-
ации, защиту от окислительного стресса. Эти
функции могут быть связаны с особым строением
плазмалогенов (наличием спирта в положении
sn-1), которое влияет на состояние мембраны и
изменяет упаковку липидного бислоя, его жид-
костность, проницаемость, взаимодействие с
ионными каналами и рецепторами [14]. Сниже-
ние уровня плазмалогенов вызывает нарушение
высвобождения нейромедиаторов, запуска апоп-
тоза и миелинизации [16]. Нарушение содержа-
ния плазмалогенов отмечено при старении, воз-
действии хронического стресса и воспалении
[17], нейродегенеративных состояниях, в том
числе у пациентов с болезнью Альцгеймера [18].

Для мембран ЦНС характерно также наличие
большого количества молекулярных видов ФЛ,
что до сих пор не до конца объяснено. Характер-
ная особенностью нейронов, отличающая их от
клеток других тканей, – неоднородность плазма-
тической мембраны. Функционально мембрана
делится на соматодендритную область и аксо-
нальную мембрану, различающиеся наличием
специфических белков, особенно в районе си-
наптических окончаний [19]. Распределение,
поддержание и функционирование мембранных
белков в нейронах может быть опосредовано
определенными молекулярными видами фосфо-
липидов и процессами их ремоделирования. На
нейрональной культуре клеток PC12 было пока-
зано, что уникальный молекулярный вид 1-олео-
ил-2-пальмитоил-ФТХ концентрируется в пре-
синаптической области [20]. Локализация этого
молекулярного вида коррелирует с присутствием
белка-переносчика дофамина DAT и G-белка
Gαo и регулирует работу этих белков.

Минорные липиды представлены фосфати-
дилсерином (~17%) и фосфоинозитидами (ФИ,
2.6%) – это ключевые липиды, отвечающие за по-
верхностный заряд мембран и обеспечивающие
функциональные взаимодействия с положитель-
но заряженными доменами периферических и
интегральных мембранных белков [10].

Мозг – один из органов, наиболее обогащен-
ных полифисфоинозитидами и предшественни-
ком их биосинтеза – миоинозитом, а также фер-
ментами ремоделирования ФИ (киназы, фосфа-
тазы). ФИ сосредоточены преимущественно в

плазматических мембранах нейронов и в миели-
новых структурах. Их много также во внутрикле-
точных мембранах: эндоплазматическом ретику-
луме, наружной митохондриальной и ядерной
мембранах. Полифосфоинозитиды – фосфатидил-
инозитол-4-фосфат (PI4P) и фосфатидилинози-
тол-4,5-дифосфат (PI(4,5)P2) – присутствуют в
значительно меньших количествах, чем фосфати-
дилинозитол [21]. PI(4,5)P2 в основном локали-
зован в плазматической мембране в районе си-
наптического окончания.

Полифосфоинозитиды, включая PI(4,5)P2,
играют очень важную роль в передаче сигнала в
нейронах, особенно в области синапса. В преси-
наптическом окончании они регулируют слияние
синаптических везикул с мембраной (например,
через связывание с цитозольными белками CAPS
(calcium-dependent activator protein for secretion)
или белками синаптических везикул – синапто-
тагминами), рециклинг синаптических везикул
(например, через связывание с клатрином и акти-
ном) [22]. Их содержание в пресинаптическом
окончании может регулироваться ретроградным
мессенджером NO [23]. В постсинаптических
структурах нейрона сигнал от метаботропных ре-
цепторов может модулироваться через фосфо-
инозитидный путь, связанный с активацией ФИ-
специфичных фосфолипаз С и образованием
инозитолтрифосфата и диацилглицерина. Кроме
того, установлено участие PI(4,5)P2 в регуляции
плотности AMPA-рецепторов глутамата в постси-
наптических мембранах [22].

Диацилглицерин и фосфатидная кислота при-
сутствуют в мембранах нейрона в очень незначи-
тельных количествах. Тем не менее они играют
важную роль в обеспечении выброса нейромеди-
аторов в синаптическую щель, способствуя слия-
нию мембран синаптических везикул с плазмати-
ческой мембраной [24] и участвуя в связывании
белков-регуляторов этого процесса, таких как
синтаксин-1A, NSF (N-ethylmaleimide sensitive fu-
sion proteins) и небольшие ГТФазы [25]. Показа-
но, что в отличие от других ФЛ, фосфатидная
кислота образует водородные связи между фос-
фатной группой и положительно заряженными
остатками аминокислот, в основном лизина и арги-
нина. Взаимодействуя с различными белками (ки-
назами, фосфатазами, фосфолипазами, G-белками
и др.), фосфатидная кислота может регулировать
такие процессы, как пролиферация клеток, транс-
порт везикул, организация цитоскелета, и таким
образом играть существенную роль в развитии
нейронов [26].

Поддержание определенного липидного со-
става мембраны конкретного синаптического
окончания имеет решающее значение не только
для липид-белковых взаимодействий, участвую-
щих в связывании и высвобождении нейромеди-
атора, но и для непосредственной и специфиче-
ской ассоциации нейротрансмиттера с мембра-
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ной. Эти взаимодействия регулируют основной
процесс в ЦНС – процесс передачи сигнала [27].

Мозг уникален среди тканей организма по со-
ставу кардиолипина (КЛ). Кардиолипин пред-
ставляет собой специфический структурный
компонент внутренней митохондриальной мем-
браны, который регулирует активность много-
численных ферментов, особенно связанных с
окислительным фосфорилированием и дыханием
[28]. КЛ содержит две фосфатные группы, три
глицериновых фрагмента, а также четыре ациль-
ные цепи. В митохондриях мозга млекопитающих
идентифицировано почти 100 молекулярных ви-
дов КЛ. В отличие от таких тканей, как печень и
сердце, где КЛ представлен в основном тетрапро-
изводными (четыре остатка линолевой кислоты),
в мозге обнаружены КЛ сложного жирнокислот-
ного состава, различающиеся по длине цепей
жирных кислот и степени их ненасыщенности
[29]. Эти молекулярные виды присутствуют как в
синаптических (синаптосомальная фракция), так
и в несинаптических митохондриях (фракция,
обогащенная телами нейронов и глией). При
этом наблюдается различие в содержании КЛ в
двух пулах митохондрий: синаптические содер-
жат ~8%, тогда как несинаптические – до 15% от
суммарных липидов, что может объяснять неко-
торые отличия в активности митохондриальных
ферментов в этих компартментах [30].

Уникальное распределение молекулярных ви-
дов КЛ мозга, как полагают, необходимо для под-
держания интенсивного энергетического метабо-
лизма нейрональных клеток и обеспечения их
жизнеспособности [30]. Поэтому неудивительно,
что изменения в структуре этого липида или сни-
жение его содержания влекут за собой дисфункцию
митохондрий, наблюдаемую при многих нейроде-
генеративных заболеваниях [31–33]. Кроме того, в
поврежденных нейронах КЛ способен запускать
процессы митофагии и апоптоза [34, 35].

Помимо глицерофосфолипидов, составляю-
щих основу биомембран, в мозге присутствуют
специфические липиды нервной ткани – cфин-
голипиды. Многие сфинголипиды, в том числе
цереброзиды, сульфатиды и ганглиозиды, были
впервые обнаружены именно в головном мозге.
Высокое содержание данных липидов, а также их
структурное разнообразие в основном характерно
только для этой ткани. Если цереброзиды и суль-
фатиды более специфичны для белого вещества
головного мозга, представляющего собой миели-
низированные волокна, то ганглиозиды в основ-
ном присутствуют в нейронах.

В состав гликосфинголипидов входит церамид
(сфингоидное основание и жирная кислота) и
остатки углеводов. В зависимости от количества
углеводных остатков они делятся на моногексо-
зилцерамиды и олигогексозилцерамиды. В то
время как в большинстве тканей спиртовой ком-
понент церамида представлен 18-углеродными

спиртами сфингозином (4-сфингенин) и дигид-
росфингозином (сфинганин), в гликосфинголи-
пидах мозга (в основном в ганглиозидах) встреча-
ется значительное количество С20-гомологов
сфингозина: С20-сфингозин (4-эйкозасфинге-
нин) и С20-дигидросфингозин (эйкозасфинга-
нин) [36]. Жирнокислотный состав гликосфинго-
липидов отличается от глицерофосфолипидов и в
основном представлен насыщенными и мононе-
насыщенными длинноцепочечными жирными
кислотами. В состав олигосахаридной цепи пре-
имущественно входят галактоза, глюкоза, N-аце-
тил-глюкозамин и N-ацетил-галактозамин. Ган-
глиозиды дополнительно содержат остатки N-аце-
тилнейраминовой кислоты. Разнообразие строения
данной группы липидов в ЦНС обусловлено воз-
можностью существования более 200 вариаций в
комбинации углеводов, а также существованием
более 10 молекулярных видов церамидов [37].

Церамид – ключевое промежуточное соедине-
ние в биосинтезе всех сложных сфинголипидов.
Кроме того, это соединение служит важным внут-
риклеточным мессенджером, играющим ключе-
вую роль в регуляции клеточной пролиферации,
дифференцировки и выживания, а также в ин-
дукции апоптоза, и незаменимо для нормального
функционирования ЦНС [38, 39].

Функции олигогексозилцерамидов в нейронах
связаны с рецепцией, распознаванием и связыва-
нием чужеродных молекул, межклеточными вза-
имодействиями, что определяется олигосахарид-
ной частью молекулы. Тем не менее растет коли-
чество данных, указывающих на то, что природа
церамидной части также имеет важное значение
для выполнения их функций [40, 41]. Состав це-
рамида гарантирует, что липид займет строго
определенное место в плазматической мембране
и даст возможность образовать соответствующие
водородные связи. Эти свойства церамидов, а
также сродство к стеринам создают предпосылки
для латеральной гетерогенности мембраны – со-
зданию рафтов и микродоменов, способствую-
щих процессам передачи сигнала [42, 43]. Многие
биологические функции сфинголипидов опосре-
дуются их расположением в рафтах, где они могут
взаимодействовать со специфическими белками.
Метаболиты сфинголипидов (особенно сфинго-
зин-1-фосфат и церамид-1-фосфат) – мощные
сигнальные молекулы, служащие внутриклеточ-
ными вторичными посредниками. Нарушение
соотношения между этими метаболитами в поль-
зу церамид-1-фосфата, обладающего проапопто-
тическим эффектом, играет важную роль в разви-
тии нейродегенерации при таких заболеваниях,
как болезни Альцгеймера, Паркинсона, Хантинг-
тона, латеральном амиотрофическом склерозе
и др. [44].

Ганглиозиды – это класс олигогексозилцера-
мидов, основная масса которых сосредоточена
именно в нервной ткани. Они составляют 10–12%
от общего содержания липидов, тогда как в дру-
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гих тканях их содержание не превышает 1–2%
[45, 46]. Установлено, что 20–25% ганглиозидов
сосредоточено в наружном монослое плазматиче-
ских мембран нейронов. Главным образом они
локализованы на наружной стороне пре- и постси-
наптических мембран, принимающих непосред-
ственное участие в передаче нервного импульса.
Ганглиозиды также присутствуют и в других участ-
ках нейрональных и глиальных мембран.

Функции ганглиозидов чрезвычайно многооб-
разны и до конца еще не изучены [46]. Необходи-
мо отметить, что содержание и состав гликолипи-
дов, в том числе ганглиозидов, существенно из-
меняется в процессе развития головного мозга
[3]. Очевидно, что такие изменения липидного
состава во время созревания мозга коррелируют
со стадиями эмбриогенеза и раннего постнаталь-
ного периода, и ганглиозиды играют решающую
роль в развитии и функционировании нервной
системы. Показано, что ганглиозиды участвуют в
нейритогенезе [47, 48], росте и регенерации аксо-
нов, образовании и стабильности миелина [49,
50], процессах адгезии [51], модуляции рецептор-
ных функций (рецепторы инсулина [52], фактора
роста нервов [53], эпидермального фактора роста
[54]), в поддержании гомеостаза Са2+ и трансдук-
ции сигнала [55, 56]. Таким образом, ганглиози-
ды осуществляют различного рода контакты –
как между нейронами, так и между нейронами и
глией – с помощью узнавания специфических
молекул на поверхности клеток и регуляции ак-
тивности белков в рафтах плазматической мем-
браны [42].

Пониманию функциональной роли ганглио-
зидов способствовали результаты экспериментов
с нокаутом генов гликозилтрансфераз, которые
осуществляют синтез ганглиозидов. Наиболее
выраженные эффекты наблюдались при нокауте
глюкозилтрансферазы (КФ 2.4.1.80) – ключевого
фермента биосинтеза, превращающего церамид в
глюкозилцерамид. Такой нокаут приводил к ле-
тальному исходу в эмбриональный период, при
этом эмбрионы достигали только стадии гастру-
ляции [57].

Присутствие специфических липидов ЦНС –
сфинголипидов – необходимо для реализации
функций головного мозга, особенно в период его
развития. Нарушение в системе их ферментатив-
ного расщепления приводит к ряду тяжелых ней-
ропатологий, называемых сфинголипидозами. Во
многих случаях накопление определенных сфинго-
липидов способствует расстройству функций нерв-
ной системы, которое наблюдается обычно уже в
первые месяцы жизни и часто приводит к леталь-
ному исходу [58].

Содержание холестерина также необычайно
высоко в головном мозге, при этом максималь-
ный его уровень отмечается в миелине [59].
В нейронах наибольшее количество холестерина
присутствует в пресинаптических пузырьках, где

он способствует поддержанию формы этих вези-
кул [60]. Участие в создании структуры рафтов
объясняет важную роль холестерина в формиро-
вании и правильной локализации в нейрональ-
ных мембранах рецепторов нейромедиаторов и
ионных каналов, в образовании сложных мульти-
белковых комплексов (например, PSD-95) в
постсинаптической мембране и в других процес-
сах, вовлеченных в реализацию специфических
функций ЦНС [61]. Значение холестерина в мозге
подчеркивается жесткой регуляцией его уровня, а
также участием в синтезе жизненно важных сиг-
нальных молекул [62]. Посттрансляционная мо-
дификация холестерином компонентов сигналь-
ной системы hedgehog указывает на то, что этот
липид необходим на определенных стадиях раз-
вития нервной системы [63]. Нельзя оставить без
внимания и то, что холестерин выступает в роли
предшественника сигнальных молекул, таких как
нейроактивные стероиды и оксистеролы [10, 64].

Обращает на себя внимание и необычный
жирнокислотный состав различных структур ЦНС,
в частности среди жирных кислот мозга много
длинноцепочечных и полиненасыщенных кислот
[65, 66]. В мозге найдено свыше 40 редко встреча-
ющихся жирных кислот, в том числе гидрокси-
кислоты и кислоты с нечетным числом атомов уг-
лерода. Именно жирные кислоты – наиболее вари-
абельная и быстро обновляющаяся структурная
часть глицеро- и сфинголипидов. Разнообразное
строение (разное число атомов углерода, насы-
щенные или ненасыщенные цепи, количество и
место двойных связей в молекуле) служит основ-
ным фактором, определяющим огромное количе-
ство индивидуальных представителей каждого
класса липидов (молекулярных видов) и различия
их физико-химических свойств. Как уже говори-
лось выше, строение жирнокислотных цепей липи-
дов – ключ к их влиянию на структуру мембран.

Нейрональная ткань весьма богата полиненасы-
щенными жирными кислотами (ПНЖК), которые
по некоторым подсчетам составляют 15–30% от об-
щего содержания жирных кислот. Из ненасы-
щенных жирных кислот в мозге чаще всего встре-
чаются α-линоленовая (18:3 (n-3)), линолевая
(18:2 (n-6)), эйкозапентаеновая (20:5 (n-3)), доко-
запентаеновые кислоты (22:5 (n-3) и (n-6)), а так-
же докозагексаеновая (22:6 (n-3)) и арахидоновая
(20:4 (n-6)) кислоты [67]. Выделены также ПНЖК
с длиной цепи 24–36 углеродных атомов и содер-
жащие от 4 до 6 двойных связей [68]. Однако пре-
обладающие ПНЖК нейронов – 22:6 (n-3) и 20:4
(n-6), на долю которых приходится ~8 и 10–15%
соответственно, а также докозапентаеновые кис-
лоты (22:5 (n-3) и (n-6)) – ~2% [65, 67, 69]. Соот-
ношение (n-3)/(n-6) в нейронах составляет 0.46–
0.50. Большинство ПНЖК мозга накапливается в
процессе его развития во время созревания ней-
ронов и интенсивного синаптогенеза [3].

ПНЖК влияют на физико-химические свой-
ства нейрональных мембран, такие как толщина
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бислоя, упаковка ацильных цепей, фазовые пере-
ходы, включение холестерина в рафты, и таким
образом оказывают воздействие на процессы
нейротрансмиссии [70, 71]. Докозагексаеновая
кислота необходима для нормального развития
мозга, в частности, она поддерживает функцио-
нальное созревание зрительной коры и сетчатки.
От ее присутствия зависит развитие когнитивных
функций: 22:6 (n-3) играет решающую роль в под-
держании долговременной потенциации, что лежит
в основе процессов памяти и обучения [72, 73]. Экс-
периментально показана корреляция между уров-
нем ПНЖК (n-3)-серии (особенно 22:6) в плазме и
когнитивными способностями [74, 75], в связи с
чем предлагается их использование в качестве те-
рапевтических средств при некоторых нейродеге-
неративных заболеваниях [76].

Некоторые ПНЖК, в первую очередь 20:4 (n-6), –
предшественники различных липидных сигналь-
ных молекул, включая эйкозаноиды, а также ре-
золвины, протектины, нейропротектины и др.,
играющих важную роль в ангиогенезе, регуляции
кровоснабжения мозга, апоптозе [69, 77]. С дру-
гой стороны, обогащенность нейронов ПНЖК
делает их уязвимыми к окислительному стрессу,
поскольку ПНЖК – субстрат перекисного окис-
ления липидов [78, 79].

ОСОБЕННОСТИ МЕТАБОЛИЗМА 
ЛИПИДОВ НЕРВНОЙ ТКАНИ

Для метаболизма головного мозга, в отличие
от других тканей организма, характерен низкий
уровень митохондриального β-окисления жир-
ных кислот, за исключением начального периода
развития и становления ЦНС [3]. До сих пор ве-
дется много споров, почему жирные кислоты не
используются в качестве источника энергии во
взрослом мозге, а основным энергетическим суб-
стратом служит глюкоза [80]. Долгое время при-
чиной этого считалось медленное прохождение
жирных кислот через гематоэнцефалический ба-
рьер. Однако современные экспериментальные
данные показывают, что жирные кислоты доста-
точно быстро попадают из крови в мозг [81]. Кро-
ме того, и нейроны, и астроциты экспрессируют
несколько мембранных переносчиков жирных
кислот, таких как FATP1, FATP4 и CD36 [81, 82].
Низкая интенсивность β-окисления в нейронах
может определяться невысокой скоростью пере-
носа длинноцепочечных жирнокислотных КоА-
эфиров через внутреннюю митохондриальную
мембрану и низкой активностью во взрослом
мозге ферментов β-окисления [80]. Кроме того, в
последнее время считается, что β-окисление со-
провождается возникновением окислительного
стресса, к которому нейроны очень чувствитель-
ны. Высказываются предположения, что именно
поэтому данный процесс имеет такую низкую ин-
тенсивность в нейронах, и этот тип окисления

жирных кислот в основном протекает в астроци-
тах [83, 84].

Нейроны также не используют в качестве
энергетического субстрата кетоновые тела, одна-
ко это условие не соблюдается на ранних этапах
развития и в условиях тяжелого стресса [3]. На-
пример, при гипогликемии кетоновые тела ста-
новятся важным источником энергии для мозга,
поскольку, как упоминалось выше, этот орган не
может эффективно окислять жирные кислоты.
Процесс кетогенеза осуществляется преимуще-
ственно в клетках печени, и кетоновые тела
транспортируются в мозг. Процесс кетолиза и об-
разование ацетил-КоА происходит в астроцитах,
которые снабжают им нейроны для последующе-
го синтеза АТФ [85].

Еще одна особенность метаболизма головного
мозга заключается в том, что, в отличие от печени
и других периферических тканей, почти 95% хо-
лестерина здесь синтезируется de novo, только
очень небольшое количество может транспорти-
роваться в мозг кровотоком в виде комплексов с
липопротеинами (ЛП) высокой плотности [64].
Несмотря на высокое содержание, скорость мета-
болизма холестерина в головном мозге по сравне-
нию с другими тканями невысока. Однако био-
синтез этого липида протекает с высокой интен-
сивностью на ранних этапах развития мозга и в
основном совпадает с периодом миелинизации.
У взрослых животных скорость биосинтеза холе-
стерина снижается в десятки раз [3].

Несмотря на то что ферменты биосинтеза хо-
лестерина присутствуют в обоих типах клеток,
интенсивность его образования в нейронах ниже
по сравнению с астроцитами, что может быть
обусловлено высокой энергозатратностью этого
процесса [86]. Астроциты не только активно син-
тезируют холестерин, но и поставляют его в ней-
роны в составе ЛП, содержащих аполипопротеин Е
[64]. При этом холестерин, синтезируемый в аст-
роцитах, активно используется для формирова-
ния мембран в ходе синаптогенеза не только в
развивающемся, но и во взрослом мозге [87].

Интересно отметить, что нейроны и астроци-
ты используют разные постскваленовые этапы
биосинтеза, различающиеся непосредственными
предшественниками холестерина: в нейронах это
так называемый путь Кандуч–Рассела, в то время
как в астроцитах – путь Блоха [86]. Использова-
ние разных путей образования холестерина приво-
дит к появлению разных промежуточных метаболи-
тов, помимо самого холестерина. Эти соединения
обладают разной биологической активностью и мо-
гут быть использованы нейронами в своих целях
[88]. На клеточных культурах было показано, что
в самих нейронах синтез холестерина протекает в
соме клетки, и далее он транспортируется вдоль
аксона с помощью невезикулярного транспорта
[89]. Нейроны содержат также холестерин-24-
гидроксилазу (CYP46A1, КФ 1.14.13.98), которая
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Таблица 1. Некоторые функции липидов в центральной нервной системе (по данным Benjamins et al. [9] и Tracey
et al. [96], с изменениями)

Классы липидов Тип клетки Функции

Глицерофосфолипиды

Фосфатидная кислота Нейроны Контроль формы мембраны, сигнальные функции

Астроциты Рост нейритов и ветвление дендритов, сигнальные функции

Фосфатидилхолины
(серое вещество – 30.1%, 
белое вещество – 15%*)

Нейроны Контроль формы и текучести мембраны, источник холина 
для синтеза нейромедиатора ацетилхолина, регуляция 
работы белков синаптических окончаний

Фосфатидилэтаноламины, 
включая плазмалогены
(серое вещество – 27.1%,
белое вещество – 23.9%)

Нейроны Увеличение кривизны и повышение текучести мембраны, 
облегчение образования синаптических везикул и слияния c 
с пресинаптической мембраной, антиоксидантная функция 
(плазмалогены)

Фосфатидилсерины
(серое вещество – 8.7%,
белое вещество – 7.9%)

Нейроны Взаимодействие с положительно заряженными белками

Фосфатидилглицерины,
кардиолипины

Нейроны Регуляция работы белков внутренней митохондриальной 
мембраны, поддержание мембранного потенциала мито-
хондрий

Фосфатидилинозитиды (PI, 
PI4P, PI(4,5)P2)
(серое вещество – 2.7%,
белое вещество – 0.9%)

Нейроны Регуляция передачи сигналов в синаптических окончаниях 
через взаимодействие с белками пре- и постсинаптической 
мембраны, запуск фосфоинозитидного сигнального пути 
через активацию фосфолипаз С

Сфинголипиды

Сфингомиелин
(серое вещество – 6.9%,
белое вещество – 7.7%)

Нейроны Участие в организации работы рафтов

Олигодендроциты Участие в образовании миелина

Церамиды Нейроны Участие в организации работы рафтов, сигнальные функции 
(в том числе связанные с образованием церамид-1-фосфата 
и сфингозин-1-фосфата)

Цереброзиды и сульфатиды
(серое вещество – 5.4 и 1.7%, 
белое вещество – 19.8 и 5.5% 
соответственно)

Олигодендроциты Участие в образовании и стабилизации миелина (основные 
миелиновые липиды)

Олигогексозилцерамиды, вклю-
чая ганглиозиды

Нейроны Регуляция работы рецепторов, межклеточная адгезия, уча-
стие в синаптогенезе, нейрогенезе, процессах памяти и обу-
чения

Олигодендроциты Межклеточная адгезия, участие в образовании и стабилиза-
ции миелина

Стероиды

Холестерин
(серое вещество – 22.0%,
белое вещество – 27.5%)

Нейроны Взаимодействие с фосфолипидами для регуляции текучести 
мембран в зависимости от температуры фазового пере-
хода, участие в построении мембран, в организации и 
работе рафтов

Астроциты Синтез и транспорт холестерина в синаптические оконча-
ния и в олигодендроциты

Олигодендроциты Синтез холестерина и координация сборки миелиновых 
мембран во время периода интенсивной миелинизации, 
обеспечение стабильности миелина во взрослом мозге
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* Процент от общего содержания липидов.

Оксистеролы Нейроны Регуляция метаболизма холестерина, в том числе через обра-
зование 24(S)-гидроксихолестерина

Жирные кислоты

Полиненасыщенные жирные 
кислоты (в том числе докоза-
гексаеновая, эйкозапентаено-
вая, арахидоновая)

Нейроны Поддержание текучести мембран, участие в организации 
рафтов, регуляция работы мембранных белков, образова-
ние биологически активных соединений (эйкозаноидов, 
докозаноидов, эндогенных лигандов каннабиноидных 
рецепторов), участие в развитии нервной системы, про-
цессах обучения и памяти

Астроциты Метаболическая поддержка нейронов (процессы β-окис-
ления и кетолиза)

Классы липидов Тип клетки Функции

Таблица 1.  Окончание

окисляет холестерин до 24(S)-гидроксихолесте-
рина. Поскольку в мозге холестерин далее не ме-
таболизируется, данный путь отвечает за выведе-
ние этого соединения из нейрональной ткани и
играет решающую роль в контроле его гомеоста-
за. Изменения в экспрессии CYP46A1 отмечены
при некоторых нейродегенеративных заболева-
ниях и нарушении когнитивных функций [90].

Следует подчеркнуть, что как избыток холе-
стерина, так и его недостаток, особенно в период
развития, отрицательно сказываются на работе
ЦНС [91, 92]. Пониженное содержание холесте-
рина связано, главным образом, с нарушением
реакций его биосинтеза. К настоящему времени
описаны восемь наследуемых дефектов фермен-
тов, участвующих в образовании холестерина.
В качестве примера можно привести синдром
Смита–Лемли–Опица (SLOS) – наследственное
заболевание, сопровождающееся серьезными
неврологическими нарушениями, при котором
врожденные пороки развития тесно связаны с ме-
таболическими нарушениями в биосинтезе холе-
стерина, приводящими к тяжелой инвалидности
и даже смерти [93].

В последнее время большое внимание уделяет-
ся липидным каплям (lipid droplets), присутству-
ющим в астроцитах. Липидные капли не только
содержат большой пул липидов, необходимый
для обеспечения нейронов энергией, но и служат
резервуаром для окисленных жирных кислот,
транспортируемых из этих клеток. Такой транс-
порт также осуществляется посредством аполи-
попротеин-содержащих ЛП. Предполагается, что в
периоды интенсивной активности или устойчивого
стресса нейроны могут индуцировать образование
липидных капель в соседних астроцитах [94].

В табл. 1 кратко суммированы основные функ-
ции представителей разных классов липидов в
клетках нервной системы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Липиды играют значительную роль в функци-

онировании клеток ЦНС. Они представляют со-
бой чрезвычайно гетерогенную группу соедине-
ний, что обусловливает большое разнообразие
выполняемых ими биологических функций. Реа-
лизация функций центральной нервной системы,
включающих в себя процессы обучения, памяти,
а также прямую и опосредованную эндокринны-
ми железами регуляцию функций других органов,
достигается величайшим разнообразием путей
высвобождения медиаторов и нейромодуляторов,
их рецепции, возникновения и распространения
потенциала действия. Все это в значительной ме-
ре определяется липидным составом мембран,
присутствием определенных жирных кислот в со-
ставе липидов, а также метаболизмом липидов.
Нарушения в структуре и регуляции липидного
метаболизма приводят к развитию различных
неврологических расстройств, включая биполяр-
ные расстройства, шизофрению, депрессивные
состояния, аутизм, а также нейродегенеративные
заболевания, такие как болезни Альцгеймера,
Паркинсона, Ниманна–Пика, Хантингтона и др.
[95]. Изменение липидного обмена также счита-
ется ключевым событием, которое способствует
повреждению ЦНС. Поэтому дальнейшие иссле-
дования метаболизма липидов в различных клет-
ках ЦНС, а также его регуляции внесут вклад в
понимание участия липидов в развитие нейроде-
генеративных процессов и, возможно, позволят
разработать пути нейропротекции.
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The Role of Lipids in Realization of Specific Functions in the Central Nervous System
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The review article is devoted to the peculiarities of the lipid composition of the brain and the description of
the specific functions of lipids in ensuring the activity of the nervous system. Lipids are an extremely hetero-
geneous group of molecules, which leads to a wide variety of biological functions they perform. The realiza-
tion of the functions of the central nervous system, including the processes of learning, memory, decision-
making, as well as direct and mediated by the endocrine glands regulation of the other organs functions, is
achieved by the greatest variety of ways for the release of mediators and neuromodulators, their reception, the
emergence and distribution of the action potential. All this, in turn, is determined by the lipid composition of
membranes, the presence of certain fatty acids in the lipid composition, as well as lipid metabolism. This re-
view will focus on the role of lipids in neurons.

Keywords: central nervous system, brain, neurons, astrocytes, lipids, lipid metabolism
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Статья посвящена патентованию белков, включающих D-изоформы аминокислот, возможным
проблемам и перспективам. Ввиду удешевления процесса твердофазного синтеза и появления мо-
дифицированных рибосом, способных использовать нестандартные аминокислоты для рибосом-
ного синтеза, технологии биосинтеза белковых конструкций с нестандартными аминокислотами в
их составе относятся к наиболее перспективным и быстроразвивающимся направлениям биотехно-
логии, наравне с технологиями редактирования генома. В статье приведены материалы, указываю-
щие на актуальность и интерес изобретателей к этой области. Поскольку изменение аминокислот-
ной последовательности известного белка, состоящей из цепочки L-аминокислот, путем замены
исходных L-аминокислот на D-стереоизомеры приводит к существенным и часто неожиданным
функциональным и физико-химическим изменениям белка, это открывает широкие перспективы
для создания новых лекарственных препаратов, ферментов, пестицидов и иных белковых продук-
тов, использующихся в медицине, пищевой, сельскохозяйственной и легкой промышленности.
Также в статье затронута тема изменения стандартов Всемирной организации интеллектуальной
собственности (ВОИС), касающихся представления последовательностей, в части отображения
D-аминокислот в последовательностях согласно стандарту ST.25 или ST.26 ВОИС. Описаны потен-
циальные проблемы, которые могут возникать в процессе патентной экспертизы при рассмотрении
подобных заявок, например, в случае идентичных последовательностей D- и L-белков, обладаю-
щих разными биологическими свойствами.

Ключевые слова: D-белок, D-аминокислота, D-форма, зеркальный белок, стереохимия, изомеры, пере-
чень последовательностей аминокислот, патент
DOI: 10.31857/S0132342321050328

ВВЕДЕНИЕ
Как известно, олигопептиды, полипептиды и

белки состоят из аминокислотных остатков, ко-
валентно соединенных между собой пептидными
связями [1]. В рибосомном синтезе белков пре-
имущественно принимают участие 20 стандарт-
ных, так называемых канонических аминокис-
лот, кодируемых триплетным кодом. Расположе-
ние заместителей вокруг α-атома углерода
определяет хиральность (или конфигурацию)
каждого аминокислотного остатка. В случае стан-
дартных аминокислот (кроме глицина) существу-
ют так называемые D- и L-стереоизомеры; в изо-
лейцине и треонине присутствует второй хираль-
ный центр в β-атоме углерода, что дает два
дополнительных стереоизомера.

В живых организмах в рибосомном синтезе
белков принимают участие L-изомеры. Строение
рибосом и тРНК высококонсервативно и схоже
для всех живых организмов, что определяет L-изо-
мерную чистоту природных белков и не допуска-
ет биологический синтез белков, построенных из
D-аминокислотных остатков (D-белки). В то же
время в некоторых белках было обнаружено при-
сутствие D-аминокислот, что обусловливается уже
последующими посттрансляционными модифика-
циями L-аминокислот в белковой цепи.

Исследования, проводимые в последние деся-
тилетия, показали, что биологическая активность
L- и D-энантиомеров различается, причем отли-
чия – довольно существенные [2, 3]. Впервые
данные различия были установлены для поли-
пептидов, специфично связывающихся с лиган-
дами, среди которых D-полипептиды и природ-
ные L-полипептиды проявляли разные свойства
хиральной специфичности на определенных суб-
стратах. В частности, D-белки не связываются с

Сокращения: ВОИС – Всемирная организация интеллек-
туальной собственности (WIPO); РСТ – Договор о патент-
ной кооперации (Patent Cooperation Treaty).

# Автор для связи: (тел.: +7 (499) 240-61-32; эл. почта:
otd1331@rupto.ru).

УДК 577.112.6:577.112.4:608.1
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лигандами, характерными для их L-изомеров, од-
нако связываются с соответствующими D-изоме-
рами таких лигандов. Было показано, что это
свойство D-белков, скорее всего, обусловливает их
устойчивость к протеолитическим ферментам [4].

Свойства D-белков – обширная и недостаточ-
но изученная область белковой инженерии. Ис-
следования в этой области могут привести к обна-
ружению большого множества потенциальных
объектов патентной защиты.

Обнаруженные различные свойства хираль-
ной специфичности L- и D-белков и полипепти-
дов открыли, по меньшей мере, следующие пер-
спективы в медицинской биотехнологии: созда-
ние более устойчивых к эндогенному протеолизу
форм терапевтически активных белков, выступа-
ющих основой пролонгированных форм лекар-
ственных средств с минимальными побочными
эффектами; возможность создания новых тера-
певтически активных белков, обладающих уни-
кальными свойствами и не имеющих известных
L-аналогов.

Было показано, что введение D-аминокислот-
ных остатков меняет спектр активности белков.
Так, на основе микробных полипептидов, содер-
жащих D-аминокислоты, были разработаны но-
вые типы антибиотиков [5, 6], отличающиеся вы-
сокой эффективностью и продолжительностью
действия. К таким антибиотикам относятся гра-
мицидин, бацитрацин, актиномицин, валиноми-
цин и многие другие. Они разрушают мембраны
бактериальных клеток путем формирования ион-
ных каналов [7].

Также созданы полипептиды, состоящие ис-
ключительно из D-аминокислот, способные спе-
цифично связываться с L-белком-мишенью [8]. Так,
полипептид FOXO4 DRI (энантиомер фрагмента
транскрипционного фактора fork head box O4), пол-
ностью состоящий из D-аминокислот, в отличие от
пептида с идентичной аминокислотной последо-
вательностью в L-изоформе, селективно устра-
нял стареющие клетки дозозависимым образом
посредством ингибирования ASK1 (apoptosis sig-
nal-regulating kinase 1), а также значительно уси-

ливал способность вемурафениба и траметиниба
уничтожать устойчивые к терапии клетки мела-
номы LOX-IMVI.

Создание белков, содержащих отдельные
D-аминокислоты или полностью состоящих из
D-аминокислот, стало возможным благодаря
развитию технологий синтеза белковых кон-
струкций. К ним относятся удешевление процес-
са твердофазного синтеза и развитие технологии
зеркального фазового дисплея, а также появление
модифицированных рибосом, способных ис-
пользовать D-аминокислоты.

Зеркальный фаговый дисплей, базирующийся
на классическом фаговом дисплее, представляет
собой способ проведения скрининга больших
библиотек D-пептидов, способных связываться с
L-белками. Если L-пептид связывается с D-ми-
шенью, то D-пептид связывается с L-мишенью
[2, 9]. При проведении скрининга последователь-
ность ДНК, кодирующую необходимый пептид,
сливают с геном белков оболочки бактериофагов
и вводят в вектор. Гены слитных белков экспрес-
сируют, продукт биосинтеза очищают и наносят
на поверхность, содержащую иммобилизованные
D-белки-мишени. Несвязавшиеся пептиды смы-
вают, а оставшиеся элюируют. Бактериофаги не
способны продуцировать D-пептиды, поэтому им-
мобилизуют именно D-белки, синтезируемые хи-
мическим путем. Принцип работы зеркального фа-
гового дисплея схематично представлен на рис. 1.

Ограничения твердофазного синтеза не позво-
ляют создавать крупные белки, поэтому в послед-
нее время особое внимание уделяется возможно-
сти рибосомного синтеза D-пептидов и белков.
Так, исследования ведутся как в области модифи-
кации рибосом, которые позволяют последним
взаимодействовать с нестандартными аминокис-
лотами, в том числе с D-аминокислотами, напри-
мер, за счет мутаций в пептидилтрансферазном
центре 23S рРНК рибосом Escherichia coli [10], так
и в области оптимизации тРНК, несущих необхо-
димые D-аминокислоты, например, в части под-
бора соответствующих аминоацил-тРНК-синте-
таз или рибозимов [11].

Рис. 1. Принцип работы зеркального фагового дисплея.

Мишень для L-белка Мишень для D-белка
Зеркало Зеркало

Фаговый дисплей

L-белок L-белок + мишень для D-белка D-белок + мишень для L-белка

+
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Таким образом, в ближайшем будущем воз-
можно создание высокоэффективной системы
рибосомного синтеза D-белков, что, естественно,
будет стимулировать привлечение инвестиций
для инновационных разработок и приведет к уве-
личению количества патентных заявок в данной
области.

Цель данной работы – анализ возможностей
патентования белковых объектов, включающих
D-формы аминокислот, с выявлением пробле-
матики и перспектив в данной области биотех-
нологий.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Открытие различий в хиральной специфично-

сти L- и D-изомеров аминокислот стимулирова-
ло появление патентов на D-белки.

Наибольшую инновационную привлекатель-
ность обусловливает тот факт, что биологическая
активность белка в D-форме, как правило, не бу-
дет идентична его биологической активности в
L-форме. При этом невозможно однозначно про-
гнозировать характер изменений биологической
активности D-энантиомеров белков только на
основании гомологии их аминокислотных после-
довательностей с L-энантиомерами.

В качестве наглядного подтверждения можно
привести результаты недавнего исследования
свойств хиральной специфичности олигопеп-
тидных молекул, которые продемонстрировали
неожиданное изменение биологических
свойств пептидов на прямо противоположные [12].

Так, дипептиды в L-форме (L-Glu–L-Trp-OH,
L-Glu–(L-Trp-OH)-OH) и их стереоизомеры в
D-форме (D-Glu–D-Trp-OH, D-Glu–(D-Trp-OH)-OH)
демонстрировали противоположные свойства:
L-пептиды проявляли иммуностимулирующий
эффект, в то время как D-пептиды – иммуносу-
прессивный.

Следовательно, весь имеющийся пласт ин-
формации о строении L-белков и о проявлении
ими биологических функций, исходя из особен-
ностей их структуры, не может быть экстраполи-
рован на функционирование их D-изоформ при
разработке новых структур D-белков, что откры-
вает значительные перспективы в патентовании
изобретений в данной области биотехнологий.

Анализ патентной активности в области изоб-
ретений, относящихся к белковым объектам,
включающим D-формы аминокислот, показал
стабильную динамику роста публикаций патент-
ных документов, включая опубликованные заяв-
ки и патенты, за последние двадцать лет – с 1999
по 2019 гг. – по патентным ведомствам стран,
входящих в IP-5 (пять офисов интеллектуальной
собственности), а также России и международ-
ным патентным ведомствам – Всемирной органи-
зации интеллектуальной собственности (ВОИС) и
Евразийскому патентному ведомству (рис. 2).

Выбранные для анализа патентной активности
в рамках данной статьи патентные ведомства ука-
занных стран наиболее полно отражают ситуа-
цию на рынке интеллектуальной собственности.
Так, ведомства IP5 совместно обрабатывают
~80% мировых патентных заявок и 95% междуна-

Рис. 2. Динамика публикаций патентных документов на D-белки за 1999–2019 гг. по странам. KR – патентное ведом-
ство Республики Корея; CN – патентное ведомство Китайской Народной Республики; JP – патентное ведомство Япо-
нии; US – патентное ведомство США; EP – Европейское Патентное Ведомство; WO – Всемирная организация интел-
лектуальной собственности (ВОИС); RU + EA – патентное ведомство России (Роспатент) и Евразийское патентное
ведомство (ЕАПВ).
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родных заявок, поданных в соответствии с Догово-
ром о патентной кооперации (PCT). Члены IP5 –
Европейское патентное ведомство (ЕПВ), Патент-
ное ведомство Японии (JPO), Корейское ведомство
интеллектуальной собственности (KIPO), Нацио-
нальное управление интеллектуальной соб-
ственностью Китайской Народной Республики
(CNIPA) и Ведомство США по патентам и товар-
ным знакам (USPTO).

Выявлены два основных пика активности в на-
чале и конце исследуемого временного периода и
незначительные колебания в середине. Первый
пик можно наблюдать с начала 2000-х гг., что,
наиболее вероятно, связано с описанием разли-
чий в свойствах хиральной специфичности L- и
D-аминокислот [2, 3], которое привело к интен-
сификации научных исследований в данной об-
ласти биотехнологий и активной коммерциали-
зации результатов в виде патентов на D-белки с
новыми свойствами. Однако получение D-сте-
реоизомеров белков в те годы было сопряжено со
значительными трудностями их синтеза, сложно
масштабируемого и требующего значительных
финансовых затрат, что обусловливает спад ак-
тивности и некоторую стагнацию в середине
2000-х гг.

Развитие технологий твердофазного синтеза
привело к росту числа патентов о D-белках. С 2016 г.
наметился значительный рост публикаций па-
тентных документов в данной области, который
сохраняется последние несколько лет. Увеличе-
ние за последние годы количества патентных до-
кументов на изобретения, относящиеся к D-бел-
кам, связано с развитием технологий автоматизи-
рованного твердофазного синтеза полипептидов,

благодаря которым становится широкодоступ-
ным создание непосредственно молекул D-поли-
пептидов. С помощью технологии зеркального
фагового дисплея можно проводить моделирова-
ние структур белков, включающих D-энантиомеры
аминокислот. Также возможно создание полно-
стью зеркальных белков, т.е. белков, характеризуе-
мых одинаковой аминокислотной последователь-
ностью, но отличающихся оптическими изомерами
аминокислот и биологическими свойствами.

Динамика публикации патентов, посвященных
D-белкам, в разных странах за последние 20 лет.
Имеющиеся данные позволяют сделать вывод об
огромном потенциале разработок с использова-
нием D-белков и повышении интереса изобрета-
телей к данной области. Так, если исходить из со-
отношения публикаций патентных документов,
относящихся к изобретениям в области D-бел-
ков, по странам в периоды подъема активности в
2002 и 2019 гг., то можно судить о том, что бес-
спорные лидеры – изобретатели США. Чуть ме-
нее, но все же достаточно активны изобретатели,
подающие заявки в Европейское патентное ве-
домство и Патентное ведомство Японии, за ними
следуют Китай, Республика Корея, и, конечно,
вызывает интерес подача международных заявок
по системе РСТ. Можно заметить интерес к патен-
тованию в России и на территориях, охватываемых
патентами Евразийского патентного ведомства, но
в значительно меньшей степени, что говорит о раз-
вивающемся рынке технологий (рис. 3).

Отдельно обращает на себя внимание измене-
ние соотношений публикационной активности
по странам в периоды подъема интереса к патен-
тованию изобретений в области D-белков, а

Рис. 3. Соотношения публикаций патентных документов на D-белки по странам в 2002 и 2019 гг. Расшифровку обо-
значений см. в подписи к рис. 2.
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именно в 2002 и 2019 гг., в процентах к общему
числу публикаций по выбранным для анализа
странам. Так, у ряда наиболее активных в патен-
товании D-белков стран несколько снизился ин-
терес к данной области: США понизили актив-
ность с 32% в 2002 г. до 26% в 2019 г., как Япония –
с 24 до 18% и Европа – с 24 до 22% соответствен-
но. Однако значительно возросла активность в
Республике Корея – с 3% в 2002 г. до 10% в 2019 г.
и КНР – с 7 до 12%, число международных заявок
также увеличилось – с 10 до 11% соответственно
(рис. 4).

Как мы можем видеть, лидеры постепенно
сдают позиции в инновационных разработках на
тему зеркальных белков, уступая в росте активно
развивающимся рынкам Республики Корея и
КНР.

Сложности патентования D-белков. Ввиду того,
что D-белки относятся к развивающейся области
белковой инженерии, в процессе патентования
таких объектов можно столкнуться с рядом спе-
цифических проблем, поскольку большая часть
изобретений в области белковой химии и, соот-
ветственно, наработанная ранее практика па-
тентной экспертизы были связаны преимуще-
ственно с природными L-белками, методами их
синтеза и применения.

Так, основной характеризующий белок при-
знак в формуле изобретения – его аминокислот-
ная последовательность, которая, согласно наци-
ональному законодательству Российской Феде-
рации (п. 53(6) и п. 51 Требований к документам
заявки на выдачу патента на изобретение [13]), а
также Правилу 5.2 Инструкции к Договору о па-
тентной кооперации [14], должна быть представ-
лена в Перечне последовательностей в описании

изобретения. При этом Перечень последователь-
ностей должен быть оформлен согласно соответ-
ствующему стандарту ВОИС.

В настоящий момент действует стандарт ST.25
ВОИС [15], и в качестве рекомендуемого указан
стандарт ST.26 ВОИС [16], который вступит в си-
лу с января 2022 г., прекратив действие предыду-
щего стандарта.

Согласно определению, изложенному в стан-
дарте ST.25 ВОИС, п. 2 (iv), ““аминокислоты” –
такие L-аминокислоты, которые обычно встреча-
ются в натуральных белках и перечислены в табл. 3
Приложения 2. Последовательности аминокис-
лот, которые содержат, по крайней мере, одну
D-аминокислоту, не предназначены для включе-
ния в данное определение”.

Следовательно, стандарт ST.25 ВОИС явно ис-
ключал D-полипептиды и D-белки из требований
к перечню, предъявляемых к L-белкам, что дела-
ло необязательным предоставление аминокис-
лотной последовательности.

Стандарт ST.26 ВОИС дает новое определение:
““Аминокислота” означает любую аминокисло-
ту, которая может быть представлена любым из
символов, указанных в Приложении I (см. раздел 3,
табл. 3). Такие аминокислоты включают, среди
прочего, D-аминокислоты и аминокислоты, со-
держащие модифицированные или синтетиче-
ские боковые цепи. Аминокислоты будут истол-
кованы как немодифицированные L-аминокис-
лоты, если они далее не описаны в таблице
характеристик как модифицированные в соответ-
ствии с параграфом 30”.

Таким образом, ST.26 ВОИС, в противовес
ST.25 ВОИС, вводит аналогичные требования к
D-белкам, какие раньше предъявлялись только к

Рис. 4. Патентная активность в области D-белков по странам в 2002 и 2019 гг. Расшифровку обозначений см. в подписи
к рис. 2.
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L-белкам, с учетом указания, что аминокислоты в
составе белка представлены в D-форме. Измене-
ния, произведенные в ST.26 ВОИС, – следствие
повышенного интереса изобретателей к тематике
D-белков и белков, содержащих D-аминокисло-
ты, в такой степени, что это повлекло преобразо-
вание стандартов представления материалов па-
тентной заявки для экспертизы.

Следует отметить, что Международная патент-
ная классификация (МПК) не содержит соответ-
ствующих рубрик для белков, включающих D-ами-
нокислоты, в то время как в Совместную патент-
ную классификацию (СПК) в 2013 г. введены
такие рубрики к отдельным терапевтически ак-
тивным белкам. Однако информационный поиск
по данным рубрикам из СПК будет иметь отноше-
ние только к малому числу конкретных белков, в то
время как стереохимическим модификациям могут
быть подвергнуты тысячи других известных белков,
рубрики по включению D-аминокислот в состав
которых не предусмотрены в СПК.

Ввиду того, что в предыдущие годы большая
часть заявок по новым полипептидам и белкам
относилась только к L-белкам, то и существую-
щий объем данных, касающийся их аминокис-
лотных последовательностей, размещен в базах
данных без учета оптических изомеров амино-
кислот в их составе, что в дальнейшем может при-
вести к трудностям в проведении информационно-
го поиска, связанным с проблемой в установлении
отличий последовательности нового D-белка от из-
вестного L-белка с такой же аминокислотной по-
следовательностью, но имеющего иные биологиче-
ские свойства.

Учитывая вышеуказанную проблему, а также
требования ST.26 ВОИС, возникает необходи-
мость указания D-изомеров в примечаниях к
предоставляемой аминокислотной последова-
тельности, что должно быть отражено в существу-
ющих базах данных, таких как GenBank и Uni-
ProtKB/SwissProt. Отсутствие такой информации
препятствует проведению корректного патентно-
го поиска.

Кроме того, на сегодняшний день невозможно
судить о биохимических свойствах D-белков по
свойствам гомологичных им L-белков. Это связа-
но с отсутствием массива информации о структу-
рах и биологических свойствах D-белков, в отли-
чие от природных L-белков.

Помимо этого, ввиду сложности рибосомного
синтеза D-полипептидов, особенно в части опти-
мизации мРНК и использования стоп-кодонов,
представляется проблематичной характеристика
заявляемого D-белка через кодирующую его нук-
леиновую кислоту ввиду невозможности одно-
значной интерпретации ее нуклеотидной после-
довательности для поиска в существующих базах
данных.

В связи с переходом на ST.26 ВОИС появляют-
ся обнадеживающие перспективы представления
наиболее точной и полной характеристики зер-
кальных белков в заявках на изобретения, с четки-
ми обозначениями наличия аминокислот в D-фор-
ме в их аминокислотной последовательности.
Данное обстоятельство в совокупности с доработ-
кой имеющихся сведений по D-белкам в соответ-
ствующих базах данных должно в значительной
степени повысить качество анализа массива дан-
ных при проведении информационного поиска и
минимизировать риски нарушения объема прав
изобретателей при выдаче патентов на зеркаль-
ные белки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Значительный потенциал разработок с ис-

пользованием D-белков и рост интереса изобре-
тателей к данной области биотехнологий требует
своевременного и продуманного изменения под-
ходов к экспертизе заявок, касающихся пептид-
ной химии, связанных в том числе с подготовкой
изменений не только стандартов представления
материалов заявок, но и глобальных изменений
поисковых систем, баз данных и классификации.
Указанные изменения должны обеспечить опти-
мальные для всех участников рынка условия
охраны изобретений на основе D-белков, что
позволит снизить вероятность конфликта инте-
ресов и финансовые потери в результате оспари-
вания патентов.
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This article is devoted to the patenting of proteins, comprising D-isoforms of amino acids, it’s potential prob-
lems and perspectives. Today, technologies of the protein constructs biosynthesis with non-standard amino
acids in their composition are among the most promising and rapidly developing areas of biotechnology,
along with genome editing technologies, due to the cheapening of the solid-phase synthesis process and the
appearance of modified ribosomes that use non-standard amino acids in ribosomal synthesis. This article
contains materials indicating the relevance and interest of inventors in this area. Due to the fact that changes
in the amino acid sequence of a known protein, consisting of a chain of L-amino acids, by converting the ori-
ginal L-amino acids into D-form, leads to unexpected functional and physicochemical changes of the pro-
tein, a broad prospects open up for the creation of new drugs, enzymes, pesticides and other protein products
used in various industries, including medicine, food, agriculture and light industry. Also, this article also
touched upon changes WIPO Standards relating to presentation sequences in terms of the display of D-amino
acids in sequences according to WIPO standard ST.25 or ST.26. Here we describe the potential problems that
may arise in the process of patent examination of such applications, e.g., the case when identical sequences
of D- and L-proteins having different biological properties.
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Генная терапия – перспективный метод лечения различных заболеваний путем введения терапев-
тических нуклеиновых кислот, для доставки которых широкое распространение получили катион-
ные липосомы. Показана способность катионных липосом, состоящих из поликатионного липида
2Х3 (1,26-бис(холест-5-ен-3β-илоксикарбониламино)-7,11,16,20-тетраазагексакозан тетрагидро-
хлорид) и липида-хелпера DOPE (1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин) при различных
соотношениях (2.5 : 1 (L1), 2 : 1 (L2), 1.5 : 1 (L3), 1 : 1 (L4), 1 : 1.5 (L5), 1 : 2 (L6) и 1 : 2.5 (L7)), обес-
печивать доставку плазмидной ДНК (пДНК) в клетки HEK293 с эффективностью выше, чем у ком-
мерческого препарата Липофектамин 2000. Мы обнаружили, что трансфицирующая активность ка-
тионных липосом зависит как от их состава, так и от состава комплексов, формируемых катионны-
ми липосомами и пДНК (соотношение N/P). Катионные липосомы не проявляют токсичных
свойств по отношению к эукариотическим клеткам HEK293 и при соотношении N/P ≥ 6/1 оказа-
лись эффективнее Липофектамина 2000, при этом наибольшая эффективность достигается для об-
разца L2. При более низких значениях N/P = 1/1, 2/1 и 4/1 липосомы L1 обеспечивают активный
транспорт нуклеиновых кислот в клетки. Таким образом, для дальнейших экспериментов in vivo вы-
браны нетоксичные и небольшие по размеру липосомы L1 и L2, в которых содержание амфифила
2Х3 в 2 и более раз превосходит количество липида-хелпера DOPE. Разработанные катионные ли-
посомы могут успешно использоваться в качестве эффективных трансфицирующих агентов.

Ключевые слова: катионные липиды, трансфекция, липосомы, плазмидная ДНК, невирусные системы
доставки
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ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на большое количество исследова-

ний по поиску и оптимизации систем доставки
нуклеиновых кислот (НК), их низкая эффектив-
ность по-прежнему остается одним из главных
факторов, ограничивающих развитие генной те-

рапии. Разработка транспортной системы, спо-
собной эффективно переносить НК в клетки-ми-
шени с минимальным риском возникновения по-
бочных эффектов у пациента, – конечная цель
исследований по трансфекции – процесса транс-
формации клеток эукариот экзогенными НК.

Невирусные системы доставки НК обладают
такими преимуществами, как простота синтеза,
отсутствие ограничений в размере доставляемых
НК, возможность модификации состава, низкая
цитотоксичность [1, 2]. К невирусным системам
доставки относятся полимеры [3, 4], дендримеры
[5, 6] и липосомы [7, 8]. Наиболее эффективные
среди них – катионные липосомы [9, 10], состоя-
щие из катионных амфифилов (КА) [11–14].
С целью создания безопасных и эффективных
липосом структура КА подвергается различным
химическим модификациям, таким как измене-
ние катионной группы [15–19], спейсера [20–23],

1 Статья публикуется по материалам доклада, представлен-
ного на конференции “Липиды 2021” (Москва, 11–13 ок-
тября 2021 г.).
Сокращения: КА – катионные амфифилы; НК – нуклеи-
новые кислоты; пДНК – плазмидная ДНК; ЭТ – эффек-
тивность трансфекции; DOPC – 1,2-диолеоил-sn-глицеро-
3-фосфохолин; DOPE – 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фос-
фоэтаноламин; FBS – эмбриональная бычья сыворотка;
HEK293 – клетки почки эмбриона человека; IC50 – кон-
центрация липосом, при которой происходит ингибирова-
ние роста 50% клеток; МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-
2,5-дифенилтетразолий бромид; 2X3 – 1,26-бис(холест-5-
ен-3β-илоксикарбониламино)-7,11,16,20-тетраазагексако-
зан тетрагидрохлорид.

# Автор для связи: (тел. +7 (916) 386-99-82; эл. почта:
mamaslov@mail.ru).

УДК 547.426:547.922:547.963.32
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гидрофобного заместителя [24, 25], а также лин-
кера [26–30], что, в свою очередь, приводит к из-
менению эффективности трансфекции (ЭТ) кле-
ток. Несмотря на определенные успехи в области
разработки липосомальных систем доставки НК,
уровень трансфекции эукариотических клеток,
необходимый для практического использования,
пока не достигнут. Это связано с недостаточным
пониманием закономерностей по влиянию со-
става катионных липосом на их физико-химиче-
ские параметры и биологическую активность.

Наиболее перспективные для транспорта
НК – КА на основе холестерина и природных по-
лиаминов [15, 31–37]. Так, липосомы на основе
амфифила 2X3 (1,26-бис(холест-5-ен-3β-илокси-
карбониламино)-7,11,16,20-тетраазагексакозан тет-
рагидрохлорид, рис. 1), содержащего спермин,
два холестериновых остатка, карбамоильный
линкер и гексаметиленовый спейсер, трансфици-
ровали эукариотические клетки in vitro эффектив-
нее своих аналогов [32], не теряя своей активно-
сти в присутствии эмбриональной бычьей сыво-
ротки (FBS).

В состав липосом помимо КА также могут вхо-
дить липиды-хелперы, которые увеличивают ЭТ.
Среди цвиттер-ионных липидов-хелперов часто
используются 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фос-
фоэтаноламин (DOPE) [38, 39] и 1,2-диолеоил-
sn-глицеро-3-фосфoхолин (DOPC) [40, 41] (рис. 1).

Использование DOPE в составе липосом приво-
дит к эффективной доставке НК по сравнению с
DOPC благодаря способности DOPE формиро-
вать инвертированную гексагональную фазу в
условиях эндосомального закисления [38]. Также
было обнаружено, что использование DOPE в ка-
честве липида-хелпера способствует более ком-
пактной упаковке НК [29, 41–44]. В составе кати-
онных липосом DOPE может преобладать по со-
держанию над КА (КА : DOPE, 1 : 4) [34] или
находиться в недостатке (КА : DOPE, 7 : 1) [45].
Наиболее часто используемое соотношение
между КА : DOPE – соотношение 1 : 1 [32, 33, 35,
41–43, 45].

Другой важный параметр, влияющий на ЭТ, –
это состав комплексов, формируемых липосома-
ми и НК, который определяется соотношением
количества положительно заряженных атомов
азота КА к количеству отрицательно заряженных
фосфатных групп НК (N/P). Так, при соотноше-
нии N/P = 1/1 катионные липосомы не полно-
стью компактизируют НК, что приводит к низ-
кой ЭТ [46, 47]. Увеличение соотношения N/P
увеличивает ЭТ за счет формирования компакт-
ных комплексов с избыточным положительным
зарядом, обеспечивающим электростатическое
взаимодействие с отрицательно заряженной по-
верхностью мембраны эукариотических клеток
[48, 49]. Однако с увеличением соотношения N/P

Рис. 1. Строение катионного амфифила 2X3, липидов-хелперов DOPE и DOPC.
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также увеличивается цитотоксичность комплек-
сов [50], что диктует необходимость выбора опти-
мального соотношения N/P, обеспечивающего
разумный баланс между ЭТ и безопасностью ли-
посом.

С целью создания эффективных систем до-
ставки нуклеиновых кислот нами изучено влия-
ние состава катионных липосом, сформирован-
ных на основе амфифила 2X3 и цвиттер-ионного
липида DOPE, а также соотношения N/P, на фи-
зико-химические характеристики липосом, их
цитотоксичность и ЭТ с целью выявления опти-
мальных условий для транспорта пДНК в эукари-
отические клетки in vitro.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение катионных липосом и изучение их
физико-химических характеристик. Катионные
липосомы L1–L7, состоящие из КА 2X3 и липи-
да-хелпера DOPE (рис. 1) при различном соотно-
шении компонентов (табл. 1), были сформированы
с использованием метода гидратации липидной
пленки и последующей обработки ультразвуком
[46, 47]. Количество DOPE в составе липосом
может варьироваться в широком диапазоне
значений [44, 45]. Ранее была продемонстриро-
вана высокая эффективность доставки пДНК и
siРНК липосомами 2X3-DOPE при мольном со-
отношении 1 : 1 (L4) [33, 46, 47] и 1 : 2 (L6) [51, 52],
однако в одном эксперименте данные липосомы
никогда не сравнивались. Кроме того, с целью
поиска оптимального состава катионных липо-
сом было важно исследовать соотношения ком-
понентов.

Первый этап при создании систем доставки
НК на основе липосом – изучение их физико-хи-
мических параметров. Стабильность таких си-
стем может быть оценена по значениям размера и

поверхностного потенциала частиц методом ди-
намического светорассеяния (табл. 1).

Гидродинамический диаметр катионных ли-
посом L1–L7 варьирует от 75.2 до 130.6 нм. Не-
большое увеличение размера может быть связано
c увеличением количества DOPE в их составе
(табл. 1). Ранее было показано, что увеличение
количества DOPE в составе катионных липосом с
амфифилом SPYRIT-7 приводит, наоборот, к
уменьшению их размера [20]. Таким образом, раз-
мер липосом зависит не только от количества
DOPE, но также от природы КА. Поверхностный за-
ряд всех липосом был положительным (88–102 мВ).
Значение индекса полидисперсности катионных
липосом L1–L7 указывало на формирование одно-
родных по размеру частиц, за исключением липо-
сом L7 (индекс полидисперсности 0.335).

Цитотоксичность катионных липосом. Цито-
токсичность катионных липосом L1–L7 (табл. 1)
оценивали с помощью МТТ-теста, используя
клетки почки эмбриона человека (НЕК293) [46].
Процент гибели клеток зависит от концентрации
липосом. Показатель их токсичности – концен-
трация, при которой выживает 50% клеток (IC50).
Значения IC50, полученные с помощью МТТ-те-
ста на клетках HEK293, не были достигнуты при
концентрациях липосом L1–L7 от 5 до 80 мкМ.

Физико-химические характеристики комплек-
сов катионных липосом и пДНК. Комплексы кати-
онных липосом L1–L7 и пДНК pGLuc
(0.5 мкг/мл) формировали при различных соот-
ношениях N/P (1/1, 2/1, 4/1, 6/1, 8/1, 10/1) путем
смешивания эквивалентных объемов растворов
катионных липосом и пДНК в среде DMEM. Ра-
нее было показано, что небольшие по размеру
(40–80 нм) комплексы обеспечивают более высо-
кую ЭТ в условиях in vivo, в то время как частицы
с размером 200–400 нм оптимальны для транс-
фекции клеток in vitro [53, 54].

Таблица 1. Состав катионных липосом, их физико-химические параметры и цитотоксичность для клеток HEK293

Липосомы

Соотношение, мольн. Средний 
размер

липосом, нм

ξ-Потенциал 
липосом, мВ

Индекс 
полидис-
персности

IC50, мкМ
2X3 DOPE

L1 2.5 1.0 75.2 ± 0.6 89 ± 1.57 0.264 ± 0.030 >80
L2 2.0 1.0 77.2 ± 1.4 88 ± 2.86 0.266 ± 0.010 >80
L3 1.5 1.0 86.2 ± 0.6 97 ± 2.46 0.259 ± 0.049 >80
L4 1.0 1.0 73.0 ± 1.2 99 ± 2.19 0.231 ± 0.076 >80
L5 1.0 1.5 67.4 ± 0.6 100 ± 2.99 0.290 ± 0.006 >80
L6 1.0 2.0 101.6 ± 1.2 100 ± 2.57 0.260 ± 0.008 >80
L7 1.0 2.5 130.6 ± 0.8 102 ± 2.08 0.335 ± 0.015 >80
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По сравнению с индивидуальными липосома-
ми (табл. 1), при соотношениях N/P = 1/1 и 2/1
гидродинамический диаметр комплексов пДНК с
липосомами, содержащими избыток КА (2X3 > 1),
увеличивался до значений 200–300 нм (рис. 2а).
В случае липосом с соотношением компонентов
2X3/DOPE ≤ 1 диаметр комплексов достигал
значений 400–600 нм. Дальнейшее увеличение ко-
личества липосом в комплексах (N/P = 4/1) при-
водило к компактизации пДНК и образованию
частиц размером 100–280 нм. Начиная с N/P =
= 6/1, размер комплексов практически не изме-
нялся и не превышал 200 нм.

Все исследуемые комплексы катионных липо-
сом с пДНК при соотношении N/P = 1/1 имели
отрицательный заряд, который изменялся на по-
ложительный, начиная с N/P = 2/1 для липосом
L1, L2, L4, L6, L7 и с N/P = 4/1 для липосом L3 и
L5 (рис. 2б). Аналогичные закономерности нами
наблюдались ранее как для катионных липосом
L6, так и для адресных липосом на их основе [35].

Доставка пДНК катионными липосомами раз-
личного состава. С целью оценки эффективности
доставки пДНК pGLuc в эукариотические клетки
HEK293 с помощью катионных липосом L1–L7
определяли уровень экспрессии люциферазы с
помощью люминесцентного анализа, оценивая
среднюю интенсивность люминесценции в кле-
точной популяции. ЭТ сравнивали с коммерче-
ским препаратом Липофектамин 2000, который
состоит из смеси поликатионного липида 2,3-ди-
олеилокси-N-[2-(сперминкарбоксамидо)этил]-
N,N-диметил-1-пропиламмоний трифторацета-
та и DOPE и считается “золотым стандартом”
среди трансфицирующих реагентов in vitro [55].

Для определения состава катионных липосом
и комплексов, оптимальных для доставки пДНК,
проводили оценку трансфицирующей активно-
сти при разных соотношениях N/P (рис. 3). При
соотношении N/P = 1/1 или 2/1 низкая ЭТ на-
блюдалась для всех исследуемых липосом. Следу-
ет отметить, что при соотношении N/P = 2/1 кати-
онные липосомы L1 и L2 с соотношением компо-
нентов 2X3/DOPE ≥ 2 формировали небольшие по
размеру комплексы (рис. 2) и более эффективно до-
ставляли пДНК (рис. 3) относительно других липо-
сом. При соотношении N/P = 4/1 все комплексы
катионных липосом приобретали положитель-
ный заряд (ζ-потенциал > 40 мВ) и компактизо-
вали пДНК до 80–160 нм (рис. 2), что способство-
вало более эффективной доставке НК (рис. 3).
Однако только липосомы L2 превосходили по
эффективности коммерческий препарат Липо-
фектамин 2000. При соотношениях N/P ≥ 6/1 все
исследуемые липосомы были эффективнее Липо-
фектамина 2000: так, при N/P = 8/1 или 10/1 ин-

тенсивность значений люминесценции были от
1.3 до 2 раз выше, чем для Липофектамина 2000.
Наибольшие значения наблюдались при соотно-
шении N/P = 10/1 для липосом L2 и L3, содержа-
щих избыток амфифила 2X3. При этом следует
отметить, что для липосом L1, L6 и L7 увеличение
соотношения N/P, начиная с 6/1, незначительно
влияло на ЭТ.

Сравнительную оценку ЭТ катионных липо-
сом проводили по отношению к ранее изученным
липосомам L4 [33, 46, 47] (рис. 4а) и L6 [51, 52]
(рис. 4б). Было обнаружено, что наибольшие раз-
личия в ЭТ отмечаются при соотношениях N/P =
= 1/1, 2/1 и 4/1 (рис. 4). При более высоких соот-
ношениях N/P ЭТ исследуемых липосом L1–L7
была статистически неразличимой.

Наибольшее различие наблюдалось при соот-
ношении N/P = 2/1 для катионных липосом L1
(2Х3/DOPE = 2.5) с максимальным содержанием
амфифила 2Х3, они оказались в 104 раз эффектив-
нее липосом L4 (2Х3/DOPE = 1) и L6 (2Х3/DOPE =
= 0.5). Ранее нами было показано, что соотноше-
ние N/P = 2/1 – одно из главных условий для ад-
ресной доставки НК фолат-содержащими кати-
онными липосомами на основе L6 [51], поэтому
увеличение количества поликатионного амфи-
фила 2X3 в составе адресных липосом до 2.5 моль-
ных эквивалентов может привести к значитель-
ному усилению экспрессии белка и повысить эф-
фективность направленной доставки в опухолевые
клетки. Также следует отметить, что именно липо-
сомы L1 формируют при соотношении N/P = 2/1
самые маленькие комплексы (~200 нм, рис. 2а) с за-
рядом ~40 мВ (рис. 2б). Дальнейшее увеличение ко-
личества липосом в комплексах (N/P = 4/1) приво-
дит как к уменьшению их размера, так и к увеличе-
нию их поверхностного заряда, что нивелирует
различие в ЭТ между исследуемыми липосомами
(рис. 4а, 4б).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение липосом. Катионный амфифил 2Х3

(чистота >95%) синтезировали по описанной ра-
нее методике [31]. В работе использовали цвит-
тер-ионный фосфолипид DOPE (Avanti Polar Li-
pids, США) и коммерчески доступный препарат
Липофектамин 2000 (Invitrogen, США).

Чистоту синтезированного КА определяли на
высокоэффективном жидкостном хроматографе
Ultimate 3000, соединенном с масс-спектромет-
ром LCQ Fleet (Thermo Scientific, США). Хромато-
графирование осуществляли на колонке Thermo
Scientific Hypersil Gold C-8 (50 × 2.1 мм, 1.9 мкм) в
режиме градиентного элюирования: фаза А –
0.1%-ный раствор муравьиной кислоты в деиони-
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Рис. 2. Гидродинамический диаметр (а) и ζ-потенциал (б) комплексов катионных липосом L1–L7 и пДНК pGLuc,
сформированных при различных соотношениях N/P.
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зированной воде; фаза В – 0.1%-ный раствор му-
равьиной кислоты в смеси ацетонитрил/изопро-
пиловый спирт в соотношении 80/20 (V/V).

Для получения липосом к раствору 2Х3 в си-
стеме хлороформ–метанол (5/1, V/V) добавляли
раствор DOPE в хлороформе при различных со-
отношениях (табл. 1) и затем осторожно удаляли
растворитель под вакуумом на роторном испари-
теле. Полученную липидную пленку сушили в ва-
кууме масляного насоса (0.01 торр) в течение 4 ч,
гидратировали в воде для инъекций (Solopharm,
Россия) при 50–60°С в течение 10 мин. Липидные
дисперсии обрабатывали ультразвуком в течение
15 мин при 60–65°C в ультразвуковой бане (Ban-
delin Sonorex Digitec DT 52H, Германия) с после-
дующим фильтрованием через стерильный
фильтр (Chromafil CA-45/25 (S), Macherey-Nagel,

Германия) с размером пор 450 нм. Полученные
катионные липосомы L1–L7 с концентрацией
1 мМ по амфифилу 2Х3 хранили при 4°С в атмо-
сфере аргона.

Нуклеиновые кислоты. В экспериментах для
оценки эффективности доставки гена GLuc ис-
пользовали плазмиду psGLuc-N1 (4544 п.н.) по-
лученную на основе pEGFP-N1 (4733 п.н.; Clon-
tech Laboratories, США, GenBank U55762) путем
клонирования в нее гена GLuc из плазмиды
pNEBR-X1GLuc (4821 п.н.; New England BioLabs,
США).

Получение комплексов катионных липосом с
пДНК. Для экспериментов по трансфекции были
сформированы комплексы катионных липосом с
пДНК в среде DMEM (Invitrogen, США) без сы-
воротки путем смешивания 50 мкл раствора

Рис. 3. Доставка пДНК с помощью катионных липосом в клетки НЕК293. Клетки инкубировали с комплексами,
сформированными pGLuc (0.5 мкг на лунку) и катионными липосомами L1–L7 при различных соотношениях N/P.
Уровень средней интенсивности люминесценции клеток измеряли методом люминесцентного анализа через 72 ч по-
сле инкубации клеток с комплексами. Результаты 12 экспериментов представлены как среднее трех повторов. Достав-
ку pGLuc с помощью Липофектамина 2000 (Lf2000) осуществляли в соответствии с протоколом фирмы-производителя.
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пДНК (0.5 мкг) в DMEM и 50 мкл раствора липо-
сом L1–L7 в DMEM при соотношениях N/P =
= 1/1, 2/1, 4/1, 6/1, 8/1, 10/1 с последующей инку-
бацией в течение 20 мин при комнатной темпера-
туре.

Для измерения физико-химических характе-
ристик 50 мкл липосом смешивали с 950 мкл ди-
стиллированной воды (Milli-Q). Для измерения
физико-химических характеристик комплексов
50 мкл пДНК pGLuc в дистиллированной воде
(Milli-Q) смешивали с 50 мкл катионных липосом
L1–L7 в дистиллированной воде (Milli-Q), при
соответствующих соотношениях N/P = 1/1, 2/1,
4/1, 6/1, 8/1 и 10/1, инкубировали в течение
20 мин при 25°С и добавляли 950 мкл дистилли-
рованной воды (Milli-Q).

Физико-химические характеристики липосом и
их комплексов с пДНК. Размер и ξ-потенциал ли-
посом и их комплексов с пДНК измеряли на при-
боре динамического лазерного светорассеивания
Malvern Zetasizer Nano (Malvern Instruments Ltd.,
Великобритания; угол 173°, вязкость 0.890 сП,
температура 25°C, время равновесия 2 мин, пока-
затели преломления для воды и липосом 1.33 и
1.46 соответственно). Средний гидродинамиче-
ский диаметр (нм) по количеству частиц реги-
стрировали как среднее значение трех измерений.

Клеточная линия. Клеточную линию HEK293
(ATCC, США) культивировали в среде DMEM в
присутствии 10% FBS с антибиотиком (5000 ед./мл
пенициллина и 5000 мкг/мл стрептомицина) в ат-
мосфере 5%-ного СО2 при 37°С.

Тест на жизнеспособность клеток. Клетки
HEK293 культивировали в 96-луночных планше-
тах (плотность посадки 2 × 105 клеток на лунку,
инкубация в атмосфере 5%-ного СО2 при 37°С в
течение 24 ч). В день проведения эксперимента
клеточную среду DMEM + 10% FBS с антибиоти-
ком заменяли растворами липосом L1–L7 с кон-
центрациями 5, 10, 20, 40 и 80 мкМ в DMEM (сум-
марный объем 150 мл на лунку) в отсутствие FBS
и инкубировали в атмосфере 5%-ного СО2 в тече-
ние 4 ч при 37°С, после чего добавляли 16 мкл FBS
и дополнительно инкубировали 20 ч при 37°С.

По окончании инкубации к клеткам без смены
среды добавляли 10 мкл раствора 3-(4,5-диметил-
тиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолийбромида (МТТ)
(Sigma, США) с концентрацией 5 мг/мл. Через 4 ч
культуральную среду удаляли, кристаллы форма-
зана растворяли в диметилсульфоксиде (ДМСО,
200 мкл на лунку) и определяли разницу между
оптической плотностью при 620 и 570 нм (Multi-
scan RC, Labsystems, Финляндия) [53]. Из экспе-
риментальных данных вычисляли значение IC50.
Результаты были выражены как средние значе-

ния для трех параллельных измерений и были
статистически обработаны с использованием
t-критерия Стьюдента.

Трансфекция клеток. Клетки HEK293 культи-
вировали в 24-луночных планшетах (плотность
посадки 2 × 105 клеток на лунку, инкубация в ат-
мосфере 5%-ного СО2 при 37°С в течение 24 ч).
Перед проведением трансфекции в планшетах за-
меняли культуральную среду DMEM + 10% FBS с
антибиотиком на среду DMEM + 10% FBS без ан-
тибиотика. Комплексы катионных липосом с
пДНК объемом 100 мкл добавляли к клеткам. Для
равномерного распределения раствора комплек-
сов по всему объему лунки планшет помещали
для перемешивания на ротационный миксер, а
затем выдерживали в течение 4 ч при 37°C в атмо-
сфере с 5% CO2. Далее заменяли среду на свежую
DMEM + 10% FBS с антибиотиком и оставляли в
CO2-инкубаторе на 68 ч.

Для определения ЭТ использовали люминес-
центный анализ на планшетном люминометре
GloMax Multi plus (Promega, США) с автоматиче-
ским вводом 50 мкл субстрата BioLux Gaussia Lu-
ciferase (New England Biolabs, США), устанавли-
вая параметры по протоколу производителя (5 с
интегрирования, 37 с задержки). Все эксперимен-
тальные точки были измерены в трех повторах
и статистически обработаны с использованием
t-критерия Стьюдента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенных исследований были
получены катионные липосомы L1–L7 разного
состава на основе амфифила 2X3 и цвиттер-ион-
ного липида DOPE, которые оказались не ток-
сичными в отношении эукариотических клеток
HEK293, обладали оптимальными физико-хими-
ческими характеристиками и могут быть использо-
ваны в качестве систем доставки НК. Для обеспече-
ния более эффективной доставки пДНК содержа-
ние поликатионного амфифила 2X3 должно быть
больше, чем липида-хелпера DOPE для всех иссле-
дуемых соотношений N/P. При соотношении
N/P > 4/1 формируются небольшие по размеру по-
ложительно заряженные комплексы пДНК с кати-
онными липосомами, которые эффективнее ком-
мерческого препарата Липофектамин 2000. При
этом при соотношениях N/P = 8/1 и 10/1 липосо-
мы L2, содержащие 2.0 мольных эквивалента по-
ликатионного амфифила 2X3, обеспечивают
максимальный уровень трансфекции клеток.
При соотношении N/P = 2/1 липосомы L1, со-
держащие 2.5 мольных эквивалента амфифила
2X3, оказались эффективнее липосом L2–L7, что
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может быть использовано для направленного
транспорта пДНК.

Разработанные катионные липосомы могут
успешно использоваться в качестве эффективных
трансфицирующих агентов. Для дальнейших экс-
периментов in vivo могут быть выбраны нетоксич-
ные, небольшие по размеру липосомы L1 и L2, в
которых содержание амфифила 2Х3 в 2 и более
раз превосходит количество липида-хелпера
DOPE.
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Influence of Liposome Composition on Plasmid DNA Delivery to Eukaryotic Cells
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Gene therapy is a promising method for the treatment of various diseases by introducing therapeutic nucleic
acids, for the delivery of which cationic liposomes are widely used. This work demonstrates the ability of ca-
tionic liposomes consisting of a polycationic lipid 2X3 (1,26-bis(cholest-5-en-3β-yloxycarbonylamino)-
7,11,16,20-tetraazagehexacosane tetrahydrochloride) and helper lipid DOPE (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine) at various ratios (2.5 : 1 (L1); 2 : 1 (L2); 1.5 : 1 (L3); 1 : 1 (L4); 1 : 1.5 (L5); 1 : 2 (L6);
1 : 2.5 (L7)) mediate the delivery of plasmid DNA (pDNA) into HEK293 cells with an efficiency higher than
that of the commercial transfectant Lipofectamine 2000. We found that transfection activity of cationic lipo-
somes depends on their composition and lipoplex composition (N/P ratio).Cationic liposomes were non-
toxic into eukaryotic HEK293 cells and were more effective than Lipofectamine 2000 at the N/P ratios ≥ 6/1.
In this case, the highest efficiency was achieved for liposomes L2. At lower N/P ratios = 1/1, 2/1 and 4/1 li-
posomes L1 can be used for provide targeted NA delivery into cells. Thus, for further in vivo experiments,
non-toxic and small-size liposomes L1 and L2 in which the amount of lipid 2X3 was 2 or more times higher
than that of lipid helper DOPE were selected.

Keywords: cationic lipids, transfection, liposomes, pDNA, non-viral delivery vehicles
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Интерес к изучению феромонных систем животных растет с каждым годом. Семейство Zygaenidae
(Insecta, Lepidoptera), выступающее модельной группой наших исследований, включает более
1000 видов, но структура половых феромонов и аттрактантов выяснена только для небольшого чис-
ла видов у двух из пяти подсемейств. Анализ литературных данных о химическом составе и строении
известных половых феромонов и половых аттрактантов Zygaenidae позволил выявить особенности
молекулярной структуры, предположительно определяющие аттрактивные свойства. Целенаправ-
ленный синтез потенциальных половых аттрактантов с заданными структурными особенностями
осуществлялся из додекановой кислоты и стереоизомеров хирального спирта бутанола-2. Тестирова-
ние аттрактивных свойств полученных соединений (R- и S-энантиомеров втор-бутилдодецен-2-оата,
а также оптически неактивной рацемической смеси данных сложных эфиров) проводили в течение
семи лет в 14 странах мира. Было показано, что R- и S-энантиомеры втор-бутилдодецен-2-оата – по-
ловые аттрактанты, привлекающие самцов 22 видов Zygaenidae, относящихся к шести родам: Theresi-
mima Strand, 1917 (1 вид), Illiberis Walker, 1854 (1 вид), Goasrea Mollet, 2016 (1 вид), Rhagades Wallengren,
1863 (3 вида), Adscita Retzius, 1783 (9 видов) и Jordanita Verity, 1946 (7 видов). Кроме того, аттрактив-
ные свойства втор-бутилдодецен-2-оата установлены для трех видов из других семейств Insecta:
Argyresthia semifusca (Haworth, 1828) (Lepidoptera, Yponomeutidae), Dolicharthria stigmosalis (Herrich-
Schäffer, 1848) (Lepidoptera, Crambidae) и Tilloidea unifasciata (Fabricius, 1787) (Coleoptera, Cleridae).
Обонятельные рецепторы самцов, воспринимающие химические сигналы, могут дифференциро-
вать оптические изомеры: одни виды привлекаются преимущественно на R-энантиомер втор-бу-
тилдодецен-2-оата, другие – на S-энантиомер, а для третьих биологически активной оказывается
рацемическая смесь. Использование новых синтетических половых аттрактантов в эколого-фау-
нистических исследованиях дало возможность открыть два новых вида и один род Procridinae
(Zygaenidae), уточнить границы ареалов редких видов и изучить их биологию. Применение полу-
ченных соединений для обнаружения и мониторинга сезонной динамики численности видов-вре-
дителей (Theresimima ampellophaga (Bayle-Barelle, 1808), Rhagades (Rhagades) pruni (Denis & Schiffer-
müller, 1775), Illiberis (Primilliberis) pruni Dyar, 1905) представляется перспективным для оптимизации
борьбы с ними с учетом современных требований охраны окружающей среды. Кроме того, получен-
ные данные о функционировании и строении аттрактантов Procridinae в комплексе с традиционны-
ми морфологическими и цитогенетическими подходами могут быть использованы для анализа фи-
логенетических связей и решения проблем биосистематики Zygaenidae.

Ключевые слова: половой аттрактант, втор-бутилдодецен-2-оат, бутанол-2, ненасыщенные жирные
кислоты, сложный эфир, энантиомеры, Zygaenidae, Procridinae
DOI: 10.31857/S0132342321050249

ВВЕДЕНИЕ
Со времени установления химической приро-

ды первого полового феромона и осуществления

его синтеза немецкими биохимиками во главе с
А. Бутенандтом интерес к исследованию феро-
монных систем животных растет с каждым годом
[1]. Открытие Бутенандта доказало, что обоня-
тельные сигналы дискретны, имеют молекуляр-
ную основу, а значит, могут быть идентифициро-
ваны и искусственно воссозданы. Однако труд-
ности, связанные с точным воспроизведением
феромонного сигнала вследствие чрезвычайно
высокой биологической активности и, как прави-
ло, многокомпонентности половых феромонов,

1 Статья публикуется по материалам доклада, представлен-
ного на конференции “Липиды 2021” (Москва, 11–13 ок-
тября 2021 г.).
Сокращения: EFETOV-2 – рацемическая смесь R- и
S-энантиомеров втор-бутилдодецен-2-оата; EFETOV-S-2 –
(R)-втор-бутилдодецен-2-оат; EFETOV-S-S-2 – (S)-втор-
бутилдодецен-2-оат.

# Автор для связи: (тел.: +7 (978) 835-24-96; эл. почта:
shysh1981@mail.ru).

УДК 577.19:595.787
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существенно усложняют их изучение и получение
в лабораторных условиях [2, 3]. В связи с этим
перспективным выступает создание на основе до-
ступного сырья синтетических аналогов половых
феромонов – половых аттрактантов (веществ,
привлекающих и/или возбуждающих особей од-
ного из полов, но не присутствующих или пока не
найденных в феромонных железах животного
этого вида). При этом на первый план выходит
прогнозирование молекулярной структуры ат-
трактантов на основе обобщения и систематиза-
ции имеющихся данных о химическом составе и
строении природных половых феромонов. Рядом
авторов была установлена достоверная связь
между структурой аттрактивных веществ и систе-
матическим положением некоторых групп Insec-
ta, в частности Lepidoptera. Было показано, что
существует определенная система в распростра-
нении привлекающих молекул внутри таксонов
[4–6]. Выявленные закономерности необходимо
рационально использовать при направленном
синтезе аттрактантов, т.к. это позволит с большой
долей вероятности не только предсказывать их
молекулярную структуру, но и определять в даль-
нейшем тактику полевого скрининга.

Для нашего исследования было выбрано се-
мейство Zygaenidae (Insecta, Lepidoptera), пред-
ставители которого осуществляют поиск особей
противоположного пола, используя как визуаль-
ные сигналы [7], так и половые феромоны [8].
В семействе Zygaenidae есть как редкие, охраняе-
мые виды, так и вредители сельского (виногра-
дарство, садоводство) и лесного хозяйства, в част-
ности Illiberis (Primilliberis) pruni Dyar, 1905, Hedina
tenuis (Butler, 1877), Theresimima ampellophaga
(Bayle-Barelle, 1808), Rhagades (Rhagades) pruni
(Denis & Schiffermüller, 1775). Часто встречающи-
еся виды рода Zygaena благодаря своей яркой, хо-
рошо заметной окраске и дневному образу жизни
могут быть выбраны в качестве удобных биоин-
дикаторов в экологических исследованиях для
оценки благополучия окружающей среды. В на-
стоящее время семейство Zygaenidae включает
более 1000 видов и представлено пятью подсемей-
ствами: Inouelinae Efetov & Tarmann, 2017; Procri-
dinae Boisduval, 1828; Chalcosiinae Walker, 1865;
Callizygaeninae Alberti, 1954 и Zygaeninae Latreille,
1809 [9–16]. Однако структура половых феромо-
нов и аттрактантов выяснена только для неболь-
шого числа видов у двух из пяти подсемейств (Zy-
gaeninae и Procridinae). Все известные аттрактив-
ные молекулы у Zygaenidae принадлежат к классу
сложных эфиров. Для Zygaeninae привлекающей
способностью обладают эфиры уксусной кисло-
ты и жирных алифатических ненасыщенных
спиртов, а для Procridinae – эфиры втор-бутило-

вого спирта и жирных ненасыщенных кислот
[17–26].

Цель данного исследования – синтез новых
половых аттрактантов Procridinae (R- и S-энан-
тиомеров втор-бутилдодецен-2-оата) и изучение
их биологической активности путем полевых ис-
пытаний в условиях агробиоценозов и естествен-
ных биотопов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ литературных данных о составе и стро-

ении известных половых феромонов и половых
аттрактантов Zygaenidae позволил выделить не-
сколько особенностей химической структуры,
присущих всем аттрактивным молекулам Procri-
dinae: 1) принадлежность к классу сложных эфи-
ров, образованных бутанолом-2 и моноеновой
жирной кислотой; 2) наличие двойной связи с
цис-конфигурацией в кислотном радикале у седь-
мого или девятого атомов; 3) содержание четного
количества атомов углерода (12 или 14) в кислот-
ном радикале; 4) наличие одного хирального цен-
тра в спиртовом радикале [27, 28]. Таким образом,
потенциальными половыми аттрактантами Pro-
cridinae могут быть R- и S-энантиомеры втор-бу-
тилдодецен-2-оата, отвечающие практически
всем перечисленным требованиям, за исключе-
нием расположения двойной связи у второго ато-
ма углерода в ацильном радикале. Синтез данных
эфиров был осуществлен из бутанола-2 и лаури-
новой кислоты (см. “Эксперим. часть”). Суще-
ственное преимущество предлагаемой схемы
синтеза заключается в ее относительной простоте
и малостадийности.

Аттрактивные свойства рацемической смеси
R- и S-энантиомеров втор-бутилдодецен-2-оата.
В 2013 и 2014 гг. тестирование рацемической сме-
си R- и S-энантиомеров втор-бутилдодецен-2-
оата (запатентованное название EFETOV-2) про-
водили только в Крыму в различных биотопах,
известных как местообитания видов Zygaenidae.
В 2015–2019 гг. полевые эксперименты выполня-
ли дополнительно в других странах мира. Полу-
ченные результаты подтвердили выдвигаемую
нами гипотезу об аттрактивности втор-бутилдо-
децен-2-оата. Было установлено, что EFETOV-2 –
половой аттрактант для самцов 20 видов Procridinae.
При этом в контрольных ловушках (содержащих
резиновую пробку, не пропитанную аттрактантом)
за все время наблюдений не было обнаружено ни
одного представителя Zygaenidae. Относительно
высокая аттрактивность EFETOV-2 показана для
13 видов Procridinae: Theresimima ampellophaga
(Bayle-Barelle, 1808) [29–33], Adscita (Procriterna)
subtristis (Staudinger, 1887) [34], Adscita (Adscita) al-
pina (Alberti, 1937) [35], Adscita (Adscita) italica (Al-
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berti, 1937) [35], Adscita (Adscita) statices (Linnaeus,
1758) [30, 36], Adscita (Adscita) geryon (Hübner, 1813)
[37], Adscita (Tarmannita) mannii (Lederer, 1853)
[35], Adscita (Tarmannita) bolivari (Agenjo, 1937)
[38], Jordanita (Tremewania) notata (Zeller, 1847)
[37], Jordanita (Tremewania) splendens (Staudinger,
1887) [34], Jordanita (Jordanita) graeca (Jordan, 1907)
[29, 37], Jordanita (Praviela) anatolica (Naufock,
1929) [39] и Jordanita (Praviela) rietzschi Keil, 2016 [40].

Самая высокая аттрактивность EFETOV-2 бы-
ла отмечена для самцов J. (T.) notata. Среднее ко-
личество отловленных самцов одной ловушкой в
неделю – 30.53 ± 9.60. Максимальная наполнен-
ность ловушки за неделю составляла 56 особей,
что соответствовало практически полной насы-
щенности липкого слоя (рис. 1) [37].

Самцы семи видов Procridinae: Rhagades
(Wiegelia) amasina (Herrich-Schäffer, 1851) [39],
Rhagades (Rhagades) pruni ([Denis & Schiffermüller],
1775) [37], Adscita (Adscita) obscura (Zeller, 1847)
[39], Adscita (Adscita) dujardini Efetov & Tarmann,
2014 [35], Jordanita (Jordanita) globulariae (Hübner,
1793) [29, 30, 37], Jordanita (Solaniterna) subsolana
(Staudinger, 1862) [30] и Goazrea lao Mollet, 2016 –
обнаруживались в ловушках при их контроле
и/или подлетали к приманкам с EFETOV-2, но в
количестве 1–2 особей. Объяснение этому явле-
нию было найдено позже, когда для полевых
экспериментов стали использовать приманки с

EFETOV-S-2 и EFETOV-S-S-2, содержащие не
смесь R- и S-энантиомеров втор-бутилдодецен-
2-оата, а каждый из них по отдельности.

В ходе экспериментов c EFETOV-2 мы наблю-
дали два разных типа поведенческих ответов при-
влекаемых особей. Самцы таких видов, как
Th. ampellophaga и J. (T.) notata, не только подлета-
ли к аттрактанту, но и накапливались в больших
количествах на клеевых вкладышах ловушек с
приманками. Представители других видов, на-
пример, A. (А.) geryon и J. (J.) graeca, хоть и подле-
тали на близкое расстояние к переносным при-
манкам, проявляя типичное брачное поведение,
характерное для самцов Procridinae, но в стацио-
нарных ловушках либо отсутствовали, либо обна-
руживались в единичных экземплярах [37]. Объ-
яснений может быть несколько. Во-первых, в
воздушном пространстве внутри ловушки может
создаваться слишком высокая концентрация ат-
трактанта, дезориентирующая самцов. Вероятно,
именно поэтому в 2014 г. две “свежеприготовлен-
ные” приманки с аттрактантом EFETOV-2 при-
влекали только до четырех самцов A. (А.) geryon,
которые в течение первых 15–20 мин экспери-
мента подлетали к резиновым пробкам на близ-
кое расстояние 5–20 см. В то же время в 2016 и
2018 гг. мы наблюдали уже активное “роение”
самцов A. (А.) geryon (до 60 особей) вокруг тех же
двух приманок. Скорее всего, длительное хране-

Рис. 1. Ловушка с аттрактантом EFETOV-2 с 56 отловленными самцами Jordanita (Tremewania) notata. Крым, окр. г. Бе-
логорск, гора Сары-Кая, 01.06.2014.
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ние могло вызвать существенное снижение кон-
центрации аттрактанта за счет его испарения и,
как следствие, повышение эффективности при-
манок с EFETOV-2 по привлечению самцов ука-
занного вида. Во-вторых, хорошо известно, что
половые феромоны самок многих видов много-
компонентны [1], что не исключено и для самок
A. (А.) geryon и J. (J.) graeca. Тогда R- и S-энантио-
меры втор-бутилдодецен-2-оата, входящие в со-
став аттрактанта EFETOV-2, могут быть структур-
но похожи на минорные соединения природной
феромонной композиции этих видов. В любом
случае, необходимо проведение дополнительных
исследований по оценке биологической активно-
сти EFETOV-2 в отношении указанных видов с
разными конструкциями ловушек, дозами ат-
трактанта и комбинациями его компонентов.

Для A. (P.) subtristis, A. (A.) alpina, A. (A.) italica,
A. (A.) statices, A. (A.) dujardini, A. (T.) bolivari, J. (T.)
splendens, Rh. (W.) amasina и J. (S.) subsolana поло-
вой аттрактант был обнаружен впервые. Кроме
того, применение приманок с EFETOV-2 дало
возможность открыть два новых для науки вида
Procridinae: Goazrea lao Mollet, 2016 (обитает в Ла-
осе и Таиланде) [27, 28] и Jordanita (Praviela) rietzs-
chi Keil, 2016 (обитает в Иране) [27, 28, 40]. Нако-
нец, полевой скрининг аттрактанта EFETOV-2 в
разных странах мира позволил расширить грани-
цы ареала некоторых видов. Так, J. (J.) globulariae
была впервые обнаружена в Турции [30], Th. am-
pellophaga – в Албании [32] и на полуострове Хал-
кидики (Греция) [31]. Ранее достоверных сведе-
ний о присутствии этих видов в указанных регио-
нах не было. В Македонии Th. ampellophaga с
помощью аттрактивных приманок была найдена
в первый раз за последние 80 лет [33]. Эти факты
указывают на высокую чувствительность и эф-
фективность EFETOV-2 как полового аттрактан-
та, поскольку он позволяет обнаруживать попу-
ляции целевых видов даже с низкой плотностью.

Аттрактивность R- и S-энантиомеров втор-бу-
тилдодецен-2-оата. С 2015 г., после подтвержде-
ния аттрактивности рацемической смеси R- и
S-энантиомеров втор-бутилдодецен-2-оата для
самцов ряда видов Procridinae, полевые испыта-
ния были продолжены с каждым изомером по от-
дельности: (R)-втор-бутилдодецен-2-оатом (ат-
трактант EFETOV-S-2) и (S)-втор-бутилдодецен-
2-оатом (аттрактант EFETOV-S-S-2). Приманки
сначала тестировали в Крыму. Только после по-
лучения положительных результатов сравнитель-
ный скрининг синтетических половых аттрактан-
тов проводили в других странах мира.

В обобщенном виде итоги экспериментов, вы-
полненных в Крыму (Россия), представлены в
табл. 1. Самцы шести видов Procridinae активно реа-

гировали на тестируемые приманки. Причем были
отмечены три различных варианта реакции самцов
на аттрактанты EFETOV-S-2 и EFETOV-S-S-2:
1) Th. ampellophaga, J. (T.) notata, J. (J.) globulariae и
J. (S.) subsolana успешно отлавливались ловушка-
ми с EFETOV-S-2 и полностью игнорировали
таковые с EFETOV-S-S-2; 2) Rh. (Rh.) pruni ак-
тивно реагировали на аттрактант EFETOV-S-S-2, а
на липких слоях ловушек с EFETOV-S-2 обнару-
живались лишь единичные особи; 3) J. (J.) graeca
регистрировались в ловушках как с EFETOV-S-2,
так и EFETOV-S-S-2, но в количестве не более 1–2
особей в одной ловушке.

Результаты полевого скрининга аттрактантов
EFETOV-S-2 и EFETOV-S-S-2, полученные в
Крыму, нашли дальнейшее подтверждение во
время наших исследований в других странах ми-
ра. Так, в ловушки или к переносным приманкам
с EFETOV-S-2 привлекались самцы Th. ampello-
phaga в Турции [30], J. (J.) globulariae – в Италии
[35], а J. (S.) subsolana – в Австрии, Италии [35]
и Турции [30, 39]. При этом к приманкам c
EFETOV-S-S-2 самцы этих видов были индиффе-
рентны, что подтверждает итоги крымских экспе-
риментов. Однако если в Крыму самая высокая
аттрактивность EFETOV-S-2 была отмечена для
J. (T.) notata (показатели отловов доходили до
31.42 ± 17.25 самцов на ловушку в неделю в 2015 г.),
то в Италии самая высокая эффективность
EFETOV-S-2 как полового аттрактанта была от-
мечена для самцов J. (S.) subsolana (в течение
30 мин к одной приманке могли подлетать более
100 возбужденных особей). Именно благодаря
применению EFETOV-S-2 стало возможным от-
крыть новые локалитеты этого вида в трех провин-
циях Италии [35].

В отличие от указанных видов, наиболее силь-
ными аттрактивными свойствами для Rh. (Rh.)
pruni обладает EFETOV-S-S-2 (средние значения
отловов в Крыму достигали 15.47 ± 7.21 самцов на
ловушку в неделю в 2017 г.). Этот факт был под-
твержден экспериментами в Италии, где только с
помощью данного аттрактанта стало возможным
обнаружить популяции вида впервые с 1906 г.
[35], и Испании, где вид также считается очень
редким и не регистрировался более четверти века
[38]. Кроме того, в Испании к половому аттрак-
танту EFETOV-S-S-2 был привлечен еще один
очень редкий эндемичный вид Rhagades (Wiegelia)
predotae (Naufock, 1930), ранее известный лишь по
единичным экземплярам, хранящимся в музей-
ных коллекциях [38]. Применение полового ат-
трактанта дало возможность обнаружить популя-
цию этого вида в провинции Куэнка на востоке
Испании, а впоследствии описать биологию это-
го вида [41]. Наконец, в Турции, в Центральной
Анатолии, самцы еще одного вида данного рода,
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а именно Rh. (W.) amasina, накапливались на лип-
ких слоях ловушек с приманками EFETOV-S-S-2,
полностью игнорируя таковые с EFETOV-S-2
[39]. Следует отметить, что в Восточной Фракии
(европейская часть Турции) дважды регистриро-
вались одиночные самцы Rh. (Rh.) pruni в ловуш-
ках с EFETOV-S-2 [30]. Но этот факт не противо-
речит данным наших наблюдений в Крыму, осо-
бенно с учетом того, что аттрактант EFETOV-S-S-2
в указанной части Турции не тестировался.

Таким образом, результаты тестирования
EFETOV-S-2 и EFETOV-S-S-2 в Крыму, Испа-
нии, Италии и Турции дали основание выдвинуть
гипотезу, что S-энантиомер втор-бутилдодецен-
2-оата – “родовой” половой аттрактант, привле-
кающий самцов различных видов рода Rhagades
Wallengren, 1863. Поскольку половые аттрактанты
часто напоминают строение половых феромонов,
то с определенной долей вероятности можно го-
ворить о консервативности структуры половых
феромонов у видов рода Rhagades. Для подтвер-
ждения данной гипотезы необходимо проверить
аттрактивные свойства EFETOV-S-S-2 в отноше-
нии двух иранских видов из этого же рода:

Rh. (Naufockia) brandti (Alberti, 1938) и Rh. (Wiege-
lia) tarmanni Keil, 1999.

Скрининг EFETOV-S-2 и EFETOV-S-S-2 за
пределами Крыма выявил их аттрактивные свой-
ства в отношении еще нескольких видов Procridi-
nae, не встречающихся в Крыму. В частности, вы-
сокая аттрактивность EFETOV-S-S-2 была пока-
зана для Goazrea lao Mollet, 2016. На севере
Таиланда серия самцов этого вида была отловле-
на с помощью приманок с EFETOV-S-S-2. При-
чем уже после 10 мин экспозиции аттрактанта к
резиновой пробке начинали подлетать первые
возбужденные особи. Интересно, что долгое вре-
мя этот относительно крупный летающий днем
вид Procridinae оставался неизвестным науке, а
обнаружен был благодаря экспериментам с син-
тезированными нами половыми аттрактантами.

EFETOV-S-2 оказался новым половым аттрак-
тантом для Illiberis (Primilliberis) pruni Dyar, 1905:
23 самца было отловлено с 4 по 14 июня 2016 г. в
Японии в городе Наруто ловушками с EFETOV-S-
2. В то же время близкий вид из того же рода и
подрода – Illiberis (Primilliberis) rotundata Jordan,
1907 – их игнорировал [42]. В Турции активно ре-
агировали на половой аттрактант EFETOV-S-2

Таблица 1. Результаты тестирования половых аттрактантов EFETOV-S-2 и EFETOV-S-S-2 по привлечению сам-
цов шести видов Procridinae (Zygaenidae) в Крыму в 2015–2017 гг.

Примечание: знак “–” указывает на то, что испытания аттрактантов EFETOV-S-2 и/или EFETOV-S-S-2 в местообитаниях
вида не проводились.
В контрольных ловушках не было обнаружено ни одного представителя Procridinae за весь период наблюдений.

Аттрактант
Количество самцов, привлеченных аттрактивными ловушками

2015 2016 2017 Всего

Theresimima ampellophaga
EFETOV-S-2 41 4 95 140
EFETOV-S-S-2 – 0 0 0

Rhagades (Rhagades) pruni
EFETOV-S-2 13 11 4 28
EFETOV-S-S-2 – 77 91 168

Jordanita (Tremewania) notata
EFETOV-S-2 113 52 – 165
EFETOV-S-S-2 – 0 – 0

Jordanita (Jordanita) graeca
EFETOV-S-2 2 7 1 10
EFETOV-S-S-2 – 1 0 1

Jordanita (Jordanita) globulariae
EFETOV-S-2 25 63 – 88
EFETOV-S-S-2 – 0 – 0

Jordanita (Solaniterna) subsolana
EFETOV-S-2 44 28 4 76
EFETOV-S-S-2 – 0 0 0



588

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 5  2021

ЕФЕТОВ, КУЧЕРЕНКО

самцы J. (P.) anatolica. При этом ловушками с аттрак-
тантом EFETOV-S-S-2 не было отловлено ни одной
особи J. (P.) anatolica [39]. EFETOV-S-2 оказался ак-
тивным и в отношении самцов A. (A.) statices, что по-
казали полевые эксперименты в России (Москов-
ская область) [43], Италии [35], Турции [30] и Шве-
ции [36]. Наиболее массовым оказалось привлечение
более 250 самцов подвида A. (A.) statices statices в Шве-
ции, в трех локалитетах провинций Сконе и Естри-
кланд: 215 самцов в 2016 г. и 40 – в 2017 г. Наконец, в
Италии самцы A. (A.) alpina подлетали тоже только к
приманкам с EFETOV-S-2 [35].

Если для перечисленных выше видов более
сильными аттрактивными свойствами обладал
один из двух вариантов синтетических энантио-
меров, то самцы таких видов Procridinae, как
A. (A.) italica [35], A. (A.) obscura [39], A. (T.) mannii
[35] и Jordanita (Jordanita) tenuicornis (Zeller, 1847)
[35], не проявляли предпочтение к одному из ис-
следуемых аттрактантов и привлекались к при-
манкам с EFETOV-S-2 и EFETOV-S-S-2 в отно-
сительно равных количествах.

Таким образом, сравнительный полевой
скрининг синтетических половых аттрактантов
EFETOV-S-2 и EFETOV-S-S-2 показал, что обо-
нятельные рецепторы самцов, воспринимающие
химические сигналы, могут дифференцировать
оптические изомеры. Такие виды, как Rh. (W.)
amasina, Rh. (W.) predotae, Rh. (Rh.) pruni, G. lao, при-
влекаются преимущественно на EFETOV-S-S-2
(S-энантиомер втор-бутилдодецен-2-оата), в то
время как I. (P.) pruni, Th. ampellophaga, A. (A.) al-
pina, A. (A.) statices, J. (T.) notata, J. (J.) globulariae,
J. (P.) anatolica, J. (S.) subsolana – на EFETOV-S-2
(R-энантиомер).

Интересно отметить, что в литературе описано
правило “one-step”, установленное эмпириче-
ским путем для Noctuidae (Lepidoptera). Авторы
на конкретных примерах показывают, что компо-
ненты половых феромонов или половых аттрак-
тантов самок разных видов этого семейства отли-
чаются друг от друга только одним структурным
изменением (“one-change” step), например, изме-
нением положения двойной связи, длины угле-
родной цепи или типа функциональной группы
[44]. Синтезированные нами энантиомеры втор-
бутилдодецен-2-оата отличаются от компонентов
известных природных половых феромонов/ат-
трактантов Procridinae, в частности энантиоме-
ров втор-бутилдодецен-7-оата [27, 28], также од-
ним структурным изменением – позицией двой-
ной связи не у седьмого, а у второго атома
углерода. Значит, правило “one-change” step
справедливо и для Zygaenidae. В определенной
мере это позволяет прогнозировать структуру по-

ловых аттрактантов, определять тактику их поле-
вого скрининга и повышать его результативность.

Привлечение нецелевых видов других семейств.
Многокомпонентность половых феромонов
большинства групп Insecta приводит к тому, что
отдельные составляющие феромонных компози-
ций повторяются у представителей разных таксо-
номических групп [1]. В наших крымских экспе-
риментах также было отмечено присутствие в
липких ловушках не только самцов Procridinae,
но и представителей других семейств и даже отря-
дов Insecta.

Argyresthia semifusca (Haworth, 1828) (Lepidop-
tera, Yponomeutidae). В 2016 г. с 17 мая по 21 июня
ловушкой с EFETOV-S-S-2 было отловлено
45 самцов данного вида (Крым, гора Чатыр-Даг,
31 ♂ – 30.05.2016, 7 ♂ – 10.06.2016, 7 ♂ –
21.06.2016). Среднее количество самцов в ловуш-
ке за сезон: 1.53 ± 0.93 самец на ловушку в день. В
литературе имеются сведения о том, что половым
аттрактантом для данного вида выступает слож-
ный эфир – цис-додецен-7-илацетат [45]. Такой
сложный эфир – половой аттрактант для самцов
ряда видов Zygaeninae [27].

Dolicharthria stigmosalis (Herrich-Schäffer, 1848)
(Lepidoptera, Crambidae). Всего 16 самцов было
отловлено ловушками с EFETOV-S-2: 11 ♂ –
Крым, гора Чатыр-Даг, 28.06.2015; 5 ♂ – Крым,
окр. г. Алушта, с. Лучистое, 10.06.2016. Для данного
вида половой аттрактант обнаружен впервые.

Tilloidea unifasciata (Fabricius, 1787) (Coleoptera,
Cleridae). Энантиомеры втор-бутилдодецен-2-
оата по отдельности и в смеси привлекают самцов
этого вида. В 2013–2017 гг. в Крыму в ловушках с
разными аттрактантами был зарегистрирован
51 самец: EFETOV-2 (30 ♂), EFETOV-S-2 (15 ♂),
EFETOV-S-S-2 (6 ♂). Различия между привлече-
нием T. unifasciata на половые аттрактанты разно-
го типа статистически недостоверны (р > 0.05).
При этом за весь период наблюдений ни в одной
из контрольных ловушек (23 штуки) не было об-
наружено ни одной особи T. unifasciata, что ис-
ключает вероятность случайного прилета самцов
на приманки. Ранее было показано, что аттрак-
тивными свойствами по отношению к самцам
T. unifasciata обладает также втор-бутилдодекано-
ат [46], отличающийся от синтезированного нами
втор-бутилдодецен-2-оата лишь предельностью
ацильного радикала. Следовательно, наличие
двойной связи в структуре молекулы аттрактанта –
не определяющее для данного вида, как и (R, S)-
изомерия спиртового радикала.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Целенаправленный синтез сложных эфиров с

заданными структурными особенностями осу-
ществляли в три этапа: 1) бромирование додека-
новой (лауриновой) кислоты (х.ч., Укроргсинтез,
Украина) с получением 2-бромдодекановой кис-
лоты; 2) образование сложного эфира втор-бу-
тил-2-бромдодеканоата при взаимодействии
2-бромдодекановой кислоты с бутанолом-2
(99.5%; Sigma-Aldrich, Германия) в условиях кис-
лотного катализа; 3) образование двойной связи
во втором положении в кислотном радикале слож-
ного эфира втор-бутил-2-бромдодеканоата в при-
сутствии хинолина с целью получения втор-бутил-
додецен-2-оата [29]. Полученный продукт пред-
ставлял собой рацемическую смесь, состоящую из
эквимолярных количеств R- и S-энантиомеров
втор-бутилдодецен-2-оата. Данный эфир маркиро-
вали запатентованным названием EFETOV-2 [47].

Энантиомерно чистые (R)-втор-бутилдоде-
цен-2-оат и (S)-втор-бутилдодецен-2-оат синтези-
ровали по указанной выше методике, но отличие
заключалось в том, что на втором этапе в реакции
этерификации использовали или (R)-(–)-бутанол-2
(99%, Sigma-Aldrich, США), или (S)-(+)-бутанол-2
(99%, Sigma-Aldrich, США). Соответственно, полу-
чили два энантиомерно чистых сложных эфира,
которые маркировали EFETOV-S-2 – (R)-втор-
бутилдодецен-2-оат и EFETOV-S-S-2 – (S)-втор-
бутилдодецен-2-оат (рис. 2).

Для оценки аттрактивных свойств синтезиро-
ванных сложных эфиров проводили сравнитель-
ный скрининг в полевых условиях в 2013–2019 гг.
в 14 странах: Австрии, Албании, Греции, Иране,
Испании, Италии, Лаосе, Македонии, России,
Таиланде, Таджикистане, Турции, Швеции и
Японии.

Половые аттрактанты EFETOV-2, EFETOV-S-2
и EFETOV-S-S-2 наносили на резиновые диспен-
серы в объемах 50, 100 или 200 мкл. После полной

адсорбции аттрактантов (в течение 48–96 ч)
пробки закрепляли в картонные прямоугольные
полоски (приманки). При необходимости дли-
тельного хранения резиновые пробки с аттрак-
тантом упаковывали в фольгу и помещали в мо-
розильную камеру. Промаркированные приман-
ки фиксировали в прозрачные пластиковые
дельта-ловушки со сменными липкими пласти-
нами на расстоянии нескольких сантиметров от
клеевой поверхности. На сменные пластины для
отлова насекомых наносили клей Tanglefoot®

(США), не имеющий запаха и не содержащий ин-
сектициды и пестициды. В зависимости от про-
должительности эксперимента ловушки с при-
манками или непосредственно приманки закреп-
ляли в выбранных биотопах на ветках растений
или другой опоре на высоте 1–1.5 м от земли. На
расстоянии не менее 10 м размещали контроль-
ную ловушку или картонную прямоугольную по-
лоску с идентичной резиновой пробкой, но не
пропитанной аттрактантом. В случае использова-
ния приманок разного типа в одном биотопе вы-
держивали расстояние между ними более 10 м.

Индикатор аттрактивных свойств синтезиро-
ванных продуктов – наличие особей конкретного
вида в опытных ловушках и отсутствие таковых в
контрольных. Главный критерий активности ат-
трактанта – количество и пол привлеченных осо-
бей. По данным показателям оценивали видовую
и половую специфичность аттрактантов. Сведе-
ния о составе половых феромонов и химической
структуре половых аттрактантов привлеченных
видов, а также их научную новизну проверяли по
электронной глобальной базе данных “The
Pherobase” (www.pherobase.com) [1], которая на-
ходится в свободном доступе и регулярно обнов-
ляется.

Рис. 2. (а) – (R)-втор-бутилдодецен-2-оат (аттрактант EFETOV-S-2); (б) – (S)-втор-бутилдодецен-2-оат (аттрактант
EFETOV-S-S-2). Модель молекул построена с помощью компьютерной программы VChemLab8 (МарГТУ, Россия).
Красным цветом выделены атомы кислорода.

(a) (б)
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ЕФЕТОВ, КУЧЕРЕНКО

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты исследования показали, что про-
гнозирование молекулярной структуры половых
аттрактантов на основе обобщения и системати-
зации литературных данных о химическом соста-
ве и строении природных феромонов – одна из
предпосылок их успешного синтеза. На основе
доступного сырья была разработана относитель-
но простая, малостадийная схема получения ра-
нее неизвестных половых аттрактантов Zygaeni-
dae. Эти вещества представляют собой сложные
эфиры бутанола-2 и додецен-2-овой кислоты.

В ходе полевого скрининга было установлено,
что R- и S-энантиомеры втор-бутилдодецен-2-
оата – половые аттрактанты, привлекающие сам-
цов 22 видов Zygaenidae, относящихся к шести
родам: Theresimima Strand, 1917 (1 вид), Illiberis
Walker, 1854 (1 вид), Goasrea Mollet, 2016 (1 вид),
Rhagades Wallengren, 1863 (3 вида), Adscita Retzius,
1783 (9 видов) и Jordanita Verity, 1946 (7 видов).
Обонятельные рецепторы самцов, воспринимаю-
щие химические сигналы, могут дифференциро-
вать оптические изомеры: одни виды привлекаются
преимущественно R-энантиомером втор-бутилдо-
децен-2-оата (EFETOV-S-2), другие – S-энантио-
мером (EFETOV-S-S-2), а для третьих биологиче-
ски активной оказывается рацемическая смесь
(EFETOV-2).

Привлечение нецелевых видов Argyresthia semi-
fusca (Yponomeutidae), Dolicharthria stigmosalis
(Crambidae) и Tilloidea unifasciata (Cleridae) на
синтезированные половые аттрактанты Zygaeni-
dae свидетельствует в пользу гипотезы об исполь-
зовании филогенетически удаленными группами
животных одних и тех же веществ в качестве ком-
понентов половых феромонов вследствие отно-
сительно экономного расходования энергетиче-
ских ресурсов, необходимых для биосинтеза но-
вых соединений.

Использование новых синтетических половых
аттрактантов в эколого-фаунистических исследо-
ваниях дало возможность открыть два новых вида
и один род Procridinae (Zygaenidae), уточнить гра-
ницы ареалов редких видов и изучить их биоло-
гию. Применение полученных соединений для
обнаружения и мониторинга сезонной динамики
численности видов-вредителей (Theresimima ampel-
lophaga (Bayle-Barelle, 1808), Rhagades (Rhagades)
pruni (Denis & Schiffermüller, 1775), Illiberis (Primil-
liberis) pruni Dyar, 1905) представляется перспек-
тивным для оптимизации борьбы с ними с учетом
современных требований охраны окружающей
среды. Кроме того, полученные данные о функ-
ционировании и строении аттрактантов Procridi-
nae в комплексе с традиционными морфологиче-
скими и цитогенетическими подходами могут

быть использованы для анализа филогенетиче-
ских связей и решения проблем биосистематики
Zygaenidae.
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Enantiomers of 2-Butyl 2-Dodecenoate as Sex Attractants
K. A. Efetov*, # and E. E. Kucherenko*

#Phone: +7 (978) 835-24-96; e-mail: shysh1981@mail.ru
*V.I. Vernadsky Crimean Federal University, bulv. Lenina 5/7, Simferopol, 295051 Russia

In recent years, there has been an increasing interest in study pheromone systems of animals. The family Zy-
gaenidae (Insecta, Lepidoptera), which is a model group of our research, includes more than 1000 species,
but the structure of sex pheromones and sex attractants are known only for a few number of species in two of
the five subfamilies. We analyzed the available literature data on the chemical composition and structure of
the known sex pheromones and sex attractants of Zygaenidae and revealed the features of the molecular
structure presumably determining the attractive properties of it. Synthesis of potential sex attractants with
specified structural features was carried out from dodecanoic acid and stereoisomers of the chiral alcohol
2-butanol. The field testing of the attractive properties of the received compounds: R- and S-enantiomers of
2-butyl 2-dodecenoate, as well as the optically inactive racemic mixture of these esters, was carried out for
seven years in fourteen countries of the world. It has been shown that R- and S-enantiomers of 2-butyl 2-do-
decenoate are the sex attractants for the males of 22 Zygaenidae species from six genera: Theresimima Strand,
1917 (1 species), Illiberis Walker, 1854 (1 species), Goasrea Mollet, 2016 (1 species), Rhagades Wallengren,
1863 (3 species), Adscita Retzius, 1783 (9 species) and Jordanita Verity, 1946 (7 species). In addition, the at-
tractive properties of 2-butyl 2-dodecenoate were established for three species of other Insecta families: Ar-
gyresthia semifusca (Haworth, 1828) (Lepidoptera, Yponomeutidae), Dolicharthria stigmosalis (Herrich-
Schäffer, 1848) (Lepidoptera, Crambidae) and Tilloidea unifasciata (Fabricius, 1787) (Coleoptera, Cleridae).
Olfactory receptors of the males, which perceive chemical signals, can differentiate optical isomers: some spe-
cies are attracted mainly to the R-enantiomer of 2-butyl 2-dodecenoate, others to the S-enantiomer, and for
the third group, the racemic mixture is biologically active. An application of new synthetic sex attractants in
ecological and faunistic studies allowed to discover two new species and one genus of Procridinae (Zygaeni-
dae), to clarify distribution boundaries of rare species and to study their biology. The use of synthesized com-
pounds for the detection and monitoring of seasonal dynamics of the quantity of pest species (Theresimima
ampellophaga (Bayle-Barelle, 1808), Rhagades (Rhagades) pruni (Denis & Schiffermüller, 1775), Illiberis (Pri-
milliberis) pruni Dyar, 1905) can optimize the pest control, taking into account modern environmental pro-
tection requirements. In addition, the obtained data on the functioning and structure of Procridinae attrac-
tants in combination with traditional morphological and cytogenetic approaches can be used to analyze phy-
logenetic relationships and solve problems of biosystematics in Zygaenidae.

Keywords: sex attractant, 2-butyl 2-dodecenoate, 2-butanol, unsaturated fatty acids, ester, enantiomers, Zygaeni-
dae, Procridinae
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Проведено моделирование влияния ингибиторов (нестероидные противовоспалительные препараты) на
поток и уровень простагландинов в открытых системах, включающих постоянный приток фермента (про-
стагландин-H-синтаза, PGHS), инактивацию фермента в ходе катализируемой им реакции, деградацию
фермента, превращение биологически активного продукта ферментативной реакции (простагландин,
PG) в неактивные соединения, различные режимы подачи субстрата (арахидоновая кислота, AA) и инги-
биторов. В качестве ингибиторов рассматривали медленный обратимый ингибитор (индометацин) и мед-
ленный необратимый ингибитор (аспирин). Получены аналитические выражения для потоков и концен-
траций в нестационарном режиме и стационарном состоянии. Показано, что в стационарных состояниях
системы зависимость потока PG и уровня PG описывается уравнением Михаэлиса–Ментен. Максималь-
ный поток, максимальный уровень и величина наблюдаемой константы Михаэлиса зависят обратно про-
порционально от константы скорости инактивации фермента в процессе реакции. Медленные ингибито-
ры PGHS в традиционных экспериментах в закрытых системах ведут себя как неконкурентные по отно-
шению к AA, однако в стационарных потоках их поведение становится полностью конкурентным,
поэтому присутствие ингибитора увеличивает амплитуду изменений уровня PG при изменении концен-
трации АА. Показано, что обратимый ингибитор (индометацин), в отличие от необратимого ингибитора
(аспирин), в потоке проявляет себя как депо для активного фермента за счет образования фермент-инги-
биторных комплексов. Возмущение системы при резком повышении концентрации индометацина при-
водит к двухфазному изменению уровня PG: после первоначального резкого снижения он постепенно по-
вышается до нового стационарного состояния. Возмущение системы в присутствии индометацина при
резком повышении концентрации AA приводит к высвобождению фермента из фермент-ингибиторных
комплексов, и уровень PG на определенный период существенно увеличивается по сравнению с контро-
лем в отсутствие ингибитора. Результаты моделирования регуляции уровня простагландинов в различных
состояниях открытой системы, несомненно, необходимо использовать при исследовании действия несте-
роидных противовоспалительных препаратов in vivo.

Ключевые слова: НПВП, простагландины, открытая система, потоки, стационарные состояния,
нестационарные состояния, PGHS, инактивация фермента
DOI: 10.31857/S0132342321050286

ВВЕДЕНИЕ
Простагландины – группа физиологически

активных веществ липидной природы. Они регу-
лируют важнейшие физиологические процессы в
организме млекопитающих, в частности выступа-
ют медиаторами воспаления [1]. Ключевую роль в

регуляции уровня простагландинов играет фермент
простагландин-H-синтаза (PGHS; К.Ф. 1.14.99.1),
известный также как циклооксигеназа (COX).
Фермент катализирует две последовательные ре-
акции – циклооксигеназную (окисление арахи-
доновой кислоты (AA) кислородом до проста-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по doi 10.31857/S0132342321050286 для авторизованных пользователей.
Сокращения: НПВП – нестероидные противовоспалительные препараты; AA – арахидоновая кислота; COX – циклооксигена-
за; DEDTC – диэтилдитиокарбамат натрия; PG – простагландин; PGHS – простагландин-H-синтаза.

# Автор для связи: (тел.: +7 (967) 005-07-54; эл. почта: biocentr@list.ru).

УДК 577.151.63:577.151.05:577.151.042
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гландина G2 [2]) и пероксидазную (восстановле-
ние перекисной группы простагландина G2 до
спиртовой в присутствии донора электронов [3]).
В результате образуется простагландин Н2 [4], ко-
торый далее под действием специфических фер-
ментов – конвертаз – превращается в другие фи-
зиологически активные соединения, такие как
простагландины E2, D2, F2α, тромбоксан A2 и про-
стациклин [5–7]. PGHS характеризуется быстрой
инактивацией в процессе катализируемых реак-
ций [8–12]. Существуют различные изоформы
фермента: PGHS-1 постоянно нарабатывается в
клетках и способствует их нормальному функци-
онированию [13], PGHS-2 синтезируется в ответ
на определенные стимулы, такие как цитокины
или факторы роста [14]. Действие нестероидных
противовоспалительных препаратов (НПВП),
широко используемых в медицине, направлено
на ингибирование PGHS [15–17].

Традиционные эксперименты in vitro по иссле-
дованию свойств ферментов проводятся в закры-
тых системах, не предполагающих приток фер-
мента, субстратов и других участников реакции.
Однако организм представляет собой открытую
систему, где происходят синтез и деградация фер-
мента, а приток субстрата может регулироваться
различными внешними по отношению к фермен-
ту факторами. Кинетические характеристики за-
крытых систем могут совершенно не соответство-
вать кинетическому поведению открытых систем
и, соответственно, систем in vivo. Тем не менее
встречается очень мало исследований ферментов
в открытых системах. В работе Gabrielsson et al.
[18] рассматривается теоретическая модель, учи-
тывающая факторы синтеза и деградации фермен-
та, а также притока субстрата. В работе Westley et al.
[19] исследовали различные типы ингибирования с
учетом постоянного притока субстрата. Кинетиче-
ское поведение ферментов, подвергающихся инак-
тивации в процессе реакции и действию медленных
ингибиторов, до настоящего времени в открытых
системах исследовано не было.

Цель настоящего исследования – моделирова-
ние кинетического поведения участка синтеза
простагландинов в открытой системе при нали-
чии ингибиторов индометацина и аспирина.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние ингибиторов на поток образования и
уровень простагландина в открытых системах,
содержащих фермент PGHS, представляется це-
лесообразным описать в рамках кинетического
механизма, представленного на схеме 1.

Схема 1. Общая схема преобразования фермента и про-
дукта реакции в открытой системе. E – свободный фер-
мент (PGHS); ES – комплекс фермента с субстратом
(S – арахидоновая кислота, AA); EI и E*I – комплексы
фермента с ингибитором (I); E** – инактивированная
форма фермента; VE – скорость синтеза (притока) фер-
мента; k1, k–1 – константы скорости образования и дис-
социации комплекса ES соответственно; k2 – константа
скорости образования продукта реакции; Ki – константа
ингибирования для быстрой обратимой стадии взаимо-
действия фермента с ингибитором; k+ и k– – константы
скорости для медленной стадии ингибирования; kP –
константа преобразования физиологически активного
продукта (P) в неактивные соединения (P*); λ – констан-
та скорости инактивации фермент-субстратного ком-
плекса в процессе реакции; kd – константа скорости де-
градации фермента (принимаем, что это значение оди-
наково для всех форм фермента).

Схема предполагает постоянный приток ак-
тивного фермента и его деградацию, инактива-
цию фермента в процессе реакции, превращение
физиологически активного продукта в неактив-
ные соединения и присутствие ингибитора, рабо-
тающего по двухстадийному механизму. Полага-
ем, что концентрация субстрата регулируется
внешними по отношению к исследуемой системе
факторами, и в первом приближении концентра-
ции субстрата и ингибитора считаем постоянны-
ми за время наблюдения (за исключением огово-
ренных случаев резкого изменения концентра-
ции субстрата или ингибитора).

В механизме реакции присутствуют как быст-
рые стадии (в ходе измерения или моделирования
мы наблюдаем только конечный результат взаи-
модействия, а не динамику процесса во времени),
так и медленные стадии (можно наблюдать дина-
мику процесса во времени). К быстрым стадиям
относятся взаимодействие фермента с субстратом
и первая стадия взаимодействия с ингибитором, а
к медленным стадиям – преобразование продук-
та, вторая стадия взаимодействия фермента с ин-
гибитором, синтез (приток) фермента, деграда-
ция фермента и инактивация фермента в процес-
се реакции.

Основные характеристики и механизмы дей-
ствия фермента и ингибиторов получены из тра-
диционных кинетических экспериментов в за-
крытых системах.

Быстрая инактивация фермент-субстратного
комплекса (ES) в процессе реакции приводит к
тому, что ферментативное превращение арахидо-

E*I EI E ES P*

E** E** E** E**

kd kd kd

VE

kd + λ

k−

k+

Ki
k1S k2 kPP

k2k−1+
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новой кислоты (S) в продукты ферментативной
реакции (P) в условиях малого расходования суб-
страта в стационарном режиме в закрытых систе-
мах описывается следующим уравнением (см. ра-
боту Vrzheshch et al. [8]):

 (1)

где [S]0 – начальная концентрация субстрата, t –
время протекания реакции, [S](t) – текущая концен-
трация субстрата в момент времени t, [P]∞ – предель-
ный выход продукта реакции (сумма концентраций
P и продуктов его дальнейших превращений после
полной инактивации фермента), Λ = kd +
+ λ[S]/(Km + [S]) – наблюдаемая константа ско-
рости инактивации фермента в процессе реак-
ции, kd – константа скорости деградации фер-
мента, Km – константа Михаэлиса для реакции
ферментативного превращения арахидоновой
кислоты.

Линейная зависимость начальной скорости
(V0) ферментативной реакции и предельного вы-

хода продукта реакции от общей концентрации
фермента в закрытых системах позволяет полу-
чить число оборотов фермента до полной его
инактивации – π∞ (количество молекул продукта

на одну молекулу фермента за время его работы
до полной инактивации в процессе реакции, без-
размерная величина):

(2)

где [E]0 – общая концентрация фермента, добав-
ляемого в реакционную систему.

В нашем случае с учетом [P]∞ = V0/Λ (см. рабо-

ту Vrzheshch et al. [8]) и михаэлисовой зависимо-
сти V0 от [S] (V0 = k2E0[S]/(Km + S)) получим:

 . (3)

Учитывая, что время наблюдения за реакцией
в закрытой системе обычно лежит в пределах не-
скольких минут, и что эксперименты обычно
проводятся при [S] ~ Km, фактором деградации

фермента можно пренебречь, и формула (3) упро-
щается:

(4)

что позволило нам определить из экспериментов
в закрытых системах (см. “Эксперим. часть”) не-
обходимые для моделирования в открытой системе
значения Km (6.35 мкМ), k2 (60 с–1), λ (0.084 с–1) и
π∞ (714).

Наши кинетические эксперименты по инги-
бированию PGHS индометацином в закрытой
системе (см. “Эксперим. часть”) подтвердили
двухстадийную модель взаимодействия этого ин-

гибитора с ферментом, в которой быстрая и мед-
ленная стадии полностью обратимы. Получены
значения констант ингибирования для быстрой
стадии (Ki = 27.7 мкМ) и констант скорости для мед-

ленной стадии (k+ = 1.83 с–1, k– = 1.71 × 10–3 с–1).

В настоящей работе также моделировали дей-
ствие необратимого ингибитора аспирина. Его
характеристики, определенные в закрытых систе-
мах, взяли из работы Liu et al. [20]: константу ин-
гибирования для быстрой обратимой стадии (Ki =

= 4200 мкМ) и константу скорости для медленной

необратимой стадии (k+ = 0.0135 с–1) при 20°C.

Для моделирования также использовали зна-
чения констант скорости первого порядка для про-

цессов деградации фермента (kd = 6.95 × 10–5 с–1) и

распада физиологически активного продукта

(kP = 2.31 × 10–3 с–1). Эти характеристики были

оценены с учетом времени полужизни глутамат-
декарбоксилазы in vivo (2.77 ч [21] – наиболее
“короткоживущий” фермент из представленных
в работах [21–27]) и времени полужизни проста-
гландинов G2 и H2 (~5 мин, [28]).

Моделирование открытой системы (схема 1)
осуществляли путем аналитического решения со-
ответствующих систем дифференциальных урав-
нений (см. дополнительные материалы к публи-
кации).

Указанная система всегда стремится к един-
ственному устойчивому стационарному состоя-
нию. Достигшая стационарного состояния систе-
ма в результате возмущения (изменения концен-
трации субстрата или ингибитора) переходит в
нестационарное (переходное) состояние, и со
временем (при указанных характеристиках это
часы – рис. 1–3) система всегда приближается к
новому стационарному состоянию.

В стационарном состоянии поток продукта ре-
акции (скорость накопления продукта реакции
(Vst)) оказался прямо пропорциональным потоку

фермента (скорости синтеза фермента, VE) с ко-

эффициентом пропорциональности π∞, который

определен в формуле (2):

(5)

В присутствии медленного ингибитора, действу-
ющего по двухстадийному механизму (схема 1), π∞

определяется следующим выражением:

(6)

Зависимость стационарного потока от кон-
центрации субстрата принимает форму уравне-
ния Михаэлиса–Ментен:
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(7)

где  – наблюдаемое значение максимального

потока продукта реакции,  – наблюдаемое
значение константы Михаэлиса для потока про-

дукта реакции,  – наблюдаемое значение кон-
станты ингибирования для потока продукта ре-
акции.

Стационарный уровень продукта реакции
(стационарная концентрация продукта реакции)
прямо пропорционален его потоку:

(8)

Поскольку λ  kd, получаем, что наблюдаемые

значения максимального потока ( ) и констан-

ты Михаэлиса для потока продукта реакции ( )
обратно пропорциональны значению константы
скорости инактивации в процессе реакции. В

частности, численное значение  для потока
продукта реакции в случае открытой системы в
рассматриваемом случае на 3 порядка меньше
значения Km, определяемого в закрытой системе.

Это не означает, что в открытой системе для фер-
мента поменялось значение Km – оно осталось

тем же, но кинетическое поведение продуцируе-
мого ферментом потока продукта реакции опре-

деляется , в выражение для которой, в свою
очередь, входит значение Km (7). Величины Km и

 имеют разный смысл, но их численные значе-
ния допустимо сравнивать во избежание недоразу-
мений при интерпретации кинетического поведе-

ния фермента. Величина  (5.25 × 10–3 мкМ) гово-
рит о том, что при концентрациях АА ~0.1 мкМ и
выше поток простагландинов уже не зависит от кон-
центрации АА (в обычных физиологических услови-
ях концентрация АА in vivo составляет не более
0.1 мкМ, а возрастание концентрации до 1–10 мкМ и
более – признак выраженного физиологического
ответа организма [29]). Очевидно, использование
численного значения Km (6.35 мкМ) для интер-

претации состояния фермента в организме будет
приводить к недоразумениям.

В традиционных экспериментах по определе-
нию эффективности ингибиторов в закрытых си-
стемах медленные ингибиторы ведут себя как не-
конкурентные по отношению к AA [30]. Как вид-
но из приведенных решений (7), в открытых
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системах подобных эффектов не наблюдается:
ингибиторы медленного действия в потоке про-
являют себя как полностью конкурентные, при-
чем это верно и для обратимых, и для необрати-
мых (k– = 0) ингибиторов.

Анализ уравнений (7) показывает, что наличие
ингибитора в открытой системе увеличивает ам-
плитуду изменения стационарного потока про-
дукта реакции (и, соответственно, уровня про-
дукта реакции) в ответ на изменение концентра-
ции AA (табл. 1). Это может играть важную роль в
сложных регуляторных процессах в организме.

Нестационарные (переходные) состояния по-
сле возмущения открытой системы весьма инте-
ресны и могут отражать процессы, реально проте-
кающие in vivo (рис. 1–3). Рассматривали варианты
возмущения системы, находящейся в стационар-
ном состоянии, при изменении концентрации
ингибитора (рис. 1) или концентрации субстрата
(рис. 2, 3). Момент возмущения системы во всех
случаях соответствовал t = 0.

Концентрации AA для моделирования были
подобраны таким образом, чтобы они соответ-
ствовали различным состояниям организма:
обычным физиологическим условиям (0.01 мкМ
[29]), выраженному физиологическому ответу
(10 мкМ [29]), патологическому состоянию
(500 мкМ [31]). Концентрации ингибиторов для
моделирования были подобраны согласно дан-
ным фармакологических исследований. При мак-
симальной разовой дозе индометацина (100 мг пер-
орально) его пиковая концентрация в плазме со-
ставляла ~8 мкг/мл (~20 мкМ), а при
минимальной дозе (25 мг перорально) – в ~10 раз
меньше (~2 мкМ) [32]. При низкой разовой дозе
аспирина (100 мг перорально) пиковая концен-
трация в плазме составляла 2.2 мкг/мл (~10 мкМ),
а при высокой (1500 мг перорально) – 21.1 мкг/мл
(~100 мкМ) [33].

Рис. 1а иллюстрирует влияние ингибиторов на

открытую систему при физиологической концен-

Таблица 1. Влияние наличия ингибиторов на ампли-
туду изменения уровня продукта реакции в стационар-
ных состояниях открытой системы

Примечание: [P]AA = 0.01 и [P]AA = 10 – уровни продукта реак-
ции при концентрации арахидоновой кислоты (АА) 0.01 и
10 мкМ соответственно.

Ингибитор
Концентрация 

ингибитора, мкМ
[P]AA = 10/[P]AA = 0.01

Отсутствует – 1.52

Индометацин 2 39

20 282

Аспирин 10 1.77

100 3.95
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трации АА. Новое стационарное состояние в слу-

чае индометацина достигается значительно быст-

рее, чем в случае аспирина. Это обусловлено раз-

ными значениями k+ (1.83 с–1 для индометацина,

0.0135 с–1 для аспирина). При 2 мкМ индометаци-

на (кривая 1) заметен двухфазный характер воз-

мущения открытой системы под действием обра-

тимого ингибитора: после достижения макси-

мального ингибирования уровень продукта

реакции повышается и достигает нового стацио-

нарного значения (соответствующее точное ре-

шение приведено в дополнительных материалах).

Двухфазность обусловлена обратимостью мед-

ленной стадии ингибирования: возникающий

после возмущения дополнительный поток расхо-

дования E, обусловленный формированием E*I,

исчезает после достижения стационарной кон-

центрации E*I.

Аспирин в выбранных концентрациях также

уменьшает уровень продукта реакции, но в суще-

ственно меньшей степени. Это обусловлено раз-

личными значениями k+, а также тем, что значе-

ние Ki для аспирина гораздо выше, чем для индо-

метацина (4200 и 27.7 мкМ соответственно). В

случае аспирина двухфазности не наблюдается.

Это следствие необратимости данного ингибито-

ра (см. табл. 2 в дополнительных материалах).

Рис. 1. Влияние изменения концентрации ингибитора на относительный уровень продукта реакции (Prel) в открытой
системе. Концентрация арахидоновой кислоты – 0.01 мкМ (а) и 10 мкМ (б). В момент времени t = 0 концентрация ин-
дометацина увеличилась с 0 до 2 мкМ (1), с 0 до 20 мкМ (2); концентрация аспирина увеличилась с 0 до 10 мкМ (3), с 0
до 100 мкМ (4). За единицу принят уровень продукта реакции до возмущения системы.
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Рис. 2. Влияние изменения концентрации субстрата на относительный уровень продукта реакции (Prel) в открытой си-
стеме – эффект индометацина (а) и аспирина (б). Начальная концентрация арахидоновой кислоты – 0.01 мкМ, а в мо-
мент времени t = 0 она увеличилась до 10 мкМ. Концентрация индометацина равна 0 мкМ (1), 2 мкМ (2), 20 мкМ (3);
концентрация аспирина – 0 мкМ (1), 10 мкМ (2), 100 мкМ (3). За единицу принят максимальный стационарный уро-
вень продукта реакции (формулы (7), (8)) (при [S] → ∞ и в отсутствие ингибитора).
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При повышении концентрации AA с 0.01 мкМ

(рис. 1а) до 10 мкМ (рис. 1б) влияние ингибито-

ров на открытую систему существенно уменьша-

ется – это следствие конкурентного характера

ингибирования фермента в потоке (7). Для индо-

метацина при 10 мкМ AA двухфазность выражена

гораздо сильнее, чем при 0.01 мкМ AA, а для ас-

пирина эффект ингибирования при повышенной

концентрации субстрата практически отсутству-

ет. При AA = 500 мкМ эффект ингибирования от-

сутствует и для индометацина, и для аспирина

(данные не приведены).

Важная характеристика открытой системы –

ее реакция на изменение концентрации субстра-

та. Уровень арахидоновой кислоты регулируется

многими внешними по отношению к простаглан-

диновому участку системами [34]. Повышение кон-

центрации AA – своеобразный “маркер” протека-

ния многих процессов, таких как воспаление [29].

При быстром повышении концентрации AA с

физиологического уровня (0.01 мкМ) на 3 поряд-

ка (рис. 2) в отсутствие ингибитора наблюдается

взрывной рост уровня продукта. Это обусловлено

тем, что начальная концентрация AA сравнима с

 (7), и существенная доля молекул активного

фермента при этих концентрациях не связана с

субстратом. При увеличении концентрации AA

на 3 порядка практически весь активный фермент

связывается с субстратом, что приводит к быстро-

m
*K

му повышению концентрации ES и, соответствен-

но, повышению уровня продукта. В дальнейшем

вследствие инактивации фермента в процессе реак-

ции концентрация ES и, соответственно, уровень

продукта снижаются до нового стационарного со-

стояния.

Если же в открытой системе присутствует об-

ратимый ингибитор индометацин (рис. 2а), кар-

тина меняется. В начальной фазе не наблюдается

взрывного роста уровня продукта. Это обусловле-

но тем, что в стационарном состоянии значитель-

ная часть фермента связана с ингибитором и не

может мгновенно катализировать реакцию при

повышении уровня субстрата. Однако через не-

сколько минут после возмущения системы уро-

вень продукта реакции в присутствии 2 мкМ ин-

дометацина становится выше, чем в отсутствие

ингибитора, и этот эффект наблюдается в течение

~1.5 ч (для 20 мкМ индометацина он менее выра-

жен). Этот на первый взгляд парадоксальный

факт объясняется тем, что при инкубации фер-

мента с обратимым ингибитором накапливаются

фермент-ингибиторные комплексы, и при суще-

ственном повышении концентрации субстрата

фермент постепенно высвобождается из них, свя-

зываясь с субстратом, тем самым увеличивая по-

ток продукта реакции. Таким образом, обрати-

мый ингибитор ведет себя как “депо” для актив-

ного фермента. Для необратимого и гораздо более

слабого ингибитора аспирина (рис. 2б) подобных

эффектов не наблюдается.

Если моделировать ситуацию стремительного

развития острого патологического процесса

(рис. 3), в которой концентрация AA может до-

стигать значений ~500 мкМ [31] (на рис. 3 преду-

смотрено возмущение открытой системы путем

увеличения концентрации АА с 10 до 500 мкМ),

то можно наблюдать следующее. В отсутствие ин-

гибитора (кривая 1) уровень продукта реакции не

изменяется в результате возмущения системы,

потому что при 10 мкМ АА весь активный фер-

мент уже связан с субстратом. Присутствие аспи-

рина (кривые 4 и 5) не меняет картину. Однако в

присутствии индометацина после возмущения

системы уровень продукта реакции временно су-

щественно повышается (это продолжается около

часа, кривые 2 и 3), при этом эффект повышения

более выражен при большей концентрации инги-

битора, в отличие от рис. 2а. Это объясняется тем,

что при таких высоких концентрациях субстрата

индометацин практически не проявляет свои ин-

гибирующие свойства из-за конкурентного ха-

рактера ингибирования. Поэтому эффект “депо”

для активного фермента здесь более выражен,

чем при 10 мкМ AA (рис. 2а).

Рис. 3. Влияние изменения концентрации субстрата
на относительный уровень продукта реакции (Prel) в
открытой системе. Начальная концентрация арахи-
доновой кислоты – 10 мкМ, в момент времени t = 0
она увеличилась до 500 мкМ. Концентрация индоме-
тацина – 0 мкМ (1), 2 мкМ (2), 20 мкМ (3); концен-
трация аспирина – 0 мкМ (1), 10 мкМ (4), 100 мкМ
(5). За единицу принят максимальный стационарный
уровень продукта реакции (формулы (7), (8)) (при
[S] → ∞ и в отсутствие ингибитора).
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Особого внимания заслуживает зависимость

константы Михаэлиса для стационарного потока

( ) (7) от скорости инактивации фермента в

процессе реакции. В отсутствие инактивации

(λ = 0)  равна определяемой в закрытых систе-

мах константе Михаэлиса для стационарной фер-

ментативной кинетики (Km). Инактивация PGHS

в процессе реакции обусловливает низкое пото-

ковое значение , вследствие чего поток PG в рас-

сматриваемом случае перестает зависеть от АА уже

при физиологических концентрациях (10  соот-

ветствуют ~0.05 мкМ АА), и при патологическом

возрастании концентрации АА увеличиваться не

будет. Следует отметить, что для открытых систем

наряду со стационарными значениями потоков и

концентраций важно обращать внимание на неста-

ционарные состояния – “всплески” уровня про-

дукта реакции при изменении концентраций инги-

битора и субстрата. Как видно из рис. 2а и 3, во

время этих нестационарных состояний можно

наблюдать кажущееся парадоксальным повыше-

ние уровня продукта реакции в присутствии об-

ратимого ингибитора. Также может иметь значе-

ние отмеченное увеличение амплитуды измене-

ния уровня продукта реакции в стационарных

состояниях открытой системы в присутствии

конкурентных ингибиторов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали Tween-20, Трис, EDTA,

диэтилдитиокарбамат натрия (DEDTC) (MP Bio-

medicals, Германия); индометацин, арахидоно-

вую кислоту, ферроцианид калия, хлорид гемина,

гидроксид натрия (Sigma-Aldrich, США); дитио-

нит натрия, гидроксид калия (Panreac, Испания);

пиридин (Merck, Германия); DMSO (ICN, Кана-

да); соляную кислоту, этиловый спирт (Химмед,

Россия).

Препарат фермента PGHS-1 получали из вези-

кулярных желез барана согласно методике, опуб-

ликованной ранее [35], и хранили в специальном

буферном растворе (50 мМ Трис-HCl, pH 8.0,

0.5 мМ EDTA, 0.1 мМ DEDTC, 2 мкМ гемина,

0.1% (v/v) Tween-20) при –70°C [30]. Концентрация

белка в полученном препарате составляла 0.5 мг/мл

(измеряли бицинхониновым методом [36]).

Кинетические эксперименты. Во всех экспери-

ментах по измерению циклооксигеназной актив-

ности фермента использовали буферный раствор A

(50 мМ Трис-HCl, pH 8.0) c добавлением 0.1%

(v/v) Tween-20, 1 мМ ферроцианида калия и

2 мкМ гемина. Ферментативную реакцию прово-

дили в закрытой термостатируемой стеклянной

m
*K

m
*K

m
*K

m
*K

ячейке с постоянным перемешиванием при 25°C.

Объем реакционной смеси составлял 1.5 мл, объ-

ем добавляемого раствора фермента – 5–30 мкл.

Раствор арахидоновой кислоты (150 мМ) гото-

вили в этиловом спирте и затем разбавляли бу-

ферным раствором A, содержащим эквивалент

гидроксида калия, до 3.75 мМ; раствор ферроциа-

нида калия (0.1 М) готовили в дистиллированной

воде; раствор индометацина (5 мМ) готовили в

смеси буферного раствора A и 15%-ного этилово-

го спирта и затем разбавляли буферным раствором A

до 0.03 мМ; раствор гемина (10 мМ) готовили в

DMSO и разбавляли до 2 мМ буферным раствором A.

Точную концентрацию гемина определяли спек-

трофотометрическим методом с использованием

известных коэффициентов поглощения для восста-

новленного комплекса гемина с пиридином [37].

Эксперименты по взаимодействию фермента

и ингибитора проводили согласно следующей

схеме: в реакционную ячейку, содержащую бу-

ферный раствор A, Tween-20, ферроцианид калия

и гемин, последовательно добавляли индомета-

цин, фермент, а через определенный промежуток

времени после добавления препарата фермента

(время преинкубации) инициировали фермента-

тивную реакцию субстратом (арахидоновой кис-

лотой). В экспериментах, соответствующих нуле-

вому времени преинкубации, изменяли порядок

добавления арахидоновой кислоты и фермента.

Измерение параметров ферментативной реак-
ции. Циклооксигеназную реакцию детектировали

амперометрическим методом по изменению кон-

центрации растворенного кислорода согласно ра-

нее опубликованной методике [30]. Интеграль-

ные кривые (зависимости продукта реакции от

времени) получали из исходных зависимостей

концентрации кислорода от времени с учетом не-

ферментативной реакции. Скорость нефермента-

тивной реакции определяли по линейной ап-

проксимации участка экспериментальной кри-

вой перед инициацией реакции.

Для расчетов скорости реакции использовали

аппроксимацию начального участка интеграль-

ной кривой. Диапазон аппроксимации начинал-

ся с t = 1 с (из-за фактора “мертвого времени” из-

мерительной системы [30]) и составлял 5–15 с.

Начальная скорость соответствует тангенсу угла

наклона касательной к интегральной кривой при

t = 0, определяемому из параметров аппроксимации.

Для расчета константы скорости инактивации

фермента в процессе реакции использовали ап-

проксимацию первых 20–30 с интегральной кри-

вой при 100 мкМ AA и отсутствии ингибитора по

формуле (1).
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Математическая обработка данных. Анализ

экспериментальных данных и графическое пред-

ставление теоретических зависимостей проводи-

ли с использованием пакета Origin 7.5 (OriginLab

Corporation, США).

Совместную аппроксимацию массива экспе-

риментальных данных (зависимостей скорости от

времени преинкубации и концентрации ингиби-

тора при различных концентрациях субстрата)

проводили с помощью пакета MatLab (Math-

Works, США). Значения искомых величин опре-

деляли при минимальном значении суммы квад-

ратов отклонений скоростей (Sum):

(9)

где  – экспериментально определенное зна-

чение относительной скорости (отношение ско-

рости реакции к скорости в контрольной точке

соответствующей экспериментальной серии, т.е.

к скорости при 100 мкМ АА и при отсутствии ин-

гибитора),  – соответствующее теоретиче-

ски рассчитанное значение относительной ско-

рости, вычисляемое по формуле:

(10)

где K = k–/k+ – равновесная константа для мед-

ленной стадии ингибирования, τ – время преин-

кубации фермента с ингибитором до инициации

реакции (также см. подпись к схеме 1).

Решение системы дифференциальных уравне-
ний. Систему дифференциальных уравнений, со-
ответствующую кинетической схеме 1, решали
аналитически. Правильность полученных реше-
ний и графических иллюстраций подтверждали
численными расчетами с использованием пакета
MatLab (MathWorks, США).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Показано, что свойства потоков в открытых по

ферменту системах синтеза простагландинов

(при наличии медленных обратимых ингибито-

ров и с учетом необратимой инактивации фер-

мента в процессе реакции) демонстрируют каче-

ственно иное кинетическое поведение по сравне-

нию со свойствами стационарных процессов в

соответствующих закрытых системах. Наиболее

= −
theor exp 2

j j

j

( ) ,Sum V V

exp

jV

theor

jV

− +
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значимый параметр, связывающий такие откры-

тые и закрытые системы, – число оборотов фер-

мента до полной его инактивации. Показано, что

обратимые медленные ингибиторы в открытых

системах могут выступать в роли депо для актив-

ного фермента, повышая на длительные периоды

уровень простагландинов по сравнению с кон-

тролем в отсутствие ингибитора, а также могут су-

щественно увеличивать амплитуду изменения

уровня простагландинов в ответ на изменение

концентрации арахидоновой кислоты. Эти свой-

ства открытых систем синтеза простагландинов

могут быть использованы при разработке страте-

гии применения нестероидных противовоспали-

тельных препаратов для регуляции уровня и ам-

плитуды модуляции уровня простагландинов.
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Simulation of the Level of Prostaglandins in Open Systems
under the Action of Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs

A. V. Krivoshey*, **, A. A. Efremov**, E. K. Matveishina**, ***,
V. V. Panova**, and P. V. Vrzheshch*, **, #
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*Lomonosov Moscow State University, International Biotechnological Center, Leninskiye gory 1, Moscow, 119991 Russia

**Lomonosov Moscow State University, Faculty of Bioengineering and Bioinformatics,
Leninskiye gory 1, Moscow, 119991 Russia

***Institute of Bioengineering, Research Center of Biotechnology, Russian Academy of Sciences,
Leninskii prosp. 33/2, Moscow, 119071 Russia

Modeling of f low and level of prostaglandins in open systems under the action of prostaglandin H synthase
(PGHS) inhibitors nonsteroidal anti-inflammatory drugs was carried out. These open systems included a
steady PGHS input, fast inactivation of PGHS during the reaction, degradation of all PGHS forms, conver-
sion of prostaglandin (PG) to biologically inactive substances, and various types of delivery of inhibitors and
substrate (arachidonic acid, AA). A slow reversible inhibitor of PGHS (indomethacin) and a slow irreversible
inhibitor of PGHS (aspirin) were considered as inhibitors. The explicit analytical expressions for f lows and
concentrations in steady state and transient mode were obtained. It was shown that in steady state the depen-
dences of f low and level of PG on the concentration of AA are described by the Michaelis–Menten type
equation. The values of the maximum flows, maximum levels, and Michaelis constant in these equations are
inversely proportional to the constant of the inactivation of the enzyme during the reaction. In the closed sys-
tems, slow PGHS inhibitors are manifested as non-competitive with respect to AA, but in open systems, their
behavior is fully competitive with respect to AA, so the presence of inhibitor increases the range of changes of
PG level under the change of AA concentration. It was shown that the reversible inhibitor (indomethacin),
in contrast to the irreversible inhibitor (aspirin) in transient mode manifest itself as the repository for active
enzyme because of formation enzyme-inhibitory complexes. The system disturbance under the rapid increase
of indomethacin concentration leads to the biphasic change of PG level: after the initial rapid decrease it in-
creases gradually up to the new steady state. In the presence of indomethacin, the system disturbance under
the rapid increase of AA concentration leads to the release of enzyme from enzyme-inhibitory complexes and
PG level for a certain period significantly increases compared with the absence of inhibitor. The results of
modeling the regulation of the level of prostaglandins in different states of the open systems undoubtedly need
to be used in the studying of nonsteroidal anti-inflammatory drugs in vivo.

Keywords: NSAIDs, prostaglandins, open system, flows, steady states, transient modes, PGHS, enzyme inactivation
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Флуоресцентные белки в последнее время стали неотъемлемым инструментом для прижизненной
визуализации различных процессов, протекающих в живых системах, начиная от отдельных орга-
нелл и заканчивая целыми организмами. Они позволяют наблюдать экспрессию белков, их локали-
зацию, а также осуществлять мониторинг биохимических процессов в клетках. Как правило, флуо-
ресцентные белки имеют рН-зависимые спектральные свойства, что позволяет конструировать на
их основе генетически кодируемые рН-сенсоры для решения различных биологических задач.
В данной работе мы получили набор сенсоров внеклеточного рН на основе флуоресцентного белка
SypHer3S, имеющего рН-чувствительность в диапазоне значений рН от 7.4 до 9.0. Для этого были
созданы конструкции, кодирующие химерные белки SypHer3S с различными трансмембранными
доменами мембранных рецепторов, позволяющих направлять данный белок на внешнюю сторону
цитоплазматической мембраны. Охарактеризована локализация этих химерных белков внутри
клетки и подобран наиболее подходящий вариант химерного рН-сенсора для измерения внеклеточ-
ного слабощелочного рН.

Ключевые слова: щелочной рН, рН-сенсор, внеклеточный сенсор, флуоресцентные белки
DOI: 10.31857/S0132342321040175

ВВЕДЕНИЕ
Поддержание гомеостаза (постоянства внут-

ренней среды, в том числе значения рН) имеет
жизненно важное значение для организма. При-
нято считать, что рН крови и внеклеточной среды
организма должен быть близким к нейтральным
величинам. Значение рН крови в организме
должно поддерживаться в достаточно узком диа-
пазоне, а отклонение рН в щелочную или кислую
сторону влечет за собой сильные нарушения, что
приводит к возникновению различных заболева-
ний [1, 2]. В то же время в рамках целостного ор-
ганизма выведение части кислот или оснований в

малом объеме невозможно без экстремальных из-
менений рН выводимых экстракорпоральных
жидкостей, в частности почечного фильтрата.

Ранее мы показали, что существует несколько
рецепторных тирозинкиназ, которые могут акти-
вироваться внеклеточной слабощелочной средой.
Это рецептор, подобный рецептору инсулина
(IRR) [3], рецепторы ERBB2 [4] и c-Met [5]. Наи-
более изученный нами рецептор IRR экспресси-
руется в отдельных клеточных популяциях почек,
желудка и поджелудочной железы, где может
контактировать с внеклеточными жидкостями со
щелочным рН [3, 6]. Также показано, что нокаут-
ные по рецептору IRR мыши имеют отклонения в
социальном поведении, а при эксперименталь-
ном алкалозе у таких мышей наблюдаются дефек-
ты почечной функции [7, 8].

Поскольку на сегодняшний день нет достовер-
ной информации о распределении внеклеточного
рН в различных органах (почки, поджелудочная
железа и др.), актуальна разработка генетически
кодируемых рН-сенсоров для определения вне-

Сокращения: CIRL2 – латрофилин 2 (latrophilin 2); c-Met –
рецептор фактора роста гепатоцитов (hepatocyte growth fac-
tor receptor); ErbB2 – рецептор эпидермального фактора
роста 2 (epidermal growth factor receptor); IR – рецептор ин-
сулина (insulin receptor); IRR – рецептор, подобный рецеп-
тору инсулина (insulin receptor-related receptor); PDGFR –
рецептор фактора роста тромбоцитов (platelet-derived
growth factor receptor); SypHer3S – желтый флуоресцент-
ный GFP-подобный белок; TrkA – тропомиозин-рецеп-
торная киназа A (tropomyosin receptor kinase A).

# Автор для связи: (эл. почта: Saniaorsa@gmail.com).

УДК 577.25
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клеточного рН, которые в дальнейшем могут
применяться в животных моделях.

Цель настоящей работы – получение сенсора
внеклеточного слабощелочного рН на основе
флуоресцентного белка SypHer3S [9].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Флуоресцентный белок SypHer3S – версия

белка SypHer, представляющего собой сенсор пе-
рекиси водорода HyPer с мутацией C199S, кото-
рая делает белок нечувствительным к перекиси
водорода, но сохраняет рН-чувствительность
хромофора [9]. Данный белок имеет два максиму-
ма возбуждения при 410 и 495 нм и один пик
эмиссии при 525 нм [10]. В нашей работе исполь-
зовались максимально близкие (к оптимальным)
параметры измерений из доступных, а именно
длины волн возбуждения 408 и 488 нм и регистра-
ция флуоресценции на 515 нм.

Для получения сенсора внеклеточного рН мы
разработали пять химерных конструкций, кото-
рые кодируют флуоресцентный белок SypHer3S с
лидерным пептидом и трансмембранным участ-
ком от мембранного рецептора (рис. 1).

Сначала были созданы четыре конструкции,
кодирующие трансмембранные домены от раз-
личных рецепторов: рецептора инсулина (IR) [11,
12], тропомиозин-рецепторной киназы A (TrkA)
[13], рецептора фактора роста эпидермиса 2
(ErbB2) [14] и латрофилина 2 (CIRL2) [15]. Полу-
ченные конструкции экспрессировали в клетках
HEK293. С помощью конфокальной микроско-
пии было показано, что большая часть сенсора
локализована в примембранной области (т.е.
внутри клетки), а не на внешней стороне клеточ-
ной мембраны (рис. 2а–2г). Таким образом, эти
химерные белки не могут быть использованы в
качестве сенсора внеклеточного рН.

Далее мы получили химерную конструкцию на
основе коммерчески доступного вектора pDisplay
для эукариотической экспрессии, предназначен-
ного для локализации целевых белков на внекле-
точной поверхности цитоплазматической мембра-
ны. Данный вектор имеет в своем составе гены ли-

дерной последовательности и трансмембранного
домена рецептора фактора роста тромбоцитов
(PDGFR), обеспечивающие необходимую лока-
лизацию белка [16]. Кодирующая последователь-
ность белка SypHer3S была клонирована в дан-
ный вектор; полученной конструкцией, назван-
ной pDisplay-SpH3, трансфицировали клетки
линии HEK293. При помощи конфокальной
микроскопии было показано, что химерный бе-
лок, представляющий собой SypHer3S с транс-
мембранным доменом рецептора PDGFR, лока-
лизован на клеточной мембране (рис. 2д).

Для проверки рН-чувствительности получен-
ного химерного белка клетки, трансфицирован-
ные вектором pDisplay-SpH3, фиксировали с по-
мощью среды Mounting media с добавлением до
конечной концентрации 100 мM Tris-HCl с рН
7.4, 8.2 и 8.8 (рис. 3а). Сначала анализировали
флуоресценцию химерного белка при возбужде-
нии лазером 408 нм. Затем получали изображение
при возбуждении лазером 488 нм. Полученные
данные обрабатывали в программе ImageJ и из
каждой картинки высчитывали средний уровень
фона, который принимали за минимальное зна-
чение. Далее рассчитывали отношение интенсив-
ностей при возбуждении 488 нм к 408 нм вдоль
отмеченных линий при указанных рН c последу-
ющей нормализацией в программе Origin. Полу-
ченный график (рис. 3б) показал изменение соот-
ношения флуоресценции на мембране с возраста-
нием рН от 7.4 до 8.8. Таким образом, химерный
белок, представляющий собой SypHer3S с транс-
мембранным доменом рецептора фактора роста
тромбоцитов (PDGFR), выступает пригодным
для использования в качестве флуоресцентного
сенсора внеклеточного слабощелочного рН.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение плазмидных конструкций, кодирую-

щих флуоресцентные рН-сенсоры. Для получения
плазмид, кодирующих флуоресцентные рН-
сенсоры, использовали вектор pSeсTag B (Invit-
rogen, США), в который клонировали ген белка
SypHer3S [9], используя праймеры Sh3_Bam_fw и
RI_Sh2_rev, представленные в табл. 1. Клониро-

Рис. 1. Схема конструкций, кодирующих химерные белки на основе флуоресцентного белка SypHer3s с лидерным пеп-
тидом κ-цепи Ig и трансмембранными доменами различных мембранных рецепторов.

Лидерная
последовательность
�-цепи Ig SypHer3S

Вектор pSec Tag B

Трансмембранные домены: IR, TrkA, ErbB2, CIRL2

c-myc 6xHis
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вание проводили по сайтам рестрикции BamHI и
EcoRI. Далее в эту конструкцию клонировали нук-
леотидную последовательность трансмембранного
домена с кДНК рецептора инсулина с помощью
ПЦР и праймеров из табл. 1 по сайтам рестрикции
EcoRI и XhoI. Полученная конструкция была на-
звана pST-SpH3-TM-IR. Аналогичным образом бы-
ли получены конструкции с нуклеотидными после-
довательностями трансмембранных доменов тро-
помиозин-рецепторной киназы A (TrkA), рецептора
фактора роста эпидермиса 2 (HER2) и латрофилина 2
(CIRL2). Для этого использовали праймеры
Trk_TM_fw_RI и Trk_TM_rev_Xho, Her2_TM_fw_RI

и Her2_TM_rev_ Xho, Cl2_TM_fw и Cl2_TM_rev
соответственно. Для получения конструкции на ос-
нове вектора pDisplay проводили ПЦР с вектора
pcDNA-SypHer3s (вектор предоставлен В.В. Бело-
усовым, ИБХ РАН) с использованием праймеров
SH3_Bgl_fw и SH3_Sal_rev, затем полученный
ПЦР-фрагмент клонировали в вектор pDisplay (In-
vitrogen, США) по сайтам рестрикции BglII и SalI.

Иммуноцитохимия и конфокальная микроско-
пия. Клетки линии HEK293 выращивали в среде
DMEM (ПанЭко, Россия) с добавлением 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки (Hyclone,
США), 1% пенициллин/стрептомицина и 2 мМ

Рис. 2. Флуоресцентные изображения клеток линии НЕК293, экспрессирующих следующие химерные белки: (а) –
SypHer3s с трансмембранным доменом рецептора инсулина (IR); (б) – SypHer3s с трансмембранным доменом тропо-
миозин-рецепторной киназы A (TrkA); (в) – SypHer3s с трансмембранным доменом рецептора фактора роста эпидер-
миса 2 (ErbB2); (г) – SypHer3s с трансмембранным доменом рецептора латрофилина (СIRL2); (д) – SypHer3s с транс-
мембранным доменом рецептора фактора роста тромбоцитов (PDGFR).
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L-глутамина. Трансфекцию клеток НЕК293 по-
лученными конструкциями проводили согласно
протоколу [17].

Для анализа субклеточного распределения
экспрессированных белков использовали имму-
нофлуоресценцию. Клетки HEK293 перед транс-
фекцией рассевали на покровные стекла, поме-
щенные в планшет и обработанные поли-L-лизи-
ном (Sigma, США). Через два дня после
трансфекции среду DMEM отбирали, клетки два-
жды промывали раствором PBS и фиксировали
раствором (50% ацетона, 50% метанола) при
‒20°С в течение 20 мин. Затем клетки окрашива-
ли первичными антителами. В качестве антител к
белку SypHer3S использовали антитела Anti-tRFP
(Евроген, Россия), в качестве вторичных антител –

антитела Anti Rabbit IgG, конъюгированные с Cy3
(Merck, США).

Также в качестве дополнительного контроля
использовали мембранный трекер Wheat Germ
Agglutinin, Alexa Fluor™ 594 Conjugate (Thermo
Fisher, США). Мембранный трекер добавляли к
трансфицированным клеткам в концентрации
25 мкг/мл и инкубировали в течение 10 мин в пи-
тательной среде DMEM, содержащей 10% FBS,
затем клетки фиксировали. Покровные стекла
помещали на предметное стекло и фиксировали
средой Mounting Media (Dako, Дания) с добавле-
нием 100 мМ буфера с заданным рН.

Для получения флуоресцентных изображений
клеток линии НЕК293, экспрессирующих химер-
ный белок SypHer3s с трансмембранным доме-

Рис. 3. (а) – Псевдоцветные изображения клеток линии HEK293, экспрессирующих SypHer3s с трансмембранным до-
меном рецептора PDGFR. Цвет характеризует величину отношения интенсивностей 488/408 нм для различных рН;
(б) – профили распределения отношения интенсивностей 488/408 нм вдоль указанных на рис. 3а линий при различ-
ных внеклеточных рН.
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ном рецептора инсулина (IR), тропомиозин-ре-
цепторной киназы A (TrkA), рецептора фактора
роста эпидермиса 2 (ErbB2), латрофилина 2
(CIRL2) и рецептора фактора роста тромбоцитов
(PDGFR), клетки высаживали на флуоресцент-
ные чашки FluoroDish Cell Culture Dish (35 мм)
(Thermo Fisher, США) с 3 мл питательной среды
DMEM, содержащей 10% FBS, после чего прово-
дили трансфекцию векторами, кодирующими
данные конструкции, согласно протоколу [3, 10].
После трансфекции питательную среду отбирали,
клетки промывали раствором PBS, затем добав-
ляли питательную среду F-12 (ПанЭко, Россия)
без сыворотки FBS, содержащую 50 мМ Tris-HCl-
буфера (pH 8.0).

Флуоресцентные изображения клеток получа-
ли на конфокальном микроскопе Eclipse TE2000-E
(Nikon, Япония) с использованием 60× объектива
с масляной иммерсией. Для проверки трансмем-
бранной локализации конструкций в качестве ис-
точника возбуждения флуоресценции использо-
вали лазер 488 нм, фильтр эмиссии 515/10 нм. Бы-
ли получены флуоресцентные изображения
клеток с разрешением 512 × 512 пикселей. Для ис-

следования рН-чувствительности данного сенсо-
ра клетки фиксировали средой Mounting Media,
содержащей 100 мМ буфера с заданным рН, и по-
лучали снимки при возбуждении лазером 408 нм
и фильтром 515/10 нм в канале детекции. Затем
получали изображение при возбуждении лазером
488 нм и фильтром 515/10 нм в канале детекции.

Обработку микрофотографий проводили в
программе ImageJ (imagej.nih.gov/ij/). Изображе-
ния экспортировали в текстовый документ, где
каждому пикселю соответствовала интенсив-
ность флуоресценции. Для каждой картинки рас-
считывали средний уровень фоновой флуорес-
ценции, который принимали за минимальное
значение интенсивности сигнала. Далее рассчи-
тывали отношение интенсивностей сигнала при
возбуждении 488 и 408 нм. Получали текстовый
файл (где интенсивности сигнала для каждого
пикселя соответствовало рассчитанное отноше-
ние), который затем обратно в программе преоб-
разовывали в изображение. Для оценки измене-
ния аналитического сигнала сенсора (отношение
флуоресценции при возбуждении на 488 и 408 нм)
при варьировании рН через клетку проводили ли-

Таблица 1. Праймеры, используемые для получения конструкций, кодирующих химерные белки на основе флу-
оресцентного белка SypHer3S

Название 
конструкции Трансмембранный домен Праймеры Последовательность

pST-SpH3 – Sh3_Bam_fw 
RI_Sh2_rev

5'-AAAGGATCCATGTCCGGACCGCT-
GCACATT-3'
5'-TTTGAATTCCGCTAACCGCCTGT-
TTTAAAACTTTATC-3'

pST-SpH3-TM-IR Рецептор инсулина tm_RI_fw
Xho_tm_rev

5'-AAAGAATTCAAGACTATTTAGACGT-
CCCGTCAAATA-3'
5'-AAACTCGAGCTTTCTCAGGAATAG-
ATAAATAC-3'

pST-SpH3-TM-TrkA Тропомиозин-рецепторная 
киназа A

Trk_TM_fw_RI
Trk_TM_rev_Xho

5'-AAAGAATTCAAATGGACAACCCTT-
TCGAGTTC-3'
5'-AAACTCGAGGATCCCAAACTTGTT-
TCTCCGT-3'

pST-SpH3-TM-ERBB2 Рецептор эпидермального 
фактора роста 2

Her2_TM_fw_RI
Her2_TM_rev_Xho

5'-AAAGAATTCAACTCTCCTACATGC-
CCATCTG-3'
5'-AAACTCGAGCTTCCGGATCTTCT-
GCTGCCG-3'

pST-SpH3-TM-CIRL2 Латрофилин 2 Cl2_TM_fw
Cl2_TM_rev

5'-AAAGAATTCAAGGCGGCTTGCTG-
CTGACAGTCATCACC-3'
5'-TTTCTCGAGTTTCCGTACTTTCTT-
TTGAAGAGC-3'

pDisplay-SpH3 Рецептор фактора роста 
тромбоцитов

SH3_Bgl_fw
SH3_Sal_rev

5'-AAAAGATCTATGTCCGGACCGCTG-
CACATT-3'
5'-AAAGTCGACAACCGCCTGTTTTAA-
AACTTTATC-3'
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нию и строили профиль изменения сигнала вдоль
этой линии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Получен набор сенсоров внеклеточного рН на

основе флуоресцентного белка SypHer3S с раз-
личными трансмембранными доменами мем-
бранных белков, позволяющих направлять данный
белок на внешнюю сторону цитоплазматической
мембраны. Была охарактеризована их локализация
при экспрессии в эукариотических клетках и подо-
бран наиболее успешный вариант химерного
рН-сенсора для измерения внеклеточного слабо-
щелочного рН.
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Generation and Characteristics of Genetically Coded Fluorescent Sensors 
of Extracellular pH

А. N. Orsa*, **, #, А. S. Goryashchenko*, **, O. V. Serova*, **, А. А. Mozhaev*, **, V. I. Martynov*, 
А. А. Pakhomov*, Е. V. Svirshchevskaya*, A. G. Petrenko*, and I. E. Deyev*, **

#E-mail: Saniaorsa@gmail.com
*Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

**Science and Technology University “Sirius”, Olimpiyskiy prosp. 1, Sochi, 354340 Russia

Recently, f luorescent proteins have become an indispensable tool for in vivo visualization of various processes
occurring in living systems, from individual organelles to whole organisms. They allow observing the expres-
sion of proteins, their localization, and are also suitable for monitoring biochemical processes in cells. As a
rule, f luorescent proteins have pH-dependent spectral properties, which make it possible to design genetically
encoded pH sensors on their basis for solving various biological problems. In this work, we have obtained a
set of extracellular pH sensors based on the SypHer3S protein, which has pH sensitivity in the pH range from
7.4 to 9.0. For this purpose, chimeric SypHer3S constructs with various transmembrane domains of mem-
brane receptors were created, allowing the targeting of this protein to the outer side of the cytoplasmic mem-
brane. Their subcellular localization was characterized and the most successful version of a chimeric pH sen-
sor for measuring the extracellular pH value was selected.

Keywords: alkaline pH, pH sensor, extracellular sensor, fluorescent proteins
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Биолюминесценция – это способность живых организмов испускать свет. В ее основе лежит био-
химическая реакция окисления субстрата – люциферина, катализируемая ферментом люцифера-
зой. Гриб Neonothopanus nambi – первый эукариотический организм, для которого была расшифро-
вана биолюминесцентная система: были установлены структура люциферина, ген люциферазы, а
также описаны интермедиаты и ферменты биосинтеза люциферина. Гиспидин-3-гидроксилаза
(nnH3H) представляет собой один из ключевых ферментов данного каскада, катализирующий пре-
вращение гиспидина (предшественника люциферина) в 3-гидроксигиспидин – люциферин грибов.
Для полного понимания механизма и субстратной специфичности nnH3H необходимо провести
структурные исследования молекулы белка. Для этого требуется разработать протокол получения
высокоочищенного препарата функционально активной nnH3H в достаточных количествах. Мы
показали, что коэкспрессия гена гибридного белка SUMO-nnH3H с геном шаперонина GroEL/ES
в клетках бактерии Escherichia coli позволяет получить фермент в растворимой и активной форме с
выходом 20 мг со 100 мл бактериальной культуры. Также мы впервые продемонстрировали, что FAD –
кофактор гиспидин-3-гидроксилазы грибов.

Ключевые слова: биолюминесценция, гиспидин-3-гидроксилаза, гетерологичная экспрессия, гибридный
белок, дот-иммуноблоттинг, активность фермента
DOI: 10.31857/S0132342321040096

ВВЕДЕНИЕ
Биолюминесценция – это способность живых

организмов испускать свет. В основе биолюми-
несценции лежит биохимическая реакция окис-
ления субстрата – люциферина, катализируемая
ферментом люциферазой. На сегодняшний день
известны более сорока различных биолюминес-
центных систем, однако только для некоторых из
них были установлены структуры люцифераз и
люциферинов [1, 2]. Для еще меньшего числа бы-
ли охарактеризованы пути их биосинтеза и участ-
вующие в них гены. Гриб Neonothopanus nambi –
первый эукариотический организм с полностью
расшифрованной биолюминесцентной системой
[3]. Были установлены основные интермедиаты пу-
ти биосинтеза люциферина, а также участвующие в

нем ферменты. Основной компонент системы –
люциферин – образуется в ходе ключевой реакции
гидроксилирования гиспидина, катализируемой
ферментом гиспидин-3-гидроксилазой (nnH3H)
(рис. 1).

На данный момент гиспидин-3-гидроксилазы
высших грибов практически не охарактеризова-
ны как на биохимическом, так и на структурном
уровне. Гиспидин-3-гидроксилаза из N. nambi со-
стоит из 422 а.о. и обладает молекулярной массой
~46 кДа. С помощью биоинформатических мето-
дов нами было предсказано, что nnH3H имеет
домен с укладкой Россмана, который содержит
β-складчатые структуры [4]. Это позволило пред-
положить, что nnH3H относится к семейству рас-
творимых NAD(P)Н/FAD-зависимых моноокси-
геназ. В литературе нет данных о разрешении
пространственной структуры гиспидин-3-гид-
роксилаз высших грибов. К ближайшим гомоло-
гам данного белка (60–67% аминокислотной

Сокращения: nnH3H – гиспидин-3-гидроксилаза; Kd –
константа диссоциации.

# Автор для связи: (тел.: +7 (912) 724-15-43; эл. почта:
asgerasimoff@mail.ru).

УДК 577.151
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идентичности) можно отнести гидроксилазы дру-
гих биолюминесцентных грибов, в частности ро-
дов Armillaria и Mycena [3], однако их структура
также не изучена. Ближайшие гомологи с извест-
ной пространственной структурой обладают сход-
ством с nnH3H по аминокислотной последова-
тельности не более чем на 28%, что исключает воз-
можность проведения на их основе структурного
моделирования и предсказания эффектов амино-
кислотных замен. Также мало изучены биохими-
ческие особенности гидроксилаз данного семей-
ства, включая их субстратную специфичность.

На сегодняшний день существует недостаточ-
но экспериментальных исследований, посвящен-
ных изучению гиспидин-3-гидроксилаз грибов.
Для понимания механизма действия и субстрат-
ной специфичности nnH3H следует провести
структурные исследования молекулы белка. Для

этого необходимо разработать протокол получе-
ния высокоочищенного препарата функциональ-
но активной nnH3H в достаточных для проведе-
ния анализа количествах. Поэтому целью данной
работы стало получение рекомбинантной, высо-
коочищенной и ферментативно активной гиспи-
дин-3-гидроксилазы из гриба N. nambi путем ге-
терологичной экспрессии в клетках бактерии
Escherichia coli.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Экспрессия гена гибридного белка SUMO-nnH3H
в клетках E. coli. Для наработки nnH3H мы выбра-
ли бактериальную экспрессионную систему. Бак-
терии E. coli способны производить рекомби-
нантные белки с выходом >1 г/л. Более того, спо-
собность роста этих бактерий на минеральных

Рис. 1. Путь биосинтеза и утилизации люциферина грибов Neonothopanus nambi. Гиспидинсинтаза (nnHispS) катали-
зирует превращение кофейной кислоты в гиспидин, затем гиспидин-3-гидроксилаза (nnH3H) катализирует гидрок-
силирование гиспидина с образованием люциферина грибов. В присутствии молекулярного кислорода люциферин
окисляется люциферазой (nnLuz) до высокоэнергетического промежуточного соединения – эндопероксида, который
испускает свет, распадаясь до оксилюциферина (каффеоилпирувата). В итоге оксилюциферин разлагается до кофей-
ной кислоты в присутствии каффеоилпируватгидролазы (nnCPH).
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средах делает E. coli подходящим организмом для
продукции меченых белков для изучения при по-
мощи ЯМР-спектроскопии. Однако известно,
что клетки E. coli не способны проводить ряд пост-
трансляционных модификаций, в частности об-
разование S–S-связей. Это приводит к формиро-
ванию так называемых телец включения. Для по-
лучения функционально активного фермента
требуется проведение ренатурации in vitro, разра-
ботка и осуществление которой зачастую трудо-
емки и малоэффективны.

Также активно применяются технологии ги-
бридной экспрессии генов: целевой продукт по-
лучают в виде гибрида с белком-партнером, кото-
рый улучшает физико-химические показатели
молекулы белка, такие как растворимость, и его
биологические свойства, например, активность, а
также снижает токсическое воздействие на клет-
ку. Использование соответствующих белков-
партнеров, а также подбор оптимальных экспрес-
сионных векторов, условий культивирования и
индукции, коэкспрессия целевых генов с генами
шаперонов – все это сделало возможным приме-
нение E. coli для получения сложных белков с
правильной структурой [5].

Сначала мы использовали стратегию прямой
экспрессии гена, используя систему на основе
промотора РНК-полимеразы фага Т7. Уровень
биосинтеза nnH3H согласно результатам дот-им-
муноблоттинга составил ~100 мг/л. Подбор усло-
вий культивирования показал, что снижение тем-
пературы культивирования вплоть до 15°C, а так-
же варьирование состава среды и концентрации
индуктора не оказали влияния на растворимость

целевого продукта. Таким образом, было принято
решение перейти к использованию гибридной экс-
прессии гена. В качестве белков-партнеров были
выбраны варианты, представленные в табл. 1. Со-
гласно данным литературы, перечисленные бел-
ки-партнеры были успешно применены для по-
вышения выхода и растворимости многих реком-
бинантных белков [6–8].

Для экспрессии генов гибридных белков в
клетках бактерий были созданы генетические
конструкции на основе экспрессионного вектора
pET39b(+), который имеет в своем составе ген ре-
прессора lac-оперона laci, предназначенного для
дополнительного контроля транскрипции целе-
вого гена. Мы установили, что гибридная экс-
прессия целевого гена значительно повышает вы-
ход продуцируемого белка (рис. 2). В случае ис-
пользования конструкций, в которых целевой
белок синтезируется в виде гибрида с SUMO или
TrxA, выход составил >1 г/л, но только в виде те-
лец включения. Изменение концентрации ин-
дуктора и температуры культивирования c 37 до
15°С не привели к увеличению растворимости це-
левого белка. При использовании лидерных по-
следовательностей DsbA и NSP4 белок также на-
капливался в виде телец включения и отсутство-
вал во фракции периплазматических белков.

Максимальный уровень биосинтеза целевого
продукта был достигнут при 30°С при использо-
вании белка-партнера SUMO и составил ~2 г/л.
С целью получения nnH3H в растворимой форме
были созданы генетические конструкции, коди-
рующие гиспидин-3-гидроксилазу с различными
партнерами, на основе экспрессионного вектора

Таблица 1. Характеристика белков-партнеров, использованных для получения гиспидин-3-гидроксилазы гриба
Neonothopanus nambi

Название 
белка-партнера

Суммарный размер 
белка-партнера, кДа Назначение белка-партнера Ссылка

His6-TrxA 13.67 Способен накапливаться в больших количествах в цито-
плазме и в растворимой форме. Как N-, так и C-конец 
белка находятся на поверхности молекулы и достаточно 
подвижны, что делает его “удобным” партнером

 [6]

DsbA-His6 4.08 Лидерный пептид периплазматического белка E. coli 
DsbA, необходимый для транслокации целевого белка в 
периплазму

 [7]

NSP4-His6 4.07 Синтетическая лидерная последовательность для транс-
локации целевого белка в периплазму, полученная путем 
комбинации лидерного пептида периплазматического 
белка E. coli DsbA и пектиназы PelB E. carovotora

 [7]

His6-SUMO 12.07 При синтезе целевого белка, слитого с SUMO, наблюда-
ется заметное увеличение экспрессии целевого полипеп-
тида и его растворимости. Внешняя гидрофильная 
оболочка и внутренний гидрофобный кор могут оказы-
вать тот же эффект, что и детергенты при солюбилизации

 [8]
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Рис. 2. Анализ уровня экспрессии гена nnh3h и его вариантов в клетках E. coli BL21(DE3) при помощи дот-имму-
ноблоттинга. Указаны названия белков-партнеров и концентрация индуктора ИПТГ. К+ – положительный контроль –
препарат белка, содержащего гистидиновую метку, с известной концентрацией; Auto – культивирование клеток на ав-
тоиндукционной среде TBP-5052 [12].

ИПТГ, мМ
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pCOLDIII [9]. При использовании вектора
pCOLDIII происходит селективная индукция
синтеза целевого белка при низкой температуре
(15–20°С), что подавляет экспрессию других кле-
точных белков и снижает активность протеаз.
С целью получения белка в растворимой форме
нами были исследованы следующие условия:
температура культивирования (20, 15, 13, 10°C),
концентрация индуктора экспрессии – изопро-
пил-β-D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ), кон-
центрация посевного материала и специальных
шоковых добавок, таких как этанол (1–3%, V/V),
сорбитол (0.1–0.5 М), аргинин (0.1–0.3 М), KCl
(0.05–0.2 М). Однако данные модификации усло-
вий культивирования не оказали положительное
влияние на растворимость целевого белка.

На рис. 3а представлен общий уровень экс-
прессии nnh3h при оптимальных условиях куль-
тивирования и индукции с использованием раз-
ных конструкций в клетках E. coli BL21(DE3). Оп-
тимальная концентрация ИПТГ составила
0.05 мM для гибридной конструкции SUMO-nnH3H.
По экспериментальным данным, выход целевого
фермента составил ~1 г/л. В дальнейшем резуль-
таты фракционирования внутриклеточного белка
показали, что в случае SUMO-nnH3H наблюда-

лось появление полосы с заданной молекулярной
массой в области, соответствующей размеру це-
левого продукта, во фракции растворимых белков
(рис. 3б). Как и ожидалось, растворимость целе-
вого продукта была выше при меньшей концен-
трации ИПТГ. Также в ходе экспериментов по
подбору оптимальных условий культивирования
продуцента SUMO-nnH3H мы выяснили, что до-
бавление в среду 60–180 мM KCl значительно по-
вышало растворимость рекомбинантного фер-
мента. Лизаты демонстрировали специфическую
активность nnH3H – способность конвертиро-
вать гиспидин в люциферин, однако в нераство-
римой форме содержание фермента было значи-
тельно больше.

Мы заключили, что SUMO-nnH3H может
быть наработан в клетках E. coli в функционально
активном состоянии. При оптимизации условий
культивирования (температура 15°С, время – 48 ч,
среда TBP + 60 мM KCl + 0.05 мM ИПТГ) удалось
значительно увеличить долю растворимого белка.
Однако большая доля целевого фермента (~90%)
агрегировала в тельца включения. Стоит также
отметить то, что SUMO-nnH3H растворимой
фракции склонен к выпадению в осадок. Агрега-
ция белка может происходить из-за того, что во
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время синтеза он не успевает приобрести пра-
вильную пространственную структуру, поэтому
было решено коэкспрессировать целевой ген в
присутствии шаперонина GroEL/ES.

GroEL/ES представляет собой сложную гете-
ромерную молекулу цилиндрической формы раз-
мером 145 Å в высоту и 135 Å в диаметре. Непра-
вильно свернутый белок попадает в пространство
цилиндра GroEL/ES – центральный канал диа-
метром ~45 Å, в котором создаются оптимальные
условия для сворачивания белковой молекулы. Для
экспериментов по коэкспрессии был использован
экспрессионный вектор pACYC-TF-GroEL/ES [10].
Уровень биосинтеза SUMO-nnH3H в условиях
коэкспрессии снизился до 1 г/л, однако ~30% целе-
вого продукта находилось в растворимой форме.

Выделение SUMO-nnH3H из клеток E. coli. Для
предотвращения агрегации целевого белка кле-
точную биомассу лизировали в буферном раство-
ре, содержащем 300 мМ аргинина или 2 М моче-
вины или 1 М гидрохлорида гуанидина. Как вид-
но из электрофореграммы (рис. 4а), добавление
хаотропных агентов по-разному влияло на эф-
фективность выделения и очистки. Показано
значительное различие в поведении молекулы
белка при адсорбции на сорбенте Ni-sepharose
HP. Использование аргинина не только способ-
ствовало повышению динамической емкости сор-

бента, но также препятствовало неспецифическо-
му связыванию. Для предотвращения неспецифи-
ческого связывания с сорбентом хроматографию
проводили в условиях перегрузки колонки. В ре-
зультате за одну стадию хроматографической
очистки удалось получить препарат целевого фер-
мента с чистотой >95%, которая удовлетворяет
требованиям к чистоте препаратов для структур-
ных исследований. Стоит отметить, что лизаты,
полученные на буферных растворах с добавлением
гидрохлорида гуанидина или мочевины, имели
активность, соответственно, в 20 и 10 раз меньше
по сравнению с лизатом, содержащим аргинин.

Следующим шагом стало отщепление SUMO
от nnH3H при помощи протеазы Ulp1 [11]. В ходе
экспериментов по подбору условий гидролиза
SUMO были проанализированы различные соот-
ношения фермента и субстрата (от 1 : 1 до 1 : 10000),
разное время реакции (0.5–48 ч), температура
(4–37°С) и pH (7.0–8.5). Также было проанализи-
ровано влияние различных компонентов на эф-
фективность расщепления: аргинина (0.05–1 М),
мочевины (0.1–2 М), тритона Х100 (0.01–0.5%),
CHAPS (5–50 мМ), дитиотреитола (0.1–5 мМ),
триметиламиноксида (0.1–0.5 М), KCl (50–200 мМ)
и гиспидина (0.5–10 мкМ). Тем не менее полу-
чить гиспидин-3-гидроксилазу грибов без белка-
партнера SUMO не удалось. Объяснений данно-

Рис. 3. (а) – Общий уровень экспрессии гена nnh3h в составе разных конструкций в E. coli BL21(DE3) при подборе сре-
ды для индукции; (б) – фракционирование белков в клетках E. coli BL21(DE3), продуцирующих SUMO-nnH3H. Р –
фракция растворимого клеточного белка, H – фракция нерастворимого белка. Стрелками отмечено положение целе-
вого белка.
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му явлению может быть несколько. Во-первых,
nnH3H оказался склонным к агрегации, и после
добавления протеазы Ulp1 часть фермента выпа-
дала в осадок (данные не представлены). Также
отщепление SUMO от гибридного белка может
быть затруднено стерической недоступностью
сайта. Чтобы проверить эту гипотезу, была созда-
на генетическая конструкция, в которой между
белком-партнером и ферментом был вставлен

гибкий линкер GSG4SG4. Также ген nnh3h в этой
конструкции был укорочен с N- и С-концов, т.к.
по данным молекулярного моделирования струк-
туры гиспидин-3-гидроксилазы первые и послед-
ние 5 а.о. не влияют на структурные особенности
целевой молекулы. Введение дополнительного
линкера не повлияло на схему наработки, выде-
ления и очистки фермента. Негативного влияния
на активность не наблюдалось, однако эффектив-

Рис. 4. (а) – Выделение SUMO-nnH3H из клеток E. coli BL21(DE3), трансформированных векторами pCOLDIII-His6-
SUMO-nnH3H и pACYC-TF-GroEL/ES, в присутствии 300 мМ аргинина, 2 М мочевины и 1 М гидрохлорида гуаниди-
на. Общий б. – общий растворимый белок; Несвяз. б. – фракция белков, не связавшихся с сорбентом; Элюция — элю-
ированный белок; (б) – расщепление очищенного SUMO-nnH3H (в 50 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 150 мМ NaCl, 50 мМ ар-
гинин, 20 мМ имидазол). М – маркер; 1 – очищенный SUMO-nnH3H; 2–9 – образцы после расщепления (1 ч, ком-
натная температура) в условиях добавления 0.5 мМ DТТ (2), 2 мМ DТТ (3), 0.2% IGEPAL (4), 0.4% IGEPAL (5), 0.5 M
аргинина (6), 1 М аргинина (7), 5% глицерина (8) и 10% глицерина (9).
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ность расщепления также не изменилась. Рас-
щепление очищенного SUMO-nnH3H было воз-
можно лишь при значительном разведении целе-
вого белка до концентрации 0.1–0.2 мг/мл и
использовании относительно высокого количе-
ства протеазы Ulp1 (1 : 5 – 1 : 10). Расщепление
протекало в течение 1 ч. Любая попытка масшта-
бировать протокол заканчивались выпадением
весомой части целевого белка в осадок (рис. 4б).
Активность протеазы Ulp1 была подтверждена
расщеплением модельного гибрида SUMO-DTX
(данные не представлены).

Полученный рекомбинантный фермент
nnH3H в виде гибрида с белком-партнером
SUMO – функционально активный и пригодный
для проведения структурных исследований. Име-
ющиеся в литературе данные позволяют предпо-
ложить, что разница в молекулярных массах и на-
личие SUMO не будут препятствовать проведе-
нию таких исследований [8]. В результате
выделения и очистки, которая включала в себя ме-
талло-хелатную аффинную хроматографию, мы
получили очищенный фермент с выходом ~20 мг
со 100 мл бактериальной культуры.

Оценка функциональной активности очищенно-
го рекомбинантного фермента SUMO-nnH3H. По-
мимо гетерологичной экспрессии гена nnh3h,
важной задачей стала оценка функциональной
активности полученного фермента. Нами был
разработан протокол, основанный на люцифе-
рин-люциферазной реакции грибов. При добав-
лении фермента к раствору гиспидина (предше-
ственника люциферина, рис. 1) и NAD(P)Н про-
текает реакция гидроксилирования субстрата с
образованием люциферина. Последний, в свою
очередь, можно идентифицировать при помощи
люциферазы N. nambi по эмиссии квантов света.
Разработанный биолюминесцентный метод –
чувствительный и позволяет быстро осуществить
оценку активности фермента nnH3H.

Оказалось, что при выделении и очистке ги-
бридного белка SUMO-nnH3H активность фер-
мента существенно снижается. Мы предположи-
ли, что это происходит из-за диссоциации опре-
деленных кофакторов из молекулы активного
фермента. Данными кофакторами, вероятнее
всего, не выступают катионы двухвалентных ме-
таллов, т.к. фермент сохраняет аналогичную ак-
тивность в буферном растворе, содержащем
10 мМ ЭДТА. При сравнении аминокислотных
последовательностей с гомологами можно отме-
тить, что nnH3H с большей долей вероятности
имеет сайты связывания с FAD. Сам фермент от-
носится к семейству NAD(P)Н-зависимых моно-
оксигеназ, катализирующих реакцию: NAD(P)Н +
+ R-H + O2 → NAD(P)+ + R-OH + H2O, а также
он, вероятнее всего, относится к семейству
PHBH-подобных гидроксилаз, таких как р-гид-

роксибензоатгидроксилаза Pseudomonas fluorescens
(UniProt: P00438), монооксигеназа Pseudomonas
aeruginosa (UniProt: Q9HWG9) и дигидропиридин-
гидроксилаза Paenarthrobacter nicotinovorans (UniProt:
Q93NG3). С помощью биоинформатического ана-
лиза последовательности nnH3H были предсказа-
ны предположительные сайты связывания FAD,
помимо сайтов связывания с NAD(P)Н. Действи-
тельно, оказалось, что добавление FAD на не-
сколько порядков повышает активность фермен-
та, в отличие от его флавиновых предшественни-
ков (рис. 5).

Чтобы оценить специфичность взаимодей-
ствия FAD и SUMO-nnH3H, мы определили кон-
станту диссоциации (Kd) этого комплекса. Иссле-
дование проводили по методу, предложенному
Loomans et al. (табл. 2) [12]. По нашим оценкам,
Kd для FAD составляет ~0.78 мкМ. Таким обра-
зом, мы впервые показали, что молекула FAD не
только связывается с молекулой фермента, но и
важна для его активности.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Штаммы E. coli. Для создания генетических

конструкций использовали штамм E. coli XL1-Blue
(recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac
[F'proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] (Stratagene,
США), для бактериальной экспрессии гена nnh3h –
штамм BL21(DE3) [F– ompT hsdSB(rB– mB–) gal dcm
(DE3)] (Novagen, США).

Конструирование экспрессионных векторов для
получения белка nnH3H. Приготовление компе-
тентных клеток и трансформацию E. coli, выделе-
ние плазмидной ДНК, гидролиз ДНК эндонукле-
азами рестрикции, лигирование и другие генно-
инженерные манипуляции проводили согласно
стандартным методикам [13]. Химический синтез
небольших фрагментов дцДНК, олигонуклеоти-
дов, а также контрольное секвенирование полу-
ченных конструкций проведены ЗАО “Евроген”
(Россия). Создание генетической конструкции с
последовательностью гена nnh3h было описано в
предыдущей работе [4]. Для получения экспрес-
сионных векторов с целью продукции целевого
фермента в бактериях использовали плазмиды
pET39b(+) (Novagen, США) и pCOLDIII (Takara
Bio, Япония). Для создания генетических кон-
струкций His6-Flag-nnH3H, HELIX-His6-Flag-
nnH3H, DsbA-His6-Flag-nnH3H и NSP4-His6-
Flag-nnH3H амплификацию гена nnh3h произво-
дили с использованием 3–4 олигонуклеотидов
(табл. 3) методом step-out ПЦР. Для создания
конструкции His6-Flag-nnH3H были использова-
ны олигонуклеотиды, последовательности кото-
рых приведены в табл. 3.

Полученные фрагменты ДНК клонировали в
вектор pET39b(+), pCOLDIII по двум сайтам ре-
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стрикции (XbaI и HindIII). Для создания кон-
струкций His6-SUMO-nnH3H и His6-TrxA-Flag-
nnH3H проводили отжиг частично комплемен-
тарных ПЦР-продуктов, их амплификацию и
вставку в вектор по двум сайтам рестрикции (XbaI
и HindIII). Для создания конструкций His6-SUMO-
nnH3H использовали олигонуклеотиды His-Sumo
XbaI, Sumo-partH3H rev, H3H-partSumo dir, для

конструкции His6-TrxA-Flag-nnH3H – His-Trx
XbaI dir, Trx-flag rev, f lag-H3H dir (табл. 3). Для со-
здания всех конструкций использовали олиго-
нуклеотид H3H HindIII rev (табл. 3).

Оценка уровня экспрессии гена nnh3h в клетках
E. coli. Трансформацию бактериальных клеток
E. coli для синтеза белка проводили согласно
стандартному протоколу [14], затем добавляли

Рис. 5. Определение влияния кофактора FAD и его флавиновых предшественников на активность гиспидин-3-гид-
роксилазы N. nambi путем измерения биолюминесценции сопряженной реакции в присутствии люциферазы N. nambi,
гиспидина и NADН.
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Таблица 2. Результаты измерения интенсивности биолюминесценции, использованные для расчета константы
диссоциации комплекса FAD–SUMO-nnH3H

Примечание: представлены данные трех независимых экспериментов и средние значения ± s.d.

Интенсивность 
свечения, ед.

Концентрация FAD, мкМ

0 0.0333 0.3333 3.333 16.667 33.333 83.333

Без разведения 
SUMO-nnH3H 
(n = 1 для оценки Kd)

101 2954 13212 38494 118121 129877 133289
118 3120 12876 41198 115736 132816 134783
143 3016 13561 40182 115967 129765 134536

121 ± 21 3030 ± 84 13216.3 ± 343 39958 ± 1366 116608 ± 1315 130819 ± 1730 134203 ± 801
При 4-кратном 
разведении (n = 4 
для оценки Kd)

123 1923 6441 14573 68820 76465 78746
129 1753 6262 15001 67121 75983 77391
156 1801 6495 14323 68191 76010 78425

136 ± 18 1826 ± 88 6399 ± 122 14632 ± 343 68044 ± 859 76153 ± 271 78187 ± 708
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раствор ИПТГ до конечных концентраций 0, 0.01,
0.05, 0.25 и 1 мМ. Клетки выращивали при темпе-
ратуре 10–37°С в течение 1–3 сут. Содержание
целевого белка анализировали методами электро-
фореза по Лэммли [15] и дот-иммуноблоттинга
[16], используя моноклональные антитела мыши

против полигистидинового тэга, конъюгирован-
ные с пероксидазой хрена (A7058, Sigma, США).
Анализируемые образцы наносили на нитроцел-
люлозную мембрану Hybond-C (Cytiva, Швеция).
Мембрану высушивали на воздухе и блокировали
5%-ным раствором сухого обезжиренного молока

Таблица 3. Последовательности олигонуклеотидов, используемых при создании экспрессионных векторов для
получения гиспидин-3-гидроксилазы

Название конструкции Название олигонуклеотида Последовательность
олигонуклеотида (5'–3')

pCOLDIII_His6-Flag-nnH3H, 
pET39b_His6-Flag-nnH3H

His-Flag-H3H dir1 GGTTCCGACTACAAAGACGATGACGA-
TAAAGCATCGTTTGAGAATTCTCTAAG

His-Flag-H3H XbaI dir2 ATGCTCTAGAGAAGGAGATATACATAT-
GGGCCACCATCATCACCACCATGGTT-
CCGACTACAAAGACGAT

pCOLDIII_DsbA-His6-Flag-nnH3H, 
pET39b_DsbA-His6-Flag-nnH3H

His-flag-H3H dir1 CACCACCATGGTTCCGACTACAAAGA-
CGATGACGATAAAGCATCGTTTGAGA-
ATTCTCTAAG

DsbA-His-flag-H3H dir2 TGGCTGGTTTAGTTTTAGCGTTTAGC-
GCATCGGCGGCGGGCCACCATCATCA-
CCACCATGGTTCCGACTA

DsbA-His-flag-H3H XbaI dir3 ATGCTCTAGAGAAGGAGATATACATAT-
GAAAAAGATTTGGCTGGCGCTGGCT-
GGTTTAGTTTTAGCGTT

pCOLDIII_NSP4-His6-Flag-nnH3H, 
pET39b_NSP4-His6-Flag-nnH3H

His-flag-H3H dir1 CACCACCATGGTTCCGACTACAAAGA-
CGATGACGATAAAGCATCGTTTGAGA-
ATTCTCTAAG

Nsp4-His-flag-H3H dir2 GTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCC-
GGCGATGGCGGCGGGCCACCATCAT-
CACCACCATGGTTCCGACTA

Nsp4-His-flag-H3H XbaI dir3 ATGCTCTAGAGAAGGAGATATACATAT-
GAAAAAGATTACCGCTGCGGCGGGT-
CTGCTGCTCCTCGCTGC

pCOLDIII_His6-SUMO-nnH3H, 
pET39b_His6-SUMO-nnH3H

His-Sumo XbaI dir ATGCTCTAGAGAAGGAGATATACATAT-
GGGCCACCATCATCACCACCATGGTT-
CCGATTCTGAAGTGAACCAG

Sumo-partH3H rev ACGATGCGCCACCAATCTGCTCACGG

H3H-partSumo dir ATTGGTGGCGCATCGTTTGAGAATTC-
TCTAAG

pCOLDIII_His6-TrxA-Flag-nnH3H, 
pET39b_His6-TrxA-Flag-nnH3H

His-Trx XbaI dir ATGCTCTAGAGAAGGAGATATACATAT-
GGGTCACCATCACCATCACCACGGTA-
GCGATAAAATTATTCACCTGACT

Trx-flag rev TCATCGTCTTTGTAGTCGGAACCGGC-
CAGGTTAGCGTCGAGG

flag-H3H dir CGACTACAAAGACGATGACGATAAAG-
CATCGTTTGAGAATTCTCTAAG

Для всех конструкций H3H HindIII rev GCATAAGCTTATTAGGCAGAATTAGA-
GCTTCTTAGGAGCGTCTCGAGAAC
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в ТBS-Tween 80 в течение 1 ч. Мембрану инкуби-
ровали с моноклональными антителами к гисти-
диновому тэгу, конъюгированными с пероксида-
зой хрена, в разведении 1 : 1000 (A7058, Sigma,
США). Визуализацию проводили с помощью го-
тового хромогенного субстрата для мембран
(T0565, Sigma, США). Денситометрический ана-
лиз мембраны осуществляли при помощи про-
граммы ImageJ (www.imagej.net).

Фракционирование белков из клеток E. coli.
Биомассу E. coli, собранную с 1 мл культуры, раз-
мораживали и суспендировали в 500 мкл лизиру-
ющего буфера (50 мМ Трис-HCl, рН 8.0, 250 мМ
NaCl, 1 мМ ЭДТА, 0.5% Тритона Х-100). Суспен-
зию переносили в пробирки (2 мл), добавляли
5 мкл раствора лизоцима (10 мг/мл) и инкубиро-
вали при комнатной температуре в течение
15 мин. Затем добавляли PMSF до концентрации
0.5 мМ. Образец трижды обрабатывали ультра-
звуком в течение 3–5 с, перерыв между циклами
2–3 мин. Во время всего процесса пробирки на-
ходились во льду. Обработанный образец затем
центрифугировали в течение 10 мин при 12000 g и
4°С. Супернатант (растворимый белок) отбирали
в отдельную пробирку. Для получения раствора
белка из телец включения осадок растворяли в
500 мкл TES-буфера (100 мМ Трис-HCl, pH 6.8,
1% SDS, 10 мМ ЭДТА). Фракцию периплазмати-
ческих белков получали согласно методике Gof-
fin et al. [17]. Локализацию целевого белка оцени-
вали методом денатурирующего гель-электрофо-
реза по методу Лэммли (12%-ный разделяющий и
8%-ный формирующий гели) [15].

Выделение целевого фермента из клеток E. coli.
Среду TBP объемом 100 мл, содержащую ампицил-
лин (200 мкг/мл) и хлорамфеникол (140 мкг/мл),
инокулировали 50 колониями штамма E. coli
BL21(DE3), трансформированного векторами
pCOLDIII-His6-SUMO-nnH3H и pACYC-TF-
GroEL/ES. Культуру выращивали при 37°С,
300 об/мин в течение 2–4 ч до достижения ОD550
1.0–1.5. Затем добавляли ИПТГ до конечной кон-
центрации 0.05 мМ и снижали температуру куль-
тивирования до 15°С. Индукцию проводили в те-
чение 24 ч. Биомассу отделяли с помощью цен-
трифугирования при 8000 g в течение 5 мин, после
чего осадок суспендировали в 25 мл лизирующего
буфера (100 мМ KPi, pH 7.5, 300 мM NaCl, 20 мМ
имидазол, 300 мМ аргинин, 0.5 мМ 2-меркапто-
этанол) и разрушали при помощи ультразвука
(5 циклов по 30 с, перерывы по 2 мин). После раз-
рушения в полученный лизат добавляли 0.1%
(V/V) полиэтиленимина для удаления ДНК и
центрифугировали в течение 25 мин при 12000 g.
Супернатант разводили в 2 раза водой Milli-Q,
пропускали через фильтр с диаметром пор
0.22 мкм и наносили на колонку HiTrap Ni-se-
pharose HP (Cytiva, Швеция) объемом 5 мл, пред-

варительно уравновешенную буфером А (50 мМ
KPi, pH 7.5, 200 мM NaCl, 10 мМ имидазол,
150 мМ аргинин). Затем осуществляли промывку
сначала буфером А (не менее трех объемов сор-
бента), а затем буфером В: 50 мМ KPi, pH 7.5,
200 мM NaCl, 40 мМ имидазол (не менее трех
объемов сорбента). Элюцию проводили буфером
С (50 мМ KPi, pH 7.5, 200 мM NaCl, 200 мМ ими-
дазол). Элюат переводили в буферный раствор
(50 мМ KPi, pH 7.5, 200 мM NaCl) на колонке
PD10 (Cytiva, Швеция), содержащей сорбент Се-
фадекс G25 (Cytiva, Швеция), и использовали для
проведения тестов на активность.

Определение активности nnH3H. Все стоковые
растворы компонентов для измерения активно-
сти были приготовлены непосредственно перед
экспериментом и находились во льду: 0.2 мМ гис-
пидин, 0.5 мМ FAD и 10 мМ NADPН в 10 мМ ка-
лий-фосфатном буфере (рН 7.5), 2%-ный раствор
додецилмальтозида (DDM). Раствор nnH3H
стандартизировали по концентрации белка мето-
дом Бредфорда до концентрации 0.1 мг/мл. Реак-
ционная смесь для гидроксилирования гиспиди-
на содержала 1 мкл раствора фермента, 10 мкМ
гиспидин, 500 мкМ NADPН, 25 мкМ FAD. Объем
реакции доводили до 10 мкл при помощи 10 мМ
калий-фосфатного буфера, рН 7.5. Реакцию про-
водили при комнатной температуре в течение
10 мин. Концентрацию образовавшегося 3-гид-
роксигиспидина оценивали по интенсивности
свечения, используя рекомбинантную люцифе-
разу N. nambi. Для данных целей 10 мкл мембран-
ной фракции, содержащей люциферазу, солюби-
лизировали в 10 мкл 2% DDM и добавляли 80 мкл
10 мМ калий-фосфатного буфера, рН 7.0. Затем
20 мкл раствора люциферазы добавляли к 10 мкл
реакционной смеси для гидроксилирования гис-
пидина и сразу же проводили измерение интен-
сивности биолюминесценции на планшетном
ридере CLARIOstar (BMG Labtech, Германия) в
спектральном диапазоне 500 ± 50 нм. В качестве
положительного контроля использовали очи-
щенный препарат 3-гидроксигиспидина (люци-
ферин грибов – субстрат люциферазы) в эквива-
лентной концентрации [18]. В качестве отрица-
тельного контроля вместо раствора nnH3H
использовали раствор бычьего сывороточного
альбумина с концентрацией 0.1 мг/мл. Kd для
FAD определяли по методу Loomans et al. [11]. Все
эксперименты по определению активности про-
водили в 3–5 независимых повторах.

Методика расчета константы диссоциации SUMO-
nnH3H и FAD. Специфичность взаимодействия
FAD и SUMO-nnH3H определяли путем оценки
Kd комплекса. Исследование проводили в 96-лу-
ночных планшетах по методу, предложенному
Loomans et al. [12]. Равновесие в системе FAD–
SUMO-nnH3H в случае нековалентного бимоле-
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кулярного взаимодействия можно описать с по-
мощью закона действующих масс:

где E – исследуемый фермент; S – кофактор;
ES – их комплекс; [E], [S] – равновесные концен-
трации фермента и кофактора в системе; [E]0, [S]0 –
начальные концентрации фермента и кофактора.

При условии, что с SUMO-nnH3H связалось
количество FAD, равное половине максималь-
ного, и подставляя все найденные значения,
приходим к выражению для константы аффин-
ности (Kа):

При этом зависимость активности фермента,
прямо пропорциональная количеству образовав-
шегося гиспидина, а значит, и интенсивности
биолюминесценции, от концентрации кофактора
будет иметь характерную сигмовидную форму.
При заданных сериях разведений фермента E, E1,
E2, …, En константа реакции не будет зависеть от
его концентрации и легко выражается в следую-
щее тождество:

С учетом того, что Kd – обратная величина Kа, по-
лучаем:

где n – заданное разведение фермента; [S] и [Sn] –
концентрации связанного лиганда при интенсив-
ности биолюминесценции, равной половине
максимальной, мкМ.

В ходе выполнения данной работы были подо-
браны оптимальное разведение, которое составило 4,
и концентрация FAD – 0–80 мкМ (табл. 2). Далее за-
висимость связывания анализировали при помощи
программы SigmaPlot (http://www.sigmaplot.co.uk/) и
определяли концентрации FAD при интенсивности
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биолюминесценции, равной половине макси-
мальной. Для образца без разведения концентра-
ция FAD составила 12.18 мкМ, а для разведения в
4 раза – 3.63 мкМ. Таким образом, оценочное зна-
чение Kd составляет (4 × 3.63 – 12.18)/3 = 0.78 мкМ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Показано, что гиспидин-3-гидроксилаза тро-
пического гриба Neonothopanus nambi может эф-
фективно нарабатываться в клетках E. coli в виде
гибрида с белком-партнером SUMO в функцио-
нально активном состоянии. При оптимизации
условий культивирования и коэкспрессии с ге-
ном шаперона GroEL/ES удалось достичь уровня
биосинтеза ~1 г/л, причем ~30% целевого про-
дукта находились в растворимой форме. Очищен-
ный гибридный белок проявляет свою специфи-
ческую активность в отношении гиспидина. Ока-
залось, что добавление FAD на несколько
порядков увеличивает активность фермента, в от-
личие от его флавиновых предшественников. По
нашим оценкам, Kd для FAD составляет ~0.78 мкМ.
Более того, мы впервые показали, что молекула
FAD не только связывается с молекулой фермента в
качестве кофактора, но и выступает субстратом.

Полученные результаты – важный шаг на пути
изучения биохимических и структурных особен-
ностей гидроксилаз данного семейства, а также
механизмов биолюминесценции.
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Recombinant Production of Hispidin-3-Hydroxylase – the Key Enzyme in Fungal 
Luciferin Biosynthesis

A. S. Gerasimov*, **, #, S. O. Rogozhkin**, E. S. Shakhova*, T. V. Chepurnykh*, A. Y. Gorokhovatsky*, 
N. M. Myshkina*, A. V. Balakireva*, and I. V. Yampolsky*
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*Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Sciences, 

ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia
**Vyatka State University, ul. Moskovskaya 36, Kirov, 610000 Russia

Bioluminescence is a phenomenon of light emission resulting from oxidation of a substrate, luciferin, cata-
lyzed by an enzyme – luciferase. The fungus Neonothopanus nambi is the first eukaryotic organism with the
fully deciphered bioluminescent system: the structure of luciferin was established, luciferase gene was de-
scribed, and intermediates and enzymes involved in the luciferin biosynthesis pathway were identified. One
of the crucial reactions in this pathway is the formation of luciferin by hydroxylation of hispidin catalyzed by
hispidin-3-hydroxylase (nnH3H). To fully understand the mechanism of action and substrate specificity of
the enzyme, it is necessary to carry out structural studies of the molecule. To do that, it is necessary to develop
a protocol for obtaining a highly purified and functionally active nnH3H in the appropriate quantities. We
describe a robust approach to produce a soluble and enzymatically active nnH3H fused with SUMO and co-
expressed with GroEL/ES chaperonin at low temperature in Escherichia coli. The yield of recombinant
nnH3H achieved was 20 mg per 100 mL of bacterial culture. Additionally, we show for the first time that FAD
is a cofactor of fungal hispidin-3-hydroxylase.

Keywords: bioluminescence, hispidin-3-hydroxylase, heterologous gene expression, fusion protein, dot-blot,
enzyme activity
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Установлено, что фотосенсибилизатор диметиловый эфир 131-[2-(гуанидинил)этиламино]хлорина e6
накапливается преимущественно в лизосомах, частично в эндосомах и не накапливается в митохон-
дриях клеток аденокарциномы легкого человека А549. Первичный фотоцитотоксический эффект
данного фотосенсибилизатора связан с повреждением лизосом и его высвобождением в цитоплаз-
му. В цитоплазме формируется однородное распределение фотосенсибилизатора в комплексах с
мембранными структурами, которые служат вторичными мишенями его фотоиндуцированного
действия. Обнаружены зависимые от времени морфологические признаки развития параптоза, ко-
торые указывают на фотодинамическое повреждение эндоплазматического ретикулума как на вто-
ричный механизм фотоцитотоксического действия исследуемого фотосенсибилизатора. На этой
стадии происходит еще одно изменение потенциальных клеточных мишеней фотосенсибилизато-
ра: он концентрируется в цитоплазматической и ядерной мембранах, в мембранах многочисленных
вакуолей, а также в лизосомах, которые, по-видимому, продолжают образовываться в процессе раз-
вития параптоза. Таким образом, исследуемое производное хлорина е6, как представитель гидро-
фобных фотосенсибилизаторов с внутриклеточным нацеливанием на лизосомы, обладает двух- или
трехстадийным механизмом фотодинамического действия с последовательным изменением кле-
точных мишеней.

Ключевые слова: фотосенсибилизатор, фотодинамическая терапия, внутриклеточная локализация,
клеточные органеллы, флуорофор, лазерная сканирующая конфокальная микроскопия
DOI: 10.31857/S0132342321040084

ВВЕДЕНИЕ

Как показывают результаты клинических ис-
следований, активно развивающаяся фотодина-
мическая терапия (ФДТ) эффективна при лече-
нии многих типов рака и различных незлокаче-
ственных образований [1–8]. ФДТ основана на
местном или системном применении фотосенси-

билизатора (ФС) – соединения, которое накап-
ливается в опухоли и при локальном облучении
светом соответствующей длины волны продуци-
рует активные формы кислорода, приводящие к се-
лективному разрушению опухолевых клеток [3, 9].
Преимущественное накопление ФС в опухоли
дает возможность избирательно повреждать зло-
качественные новообразования с минимальным
воздействием на окружающие здоровые ткани, а
также позволяет сочетать лечение с диагностикой
на основе флуоресценции ФС [4].

В качестве ФС могут выступать различные со-
единения: порфирины и их аналоги, ксантено-
вые, тиазиновые, ксазиновые, полициклохино-
новые и триарилметановые красители, а также
некоторые флуоресцирующие белки [6, 10]. Про-

Сокращения: ДМСО – диметисульфоксид; ДИПЭА – ди-
изопропилэтиламин; ЛСКМ – лазерная сканирующая
конфокальная микроскопия; ФС – фотосенсибилизатор;
ФДТ – фотодинамическая терапия; ЭР – эндоплазматиче-
ский ретикулум; CrEL – Кремофор EL; LTG – LysoTracker
Green; Rh123 – родамин 123; TOG488 – конъюгат транс-
феррина с красителем Oregon Green 488.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 336-64-55; эл. почта:
avfeofanov@yandex.ru).

УДК 547.97:544.165
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изводные порфиринов – наиболее многочислен-
ная группа соединений, используемых для ФДТ.
Производные природных порфиринов, хлорины
и бактериохлорины, обладают интенсивным по-
глощением, соответственно, в дальней красной и
ближней инфракрасной спектральных областях.
Свет с этими длинами волн глубже проникает в
биологические ткани, что обеспечивает более эф-
фективное фотодинамическое воздействие на
большие или глубоко расположенные злокаче-
ственные новообразования [11].

Совершенствование ФДТ требует разработки
улучшенных по свойствам и эффективности ФС.
При разработке новых ФC важное значение име-
ют их нацеленность на опухолевые клетки (так
называемая таргетность), высокое внутриклеточ-
ное накопление и оптимальная внутриклеточная
локализация [8]. Внутриклеточная локализация
ФС сложным образом зависит от его структуры,
гидрофобности/полярности, присутствия в со-
ставе молекулы заряженных групп и их количе-
ства, распределения и знака заряда, а также нали-
чия заместителей, влияющих на сродство ФС к
определенным клеточным органеллам. В зависи-
мости от структуры ФС на основе порфиринов
могут накапливаться в цитоплазме в липидных
каплях, эндоплазматическом ретикулуме (ЭР),
аппарате Гольджи, лизосомах или митохондриях
[12–17]. Поскольку фотоиндуцированные АФК
обладают высокой реакционной способностью, а
следовательно, и короткими временами жизни,
то органеллы с преимущественным накоплением
ФС выступают первичными мишенями фотоди-
намического воздействия, а их повреждение
определяет механизмы развития фотоиндуциро-
ванной цитотоксичности.

Митохондрии считаются предпочтительной
внутриклеточной мишенью для накопления ФС
[14, 17]. ФС, нацеленные на митохондрии, могут
снижать потенциал митохондриальной мембра-
ны, ингибировать клеточное дыхание и окисли-
тельное фосфорилирование, высвобождать ци-
тохром с и другие проапоптотические белки в
цитоплазму, активируя апоптоз [18–20]. При
накоплении ФС в лизосомах световое воздей-
ствие может разрушать лизосомы, вызывая диф-
фузию ФС в цитоплазму [14]. В результате повре-
ждения лизосом происходит утечка гидролитиче-
ских ферментов [21–24]. В этом случае
фотодинамическое воздействие приводит к клеточ-
ному апоптозу или некрозу, в зависимости от ин-
тенсивности светового воздействия и активности
освобожденных из поврежденных лизосом про-
теолитических ферментов [19]. Установлено, что
эффективность фотоцитотоксического действия
ФС, локализованных в лизосомах, при сходных
средних концентрациях в клетках заметно ниже,
чем у ФС, накапливающихся в митохондриях и
других органеллах [14, 18, 21].

Таким образом, определение внутриклеточной
локализации ФС важно для понимания эффектив-
ности и механизмов его действия при ФДТ.

Недавно в работе Gao et al. [25] при изучении
нового эффективного ФС, диметилового эфира
131-[2-(гуанидинил)этиламино]хлорина e6 (со-
единение (II), рис. 1), был сделан вывод о том, что
введение гуанидинового заместителя улучшает
“нацеливание” соединения (II) в митохондрии.
В то же время исследуемое нами аналогичное
производное хлорина е6, но с 2-(гуанидинил)бу-
тиламино-заместителем в положении 131 характе-
ризуется преимущественным накоплением в ли-
зосомах (данные не представлены). Возможность
внутриклеточного перенацеливания за счет не-
большого изменения структуры заместителя
представляет интерес для направленного дизайна
ФС с заданными характеристиками, но заявлен-
ные в работе Gao et al. [25] свойства соединения
(II) вызвали у нас сомнения. Мы синтезировали
соединение (II) для уточнения его свойств и изу-
чили локализацию в клетках аденокарциномы
легкого человека А549, как и в работе Gao et al.
[25]. Установлено, что соединение (II) не облада-
ет митохондриальной локализацией, а накапли-
вается преимущественно в лизосомах клеток
А549. Выявлено фотоиндуцированное разруше-
ние лизосом с сопутствующим перераспределе-
нием соединения (II) в клетках, которое выступа-
ет первичным механизмом фотоцитотоксическо-
го действия соединения (II), а также источником
ошибок при исследовании внутриклеточной ло-
кализации соединения (II) и подобных ему ФС.
Обнаруженные морфологические признаки раз-
вития параптоза указывают на фотодинамическое
повреждение ЭР как на вторичный механизм фо-
тоцитотоксического действия соединения (II),
развивающийся после его высвобождения из ли-
зосом.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез диметилового эфира 131-[2-(гуаниди-
нил)этиламино]хлорина e6 (соединение (II)). Для
получения соединения (II) в качестве стартового
соединения был использован аминоэтиламид ме-
тилового эфира феофорбида а (соединение (I)).
Синтез соединения (II) осуществляли действием
на исходное соединение (I) пиразол-1Н-карбокси-
амидина (рис. 1). Полученное соединение (II) бы-
ло выделено с помощью препаративной ТСХ, а его
структура доказана методами ЯМР-спектроско-
пии (1Н и 13С) и масс-спектрометрии (MALDI).

Внутриклеточная локализация соединения (II).
Исследуемое соединение (II) (рис. 1) – гидро-
фобное, поэтому в качестве его солюбилизатора
была выбрана эмульсия полиэтоксилированного
касторового масла – Кремофора EL (CrEL), кото-
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Рис. 1. Схема синтеза гуанидинового производного метилового эфира аминоэтиламида феофорбида а (соединение (II)).
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рая стабилизирует мономерную форму тетрапир-
рольных соединений в водных растворах, и ее ис-
пользование разрешено в клинической практике
[15, 16, 24, 26, 27]. Методом лазерной сканирую-
щей конфокальной микроскопии (ЛСКМ) уста-
новлено, что соединение (II) проникает в клетки
аденокарциномы легкого человека А549 и накап-
ливается в цитоплазматической области с пре-
имущественным гранулярным распределением
(рис. 2, колонка 1). Соединение (II) не накапли-
вается в цитоплазматической мембране клетки и
не проникает в ядро (рис. 2, колонка 1).

Для идентификации клеточных структур, на-
капливающих соединение (II), были проведены
исследования с использованием флуоресцентных
зондов клеточных органелл: LysoTracker Green
(LTG), родамина 123 (Rh123) и конъюгата транс-
феррина с красителем Oregon Green 488 (TOG488),
окрашивающих, соответственно, лизосомы, мито-
хондрии и эндосомы, содержащие рецептор транс-
феррина.

Исследования, выполненные методом ЛСКМ,
выявили, что наблюдаемое в клетках гранулярное
распределение соединения (II) отражает его пре-
имущественное накопление в лизосомах (рис. 2,
ряд А) и менее выраженное – в эндосомах
(рис. 2, ряд Б). Коэффициент солокализации со-
единения (II) с лизосомами составляет 0.7 ± 0.2,
а с эндосомами – 0.4 ± 0.1. В митохондриях клеток
А549 соединение (II) не накапливается (рис. 2,
ряд В). Коэффициент солокализации соединения
(II) с митохондриями не превышает 0.012 ± 0.002.
Данная внутриклеточная локализация сохраня-
лась в широком диапазоне концентраций соеди-
нения (II) (0.25–2 мкМ), с которыми инкубиро-
вали клетки, и ее характер не зависел от времени

инкубации клеток с соединением (II) в диапазоне
1–4 ч.

В то же время при увеличении концентрации
соединения (II) до 8–10 мкМ на изображениях,
полученных методом ЛСКМ, наблюдали преиму-
щественно диффузное внутриклеточное распре-
деление этого соединения с незначительным ко-
личеством гранул, отличных от митохондрий
(рис. 3). Наблюдавшееся концентрационно-зави-
симое изменение внутриклеточного распределе-
ния соединения (II), по-видимому, связано с фо-
тоиндуцированным повреждением лизосом в
процессе измерения изображений клеток мето-
дом ЛСКМ при высоких внутриклеточных кон-
центрациях фотосенсибилизатора (II). Разруше-
ние лизосом сопровождается вытеканием соеди-
нения (II) и его равномерным распределением по
цитоплазме. При этом в областях расположения
митохондрий не обнаружено увеличения флуорес-
ценции соединения (II), которое могло бы указы-
вать на усиленное связывание соединения (II) с
митохондриями (рис. 3б, 3в). В то же время мито-
хондрии в клетках меняют свою морфологию,
приобретая округлую форму вместо вытянутой
(рис. 3а, колонка 2), что подтверждает развитие
фотоцитотоксического эффекта и косвенно ука-
зывает на деполяризацию мембраны митохон-
дрий.

В условиях, когда соединение (II) почти рав-
номерно распределено по цитоплазме клетки, де-
лать заключение о его преимущественной лока-
лизации в каких-либо клеточных органеллах не
представляется корректным.

Внутриклеточное распределение соединения (II)
после фотодинамического воздействия на клетки.
Для проверки гипотезы о светоиндуцированном
перераспределении соединения (II) из лизосом в
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цитоплазму было исследовано внутриклеточное
распределение соединения (II) после облучения
светом клеток А549, прединкубированных с этим
соединением в низкой концентрации (0.3 мкМ).
Установлено, что световое облучение клеток, со-
держащих соединение (II), приводит к значи-
тельному уменьшению количества лизосом, в ко-
торых исходно накапливается соединение (II)
(рис. 4), а цитоплазматическое распределение со-
единения (II) становится практически однород-
ным (рис. 4, панель 1Б), как и в случае, представ-
ленном на рис. 3. Это указывает на фотоиндуци-
рованное повреждение лизосом, содержащих
соединение (II), и высвобождение соединения в
цитоплазму. Отметим, что распределение флуо-
ресцентного зонда лизосом LTG также становит-
ся диффузным, свидетельствуя об отсутствии ин-
тактных везикул с пониженным внутренним рН.

Учитывая гидрофобный характер соедине-
ния (II) и его агрегацию в полярном окружении с
полным тушением флуоресценции, наблюдаемое
диффузное распределение должно формировать-
ся в результате связывания соединения (II) с мем-
бранными структурами клетки, среди которых
могут быть мембраны ЭР, аппарата Гольджи и
митохондрий.

Полученный результат свидетельствует о том,
что диффузное распределение соединения (II) в
цитоплазме клеток следует рассматривать как ре-
зультат фотодинамического воздействия на клет-
ки, в которых исходно соединение (II) было лока-
лизовано преимущественно в лизосомах. Под-
черкнем, что фотоиндуцированное диффузное
распределение соединения (II) в клетках может
возникать и в процессе сканирования клеток лазе-
ром при исследованиях методом ЛСКМ (рис. 3).

Рис. 2. Определение клеточных органелл, в которых происходит преимущественное накопление соединения (II), ме-
тодом лазерной сканирующей конфокальной микроскопии. Клетки аденокарциномы легкого человека А549 инкуби-
ровали с 0.5 мкМ соединения (II) в течение 2 ч. Колонка 1 – внутриклеточное распределение соединения (II). Колонка 2 –
внутриклеточное распределение селективных зондов клеточных органелл: LTG, окрашивающих лизосомы (панель 2А);
ТOG488, окрашивающих эндосомы (панель 2Б); Rh123, окрашивающих митохондрии (панель 2В). Колонка 3 – нало-
жение изображений 1 и 2, желтый цвет указывает на солокализацию соединения (II) с селективным зондом. Масштаб-
ный отрезок – 5 мкм.
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Однако оно не отражает исходной картины на-
копления соединения (II) в клетках и не указыва-
ет на первичные клеточные мишени, которые
определяют механизм, лежащий в основе фото-
цитотоксичности соединения (II).

Спустя несколько десятков минут после облу-
чения клеток с соединением (II) в цитоплазме
клеток было обнаружено образование многочис-
ленных крупных вакуолей и перераспределение
соединения (II). В этих условиях наблюдалось
концентрирование соединения (II) в цитоплаз-
матической и ядерной мембранах, в мембранах,
ограничивающих образовавшиеся вакуоли, а так-
же в лизосомах, которые, по-видимому, вновь на-
чинали формироваться в поврежденных фотоди-
намическим воздействием, но еще живых клетках
(рис. 4, ряд В).

Формирование большого числа крупных ваку-
олей в цитоплазме без образования пузырей на

плазматической мембране, сжатия клеток и фраг-
ментации ядра – характеристичный признак раз-
вития запрограммированной гибели клеток по
механизму параптоза [28–30]. Опубликованные
данные свидетельствуют о том, что при ФДТ па-
раптоз активируется в результате интенсивного
фотодинамического повреждения ЭР, что в свою
очередь подразумевает связывание ФС с мембра-
нами ЭР [29, 30]. Можно заключить, что вторич-
ная мишень соединения (II), определяющая
дальнейшее развитие фотоцитотоксического эф-
фекта – мембраны ЭР, доступ к которым соеди-
нение (II) получает после фотоиндуцированного
высвобождения из лизосом.

Соединение (II) нацелено в митохондрии или в
лизосомы? Полученные нами данные о преиму-
щественно лизосомальном накоплении соедине-
ния (II) в клетках А549 и отсутствии накопления
в митохондриях противоречат выводам работы

Рис. 3. (а) – Изображения клеток аденокарциномы легкого человека А549, полученные методом лазерной сканирую-
щей конфокальной микроскопии. Клетки А549 инкубировали с 8 мкМ (ряд А) или 10 мкМ (ряд Б) соединения (II) в
течение 2 ч. За 10 мин до окончания инкубации к клеткам добавляли Rh123 в концентрации 50 мкг/л. Показано внут-
риклеточное распределение соединения (II) (колонка 1) и Rh123, флуоресцентного маркера митохондрий (колонка 2).
Колонка 3 – наложение изображений из колонок 1 и 2. Масштабный отрезок – 5 мкм. Диффузное распределение со-
единения (II) при высокой концентрации вызвано светоиндуцированным разрушением лизосом и высвобождением
из них соединения (II) в процессе измерения изображений; (б, в) – профили распределения интенсивностей флуорес-
ценции соединения (II) и Rh123 вдоль отмеченных на панели 2Б линий 1 (б) и 2 (в).

100
80
60
40
20

0
 2  1 3  
Расстояние, мкм

Rh123
(II)I ф

л,
 а

бс
. е

д.

(б)
100
80
60
40
20

0
2 41 3

Расстояние, мкм

Rh123
(II)I ф

л,
 а

бс
. е

д.
(в)

1 2 3

А

Б

(а)

1

2



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 5  2021

ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОР НА ОСНОВЕ ХЛОРИНА е6 627

Gao et al. [25] о нацеливании соединения (II) в
митохондрии за счет введения гуанидинового за-
местителя. Причина этого противоречия, по-ви-
димому, – ошибка авторов работы Gao et al. [25],
допущенная при анализе внутриклеточной лока-
лизации соединения (II). Внутриклеточное рас-
пределение соединения (II) на изображениях,
представленных в статье Gao et al. [25], имеет диф-
фузный характер, очень схожий с тем, что наблюда-
ется после облучения клеток (рис. 4, панель 1В), а
также при очень высоких концентрациях соеди-
нения (II), когда происходит его фотоиндуциро-
ванное перераспределение в процессе сканирова-
ния лазерным лучом под микроскопом (рис. 3).
При этом выводы о солокализации соединения
(II) с клеточными органеллами сделаны в статье
Gao et al. [25] на основе нетипичных диффузных
внутриклеточных распределений флуоресцент-
ных зондов клеточных органелл MitoTracker
Green и LysoTracker Blue. Очевидно, что некор-
ректно делать выводы о солокализации с клеточ-

ными органеллами в отсутствие характеристич-
ной картины их окрашивания: гранулярной для
лизосом, нитевидной или гранулярной, соответ-
ственно, для активных или деполяризованных
митохондрий.

Существует мнение, что введение положи-
тельно заряженного заместителя в гидрофобный
ФС способствует его накоплению в митохондри-
ях [18]. Однако результаты, представленные в на-
стоящей работе, и данные опубликованных ис-
следований свидетельствуют о том, что такого ро-
да модификация ФС во многих случаях не
приводит к нацеливанию катионных ФС на ми-
тохондрии, и они накапливаются в лизосомах и
других органеллах клетки, отличных от митохон-
дрий [16, 21, 31–33].

Механизмы фотодинамического действия со-
единения (II). Хотя одинаковая концентрация ФС
при накоплении в лизосомах дает заметно мень-
шую фотоцитотоксичность, чем при накоплении

Рис. 4. Изображения клеток аденокарциномы легкого человека А549, полученные методом лазерной сканирующей
конфокальной микроскопии. Клетки А549 инкубировали с 0.3 мкМ соединения (II) в течение 2 ч (ряд А), после чего
облучали галогенной лампой (световая доза 20 Дж/см2) (ряды Б, В). За 40 мин до окончания инкубации клеток с со-
единением (II) (ряды А, Б) или после облучения клеток (ряд В) к клеткам добавляли LTG в концентрации 50 нМ. По-
казано внутриклеточное распределение соединения (II) (колонка 1) и LTG, флуоресцентного маркера лизосом (ко-
лонка 2), без облучения (ряд А), сразу после облучения (ряд Б) и через 40 мин после облучения (ряд В). Колонка 3 –
наложение изображений из колонок 1 и 2. Масштабный отрезок – 5 мкм.
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ФС в ЭР, липидных каплях, аппарате Гольджи
или в митохондриях [11, 17, 21], соединение (II),
согласно работе Gao et al. [25], обладает высокой
фотоиндуцированной цитотоксичностью, вызы-
вая in vitro 50%-ную гибель клеток А549 при кон-
центрации 0.545 мкМ (световая доза 2 Дж/см2).
Соединение (II) вызывает эффективное торможе-
ние роста перевиваемой опухоли A549 у мышей при
дозе 0.15 мг/кг и полное прекращение ее роста при
0.4 мг/кг (световая доза 120 Дж/см2) [25].

Наши исследования показали, что при пер-
вичном накоплении соединения (II) в лизосомах
и эндосомах механизм фотоиндуцированной ци-
тотоксичности – как минимум двухстадийный.
На первой стадии облучение клеток светом вызы-
вает фотодинамическое повреждение лизосом с
выходом соединения (II) из лизосом в цитоплаз-
му. Вместе с соединением (II) из поврежденных
лизосом, очевидно, высвобождаются гидролити-
ческие ферменты, которые могут способствовать
развитию апоптоза, расщепляя в цитоплазме бе-
лок Bid до проапоптозного продукта tBit [34, 35].
Признаки развития апоптоза после ФДТ с соеди-
нением (II) были обнаружены в срезах опухоли
[25]. Разрушение лизосом, как полагают, затруд-
няет развитие аутофагии, которая может помо-
гать клеткам бороться с повреждениями, вызван-
ными ФДТ [30, 36].

На второй стадии соединение (II), получившее
после выхода из лизосом доступ к новым мише-
ням в цитоплазме, вызывает каскад фотоиндуциро-
ванных повреждений, которые по морфологиче-
ским признакам приводят к развитию параптоза.
Как отмечалось выше, мишенями гидрофобного
соединения (II) в цитоплазме могут быть различные
мембранные структуры, включая ЭР. Именно фо-
тоиндуцированное повреждение ЭР, как полага-
ют, запускает параптоз при ФДТ, способствуя ги-
бели опухолевых клеток даже с блокированным
развитием апоптоза [30].

Изменения, обнаруженные нами во внутри-
клеточной локализации соединения (II) при раз-
витии пароптоза, выявили дополнительные по-
тенциальные мишени его действия – плазматиче-
скую и ядерную мембраны, а также мембраны
вакуолей. Эти мишени могут быть задействованы
на третьей стадии фотоиндуцированного воздей-
ствия в случае быстрого развития параптоза в
процессе облучения или при повторном сеансе
облучения, проводимом с задержкой, для полно-
ценного развития параптоза и соответствующих
изменений в локализации соединения (II).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез метилового эфира аминоэтиламида фео-
форбида а. Соединение (I) получали по методике
Gao et al. [25], действуя на исходный метиловый

эфир феофорбида а избытком 1,2-диаминоэтана
при добавлении основания диизопропилэтил-
амина (ДИПЭА).

Синтез диметилового эфира 131-[2-(гуаниди-
нил)этиламино]хлорина e6. К 70 мг аминоэтилами-
да метилового эфира феофорбида а, растворен-
ного в 3 мл диметилсульфоксида (ДМСО), добав-
ляли 130 мг пиразол-1Н-карбоксиамидина и
15 мкл ДИПЭА для придания основности среде.
Реакцию проводили в течение 8 ч при интенсив-
ном перемешивании при 60°С в инертной среде
аргона с обратным холодильником. Ход реакции
контролировали спектрофотометрически и хро-
матографически. Из реакционной смеси целевой
продукт выделяли при помощи жидкостной экс-
тракции в системе дистиллированная вода/хло-
роформ. Экстракт сушили над безводным суль-
фатом натрия, а затем растворитель удаляли при
пониженном давлении на роторном испарителе.
Целевой продукт очищали от родственных при-
месей методом колоночной хроматографии, ис-
пользуя в качестве элюента смесь хлороформа и
метилового спирта. Соединение было получено в
количестве 54 мг. Выход составил 77%. Хромато-
графию в тонком слое осуществляли на пластин-
ках Kieselgel 60 F254 (Merck, Германия) 20 × 20 мм
с толщиной слоя сорбента 1 мм.

Масс-спектры получены на времяпролетном
масс-спектрометре Ultraflex (Bruker, Германия)
методом матрично-активированной лазерной де-
сорбции и ионизации (MALDI) с использовани-
ем в качестве матрицы дигидроксибензола. ЯМР
регистрировали в дейтерохлороформе на спек-
трометре DPX-300 (Bruker, Германия) с рабочей
частотой 300 МГц.

ЯМР-спектроскопия соединения (I). 1H-ЯМР
(300 МГц, СDCl3, δ, м.д., J, Гц): 9.67 (Н, с, 10-Н),
9.62 (Н, с, 5-Н), 8.82 (1Н, с, 20-Н), 8.04 (H, дд,
J 17.8, 11.5, 31-Н), 6.93 (H, т, J 5.2, 132 -NH), 6.30
(H, дд, J 17.8, 1.4, Е-32-Н), 6.08 (Н, дд, J 11.5, 1.4,
Z-32-Н), 5.53 (Н, д, J 18.9, 15-СН2

а), 5.26 (Н, д,
J 18.9, 15-СН2

b), 4.48 (Н, м, 18-Н), 4.36 (Н, м, 17-Н),
3.82 (2H, м, 81-СН2), 3.77 (3Н, с, 152-СОOСН3),
3.63 (3Н, с, 121-СН3), 3.49 (3Н, с, 173-СОOСН3),
3.47 (3Н, с, 21-СН3), 3.48 (2H, м, 133-CH2), 3.29
(3Н, с, 71-СН3), 2.71 (2Н, м, 134-СН2), 2.55 (Н, м,
172-СН2

а), 2.24 (Н, м, 171-СН2
а), 2.19 (Н, м, 172-СН2

b),
1.8 (Н, м, 171-СН2

b), 1.72 (3H, д, J 7.1, 181-CH3),
1.69 (3H, т, J 7.6, 82-СН3), –1.63 (Н, шир.с, I-NH),
–1.86 (Н, шир.с, III-NH).

13C-ЯМР (300 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 174 (С, с,
152-С), 173.7 (С, с, 173-С), 169 (С, с, 131-С), 168.8
(С, с, 19-С), 166.7 (С, с, 16-С), 154 (С, с, 6-С), 149
(С, с, 9-С), 144.8 (С, с, 8-С), 138.8 (С, с, 2-С), 136
(С, с, 7-С), 135.2 (С, с, 4-С), 134.8 (С, с, 12-С),
134.6 (С, с, 14-С), 134,4 (С, с, 3-С), 130.1 (С, с, 11-С),
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129.9 (С, с, 1-С), 129.2 (С, с, 31-С), 128.3 (С, с,13-С),
121.5 (С, с, 32-С), 102.3 (С, с, 15-С), 101.3 (С, с, 10-С),
98.8 (С, с, 5-С), 93.7 (С, с, 20-С), 53.2 (С, с, 17-С),
52.2 (С, с, 174-С), 49.3 (С, с, 18-С), 39.7 (С, с, 134-C),
37.7 (С, с, 151-С), 31.7 (С, с, 172-С), 31.3 (С, с, 171-С),
29.7 (С, с, 133-C), 23.1 (С, с, 181-С), 19.7 (С, с, 81-С),
17.9 (С, с, 82-С), 12.4 (С, с, 21-С), 11.9 (С, с, 121-С),
11.3 (С, с, 71-С)

ЯМР-спектроскопия соединения (II). 1Н-ЯМР
(300 МГц, СDCl3, δ, м.д., J, Гц): 9.68 (Н, с, 10-Н),
9.63 (Н, c, 5-Н), 9.41 (3H, шир.с, 137-NH2, 138-NH),
8.81 (Н, с, 20-Н), 8.07 (H, дд, J 17.8, 11.5, 31-Н), 7.40
(Н, м, 135-NH), 6.98 (H, т, J 5.2, 132-NH), 6.33 (H, дд,
J 17.8,1.4, Е-32-Н), 6.11 (Н, дд, J 11.5, 1.4, Z-32-Н), 5.55
(Н, д, J 18.9, 15-СН2

а), 5.25 (Н, д, J 18.9, 15-СН2
b),

4.47 (Н, м, 18-Н), 4.35 (Н, м, 17-Н), 3.80 (2H, м,
81-СН2), 3.79 (3Н, с, 152-СОOСН3), 3.61 (3Н, с,
121-СН3), 3.54 (3Н, с, 173-СОOСН3), 3.49 (3Н, с,
21-СН3), 3.48 (2H, м, 133-CH2), 3.30 (3Н, с, 71-СН3),
2.78 (2Н, м, 134-СН2), 2.53 (Н, м, 172-СН2

а), 2.23
(Н, м, 171-СН2

а), 2.17 (Н, м, 172-СН2
b), 1.81 (Н, м,

171-СН2
b), 1.70 (3H, д, J 7.1, 18-CH3), 1.62 (3H, т,

J 7.6, 82-СН3), –1.63 (Н, шир.с, I-NH), –1.85 (Н,
шир.с, III-NH).

13С-ЯМР (300 МГц, CDCl3, δ, м.д.): 173.8 (С, с,
152-С), 173.6 (С, с, 173-С), 168.9 (С, с, 131-С), 168.3
(С, с, 19-С), 167.1 (С, с, 16-С), 156.8 (С, с, 136-С),
153.7 (С, с, 6-С), 148.9 (С, с, 9-С), 144.6 (С, с, 8-С),
138.7 (С, с, 2-С), 135.9 (С, с, 7-С), 135.1 (С, с, 4-С),
134.3 (С, с, 12-С), 134.2 (С, с, 3-С), 129.9 (С, с, 11-С),
129.7 (С, с, 1-С), 128.5 (С, с, 31-С), 127.5 (С, с,13-С),
121.2 (С, с, 32-С), 102.1 (С, с, 15-С), 101.4 (С, с, 10-С),
98.6 (С, с, 5-С), 93.8 (С, с, 20-С), 53.1 (С, с, 17-С), 51.9
(С, с, 174-С), 49,3 (С, с, 18-С), 38.9 (С, с, 134-С), 37.4
(С, с, 151-С), 32.1 (C, с, 172-C), 31.3 (С, с, 171-С),
29.6 (С, с, 133-C), 23.8 (С, с, 181-С), 19.4 (С, с, 81-С),
17.8 (С, с, 82-С), 11.9 (С, с, 21-С), 11.3 (С, с, 121-С),
10.9 (С, с, 71-С).

Масс-спектрометрия соединения (II). MALDI,
m/z: 709.0 (M+).

Реагенты. В экспериментах использовали фос-
фатно-солевой буфер (рН 7.4), глутамин и среду
DМЕМ/F12 (ПанЭко, Россия); эмбриональную
телячью сыворотку HyClone defined (GE Health-
care Life Sciences, США); CrEL и Rh123 (Sigma,
США); LTG и TOG488 (Invitrogen, США).

Стоковый раствор соединения (II) с концен-
трацией 1 мМ готовили втиранием сухой навески
в CrEL с дальнейшим доведением фосфатным бу-
фером (рН 7.4) до конечного объема. Концентра-
ция CrEL в стоковом растворе составила 5%.

Эксперименты на культуре клеток А549. Клетки
аденокарциномы легкого человека А549 (получе-
ны из коллекции клеток Института вирусологии

им. Д.И. Ивановского) выращивали в среде
DМЕМ/F12 с добавлением 10% эмбриональной
телячьей сыворотки и 2 мМ глутамина. Пересевы
клеток проводили 2 раза в неделю. Клетки на ло-
гарифмической фазе роста отсевали на покров-
ные стекла в 24-луночные планшеты в концен-
трации 5 × 105 клеток на лунку и выращивали сут-
ки при 37°C, 5% СО2.

В экспериментах по изучению внутриклеточ-
ной локализации соединения (II) клетки инкуби-
ровали с исследуемым соединением (0.25–10 мкМ)
в течение 1–4 ч с внесением в среду в конце инку-
бации одного из флуоресцентных зондов: LTG
(50 нМ, 40 мин), TOG488 (50 мкг/мл, 30 мин) или
Rh123 (50 мкг/л, 10 мин).

При исследовании внутриклеточного распре-
деления соединения (II) после фотодинамиче-
ского воздействия клетки А549 инкубировали с
0.3 мкМ соединения (II) в течение 2 ч. Далее клет-
ки облучали 15 мин с помощью галогеновой лам-
пы (500 Вт) через водный фильтр толщиной 5 см
и широкополосный фильтр КС-13 с пропускани-
ем 660–1000 нм. Плотность мощности света состав-
ляла 10–12 мВт/см2 (световая доза 20 Дж/см2). Флу-
оресцентный маркер лизосом LTG добавляли к
клеткам в концентрации 50 нМ либо за 40 мин до
облучения клеток, либо сразу после облучения.
Внутриклеточное распределение соединения (II)
анализировали методом ЛСКМ сразу после облу-
чения клеток и через 40 мин.

Внутриклеточное распределение соединения
(II) и его солокализацию с клеточными органел-
лами изучали с помощью конфокального лазер-
ного сканирующего микроскопа Leica-SP2 (Lei-
ca, Германия). Конфокальные флуоресцентные
изображения были получены с использованием
водно-иммерсионного объектива 63×/1.2 HCX
PL APO с латеральным и аксиальным разрешени-
ем 0.25 и 0.7 мкм соответственно. Флуоресцен-
цию соединения (II) возбуждали лазером с дли-
ной волны 633 нм и регистрировали в диапазоне
650–800 нм. Флуоресценцию красителей LTG,
TOG488 и Rh123 возбуждали лазером с длиной
волны 488 нм и регистрировали в диапазоне 500–
600 нм. В контрольных экспериментах подтвер-
ждено, что при используемых параметрах измере-
ний сигнал флуоресценции красителей LTG,
TOG488 и Rh123 в спектральной области 650–800 нм
(диапазон измерения флуоресценции соедине-
ния (II)) не регистрируется. Для оценки солока-
лизации соединения (II) с органеллами получен-
ные изображения распределения соединения (II)
и флуоресцентного зонда органелл совмещали в
программе ImageJ (National Institute of Health,
США), а также рассчитывали коэффициенты со-
локализации, используя встроенную функцию
этой программы.
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ЕФРЕМЕНКО и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования показали, что вы-

сокая фотоиндуцированная цитотоксичность со-
единения (II) для раковых клеток in vitro и in vivo
[25] определяется воздействием на несколько
внутриклеточных мишеней, доступ к которым
меняется в процессе облучения клеток светом.
Преимущественное накопление соединения (II)
в лизосомах и частично в эндосомах создает осно-
ву для повреждения этих везикул на начальном
этапе фотодинамического воздействия, которое
сопровождается неизбирательным внутриклеточ-
ным перераспределением соединения (II) в раз-
личные мембранные структуры. Эти структуры
становятся следующими мишенями для фотосен-
сибилизатора (II), а их повреждение (в первую
очередь, по-видимому, повреждение мембран
ЭР) по выявленным признакам вызывает разви-
тие параптоза. При этом наблюдается усиленное
накопление соединения (II) в мембранах образу-
ющихся вакуолей, в ядерной и цитоплазматиче-
ской мембранах и в лизосомах, которые в свою
очередь становятся предпочтительными мишеня-
ми усиленного фотодинамического воздействия.
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Intracellular Localization and Mechanisms of Photodynamic Action of Dimethyl Ether 
of 131-[2-(Guanidinyl)Ethylamino]Chlorin e6
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It was found that the photosensitizer dimethyl ether of 131-[2-(guanidinyl)ethylamino]chlorin e6 accumulates
mainly in lysosomes, partially in endosomes, and does not accumulate in the mitochondria of human lung
adenocarcinoma A549 cells. The primary photocytotoxic effect of the photosensitizer is associated with
damage of lysosomes and its release in cytoplasm. In cytoplasm, a uniform distribution of the photosensitizer
is formed in complexes with membrane structures that are secondary targets of its photoinduced action.
Time-dependent morphological signs of paraptosis development were found, which indicate to photodyna-
mic damage of endoplasmic reticulum as a secondary mechanism of photocytotoxic action of the photosen-
sitizer. At this stage, there is another change in the potential cellular targets of the photosensitizer: it is con-
centrated in the cytoplasmic and nuclear membranes, in the membranes of numerous vacuoles, as well as in
lysosomes, which, apparently, continue to form during the development of paroptosis. Thus, the studied de-
rivative of chlorin e6, as a representative of hydrophobic photosensitizers with intracellular targeting of lyso-
somes, has a two- or three-stage mechanism of photodynamic action with a sequential change in the cellular
targets.

Keywords: photosensitizer, photodynamic therapy, intracellular localization, cell organelles, fluorophore, laser
scanning confocal microscopy
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ВЛИЯНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ КОНЪЮГАТОВ АНТИГЕНОВ БЦЖ 
И ДЕРИВАТОВ БЕТУЛИНА НА ИММУННЫЕ РЕАКЦИИ 
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Представлены результаты оценки иммуностимулирующих свойств конъюгатов на основе антиге-
нов вакцинного штамма БЦЖ с производными бетулина. Эксперименты проводили на морских
свинках линии агути (n = 20). Животных опытных групп (n = 5) иммунизировали противотуберку-
лезными препаратами: 1-я группа – антигенами вакцинного штамма БЦЖ, конъюгированными с
бетулиновой кислотой; 2-я группа – антигенами БЦЖ, конъюгированными с бетулоновой кисло-
той; 3-я группа – вакциной БЦЖ. Животным контрольной группы (n = 5) вводили физиологиче-
ский раствор. На 30-е сут после введения противотуберкулезных препаратов всех животных инфи-
цировали вирулентной культурой Mycobacterium bovis (штамм 8). Отбор проб крови для оценки им-
мунного статуса проводили на 30-е сут после введения препаратов и 30-е сут после инфицирования
M. bovis. Установлено, что сконструированные конъюгаты оказывали иммуностимулирующее дей-
ствие, которое характеризовалось увеличением в 1.7–3.8 раза числа иммунокомпетентных клеток, а
также усилением функциональной активности нейтрофилов, наиболее выраженное у морских сви-
нок 2-й группы. После инфицирования M. bovis такие ключевые параметры иммунной системы, как
содержание Т-лимфоцитов и активность ферментной (миелопероксидаза) и неферментной (кати-
онные белки) бактерицидных систем нейтрофильных гранулоцитов, были в значительной степени
увеличены у морских свинок 2-й и 3-й групп, что свидетельствовало о наиболее высокой противо-
туберкулезной активности препаратов, введенных этим животным. Через 45 сут после инфициро-
вания M. bovis морские свинки были подвергнуты эвтаназии. Последующие патологоанатомиче-
ские исследования подтвердили, что конъюгат на основе вакцинного штамма с бетулоновой кисло-
той и вакцина БЦЖ индуцируют выраженную устойчивость к патогенным микобактериям.
Создаваемый этими препаратами индекс защиты находился приблизительно на одном уровне и со-
ставил 66 и 71% соответственно.

Ключевые слова: бетулиновая кислота, бетулоновая кислота, вакцина БЦЖ, конъюгаты, туберкулез,
морские свинки
DOI: 10.31857/S013234232104014X

ВВЕДЕНИЕ
В последние десятилетия все большее внима-

ние исследователей привлекают природные био-
активные соединения. Одну из лидирующих по-
зиций в ряду таких соединений занимает пента-
циклический тритерпеновый спирт бетулин (I) и

его дериваты: бетулоновая (II) и бетулиновая (III)
кислоты (схема 1), а также их производные [1].
Многочисленными зарубежными и российскими
исследованиями доказана высокая биологиче-
ская активность бетулина, которая реализуется
через ферментативные механизмы (воздействие
на активность ферментов) и управляет количе-
ством ферментов в клетке организма (путем их
синтеза и распада). При выраженной биологиче-
ской активности бетулин характеризуется пол-
ным отсутствием токсичности. К основным его
свойствам относятся: гепатопротекторное, желче-
гонное, антилитогенное, антиоксидантное, про-
тивовоспалительное, противоопухолевое, проти-

Сокращения: БЦЖ – бацилла Кальметта–Герена (БЦЖ,
BCG); НСТ-тест – тест с нитросиним тетразолием;
СЦК МПО – средний цитохимический коэффициент ак-
тивности миелопероксидазы; СЦК ЛКБ – средний цито-
химический коэффициент содержания лизосомальных ка-
тионных белков.

# Автор для связи: (тел.: +7 (951) 408-34-21; эл. почта:
vvs-76@list.ru).

УДК 619:612.017+636.91
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вовирусное, иммуномодуляторное, гиполипиде-
мическое, гастропротекторное, антисептическое,
антимутагенное [2–4]. Помимо наличия разнооб-
разной биологической активности, бетулин, так
же как и другие лупановые тритерпеноиды, не об-
ладает аллергенным, канцерогенным, кожнораз-
дражающим, кумулятивным, мутагенным, сенси-
билизирующим и эмбриотоксическим действи-
ем, имеет очень низкую токсичность (бетулин
относится к IV классу опасности веществ, LD50 =
= 9000 мг/кг) [1].

Схема 1. Структурные формулы бетулина (I) и его де-
риватов: бетулоновой (II) и бетулиновой (III) кислот.

Бетулоновая кислота (II) – продукт окисления
бетулина и важное соединение в синтезе высоко-
активных тритерпенов лупанового ряда (в том
числе бетулиновой кислоты) и их тритерпенои-
дов (например, аллобетулона).

Бетулиновая кислота (3β-гидрокси-луп-
20(29)-ен-28-овая кислота) (III) привлекает в по-
следнее десятилетие внимание многих исследо-
вателей в связи с обнаружением у нее ряда полез-
ных биологических свойств. Так, бетулиновая
кислота (III) обладает выраженной противоопу-
холевой активностью [2, 5] и противовоспали-
тельными свойствами [6]. В 1994 г. была обнару-
жена анти-ВИЧ-активность бетулиновой кисло-
ты [7, 8], что послужило мощным стимулом для
синтеза ее производных.

Несмотря на множество публикаций по иссле-
дованиям активности бетулина и его дериватов
(II), (III), сведения о каких-либо положительных
результатах их применения в тестах in vivo практи-
чески отсутствуют.

Ранее в исследованиях на животных было по-
казано положительное влияние бетулина на об-
мен веществ у собак [9], иммуностимулирующее
воздействие на организм телят [10] и иммунную
систему птиц [11]. Разработаны и испытаны в экс-
периментальных исследованиях различные схе-
мы применения бетулина для повышения специ-
фической и неспецифической резистентности
цыплят-бройлеров при вакцинациях, изучено его

R3

(I)  R1 = OH, R2 = H, R3 = CH2OH
(II)  R1 + R2 = O, R3 = COOH
(III)  R1 = OH, R2 = H, R3 = COOH

R1

R2

влияние на обмен веществ и продуктивность [12].
В испытаниях авторы применяли в основном экс-
тракт, содержащий ~70% бетулина.

Туберкулез крупного рогатого скота, несмотря
на существенное снижение распространения, по-
прежнему – серьезная проблема. Для некоторых
регионов разных стран мира инфекция все еще
остается эндемичной [13–16], поэтому важность
разработки эффективных и безопасных специфи-
ческих препаратов для борьбы с этим заболевани-
ем неоспорима.

К настоящему времени разработан ряд проти-
вотуберкулезных препаратов для крупного рога-
того скота с новыми аттенуированными штамма-
ми микобактерий, а также субъединичные вакци-
ны [17, 18]. Развитие этого направления в
основном сосредоточено на создании новых пре-
паратов, способных заменить бациллу Кальмет-
та–Герена (БЦЖ), а также бустерных вакцин, не-
обходимых для усиления или пролонгации за-
щитных эффектов БЦЖ и улучшения ее
иммуногенности [19].

Из целого ряда концепций конструирования
безопасных вакцин заслуживает внимание конъ-
югация иммуногенной фракции, выделенной из
вакцинных бактерий, с матрицей, формирующей
в организме животного депо специфического им-
муногена. В системе иммунитета данный ком-
плекс предположительно имитирует живую вак-
цину, а именно способствует накоплению значи-
тельного количества клеток иммунной памяти,
которые в дальнейшем и обеспечивают защиту
животного от возбудителя [20]. На основе такого
принципа создания иммуногенов были сконстру-
ированы препараты из отдельных фракций разру-
шенной ультразвуком культуры БЦЖ, конъюги-
рованной с целлюлозной матрицей, а также с
синтетическими полиэлектролитами [21, 22].

Дальнейшее совершенствование изготовления
специфических препаратов по этому принципу
возможно с помощью поиска новых эффектив-
ных средств с адъювантными свойствами, спо-
собных повысить иммуногенность вакцин, а так-
же снизить их токсичность. Из такого рода веществ
особое внимание привлекает бетулин, содержа-
щийся в экстракте бересты (внешней части коры
березы). Некоторыми исследователями показана
перспективность применения бетулина в качестве
адъюванта вакцинных препаратов [23, 24].

Цель данной работы – изучение иммуности-
мулирующих свойств препаратов, изготовленных
на основе антигенов вакцинного штамма БЦЖ и
дериватов бетулина.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Задачи исследования – выделение из бересты

основного компонента – тритерпенового спирта
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бетулина (I) и осуществление химической моди-
фикации до бетулоновой (II) и бетулиновой (III)
кислот по описанным литературным методикам.
На основе полученных бетулоновой (II) и бетули-
новой (III) кислот в качестве корпускулярных
адъювантов и антигенов вакцинного штамма
БЦЖ мы получили соответствующие конъюгаты
для последующего исследования, а также прове-
ли оценку реакций клеточного иммунитета на
введение морским свинкам вновь сконструиро-
ванных конъюгатов до и после эксперименталь-
ного инфицирования животных вирулентной
культурой Mycobacterium bovis (возбудитель тубер-
кулеза у крупного рогатого скота).

Экстракция бетулина и синтез его дериватов.
Способы извлечения бетулина из коры березы,
растворители для экстракции, зависимость ско-
рости извлечения бетулина от степени измельче-

ния и других параметров широко обсуждены в ли-
тературе [1, 25].

Для выделения бетулина (I) применяли экс-
трагирование этанолом измельченной бересты в
аппарате Сокслета (подробности приведены в
“Эксперим. части”).

Необходимые для дальнейших испытаний де-
риваты бетулина – бетулоновая (II) и бетулино-
вая (III) кислоты – были получены из выделенно-
го неочищенного бетулина по известным методи-
кам [26–29]. Литературный поиск показал, что
лучше всего идет окисление бетулина (схема 2) с
применением в качестве окислителя реактива
Джонса (раствор оксида хрома в серной кислоте)
[28]. Температура плавления и спектральные ха-
рактеристики полученной бетулоновой кислоты
(II) совпали с литературными данными [28].

Схема 2. Окисление бетулина (I) до бетулоновой кислоты (II).

Имеющаяся в составе экстракта бетулина при-
родная бетулиновая кислота (III) находится в при-
месных концентрациях (не более 1%), что создает
огромные трудности в ее выделении и полноцен-
ном использовании. Более эффективный подход –
получение кислоты (III) синтетическим способом
из бетулина и далее бетулоновой кислоты (II). При
этом значительно повышается суммарный выход
бетулиновой кислоты с сохранением 3β-эпимера,

характерного для биологически активного природ-
ного изомера бетулиновой кислоты.

Выходы при восстановлении бетулоновой
кислоты (II) боргидридом натрия (схема 3) варьи-
руются до 90%. При проведении восстановления
в 2-пропаноле образуется небольшое количество
3α-эпимера (до 5%), который легко удаляется с
помощью перекристаллизации [28].

Схема 3. Восстановление бетулоновой кислоты (II) до бетулиновой кислоты (III).

Температура плавления и спектральные харак-
теристики полученной бетулиновой кислоты (III)
совпали с литературными данными [28].

Получение экспериментальных конъюгатов. Из
вакцинного штамма БЦЖ получали антигенные
комплексы, доводили в них концентрацию белка
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до 1000 мкг/мл, затем добавляли бетулоновую
кислоту (II) из расчета 500 мкг/мл и размешивали
смесь до полного растворения при комнатной
температуре. По аналогичной схеме получали
конъюгат антигенов БЦЖ с бетулиновой кисло-
той (III).

Иммунные реакции на введение эксперимен-
тальных конъюгатов морским свинкам. Оценку им-
муностимулирующих свойств конъюгатов анти-
генов вакцинного штамма БЦЖ с производными
бетулина проводили на морских свинках линии
агути (n = 20). Животных опытных групп (n = 5)
иммунизировали противотуберкулезными препа-
ратами: 1-я группа – антигенами вакцинного
штамма БЦЖ, конъюгированными с бетулино-
вой кислотой (III); 2-я группа – антигенами
БЦЖ, конъюгированными с бетулоновой кисло-
той (II); 3-я группа – вакциной БЦЖ. Животным
контрольной группы (n = 5) вводили физиологи-
ческий раствор.

На 29-е сут после иммунизации противотубер-
кулезными препаратами животным внутрикожно
вводили туберкулин. Аллергическая реакция раз-
вивалась только у морских свинок, иммунизиро-
ванных вакциной БЦЖ; диаметр припухлости
кожи составил 8.8 ± 1.2 мм.

Через 30 сут после введения противотуберку-
лезных препаратов проводили отбор проб крови
для оценки иммунных реакций: определения

числа иммунокомпетентных клеток в абсолют-
ном содержании (×109/л) и функциональной ак-
тивности нейтрофилов, включающей оценку
кислород-зависимых (тест с нитросиним тетразо-
лием, определение миелопероксидазы) и кисло-
род-независимых (содержание лизосомально-ка-
тионных белков) механизмов бактерицидной си-
стемы. Описание иммунного статуса животных
опытных групп проводили в сравнении с особями
контрольной группы.

Анализ параметров иммунной системы на
30-е сут после введения противотуберкулезных
препаратов (табл. 1) показал, что у морских сви-
нок всех опытных групп наблюдалось достовер-
ное увеличение числа лейкоцитов. Так, относи-
тельно контрольной группы концентрация белых
клеток крови у животных, вакцинированных
БЦЖ, возросла на 80%, а после обработки ком-
плексом антигенов БЦЖ с кислотами (II) и (III) –
на 28.2 и 41.2% соответственно.

Идентичные изменения показателей отмече-
ны в абсолютном содержании лимфоцитов. Сред-
ние значения этого параметра у животных опыт-
ных групп были увеличены относительно кон-
трольной группы на 46–56% (р < 0.05). Кроме
того, наблюдалось достоверное повышение кон-
центрации нейтрофилов у морских свинок, им-
мунизированных БЦЖ и конъюгатом антигенов
БЦЖ с кислотой (III) – в 2.1 раза (р < 0.01) и

Таблица 1. Иммунологические параметры крови морских свинок на 30-е сут после введения противотуберкулез-
ных препаратов

* р < 0.05. ** р < 0.01. *** р < 0.001. Обозначения: НСТ-тест – тест с нитросиним тетразолием; СЦК ЛКБ – средний цитохи-
мический коэффициент содержания лизосомальных катионных белков, СЦК МПО – средний цитохимический коэффици-
ент активности миелопероксидазы. Данные приведены в виде средних значений ± s.d.

Показатель Контроль

Опытные группы

1-я группа
(конъюгат 

антигенов БЦЖ 
с бетулиновой 
кислотой (III))

2-я группа 
(конъюгат 

антигенов БЦЖ 
с бетулоновой 
кислотой (II))

3-я группа
(вакцина БЦЖ)

Лейкоциты, ×109/л 6.60 ± 0.34 9.32 ± 1.05* 8.46 ± 0.62* 11.90 ± 0.94**

Лимфоциты, ×109/л 4.14 ± 0.27 6.06 ± 0.71* 6.45 ± 0.46** 6.87 ± 0.72**

Нейтрофилы, ×109/л 2.06 ± 0.15 3.03 ± 0.29* 1.71 ± 0.21 4.24 ± 0.49**

Т-лимфоциты, ×109/л 0.68 ± 0.07 1.16 ± 0.17* 2.14 ± 0.26** 1.30 ± 0.22*

В-лимфоциты, ×109/л 1.13 ± 0.15 2.26 ± 0.26** 1.92 ± 0.09** 1.45 ± 0.14

Цитотоксические Т-лимфоциты, ×109/л 0.56 ± 0.13 1.54 ± 0.23** 2.14 ± 0.30** 1.67 ± 0.16**
НСТ-тест, спонт., ед. опт. пл. 0.73 ± 0.03 0.90 ± 0.07 0.59 ± 0.05* 0.78 ± 0.03
НСТ-тест, стимулир., ед. опт. пл. 0.95 ± 0.02 0.94 ± 0.05 1.11 ± 0.03** 1.00 ± 0.06
Функциональный резерв нейтрофилов, у.е. 1.31 ± 0.08 1.05 ± 0.03* 1.95 ± 0.24* 1.28 ± 0.10
СЦК ЛКБ, у.е. 1.08 ± 0.07 1.42 ± 0.12* 1.53 ± 0.04*** 0.97 ± 0.03
СЦК МПО, у.е. 0.72 ± 0.07 0.90 ± 0.09 0.97 ± 0.08 0.79 ± 0.09



636

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 5  2021

КОШКИН и др.

1.5 раза (р < 0.05) соответственно. Следует отме-
тить, что после введения конъюгата антигенов
БЦЖ с кислотой (II), напротив, прослеживалась
тенденция к некоторому снижению количества
нейтрофилов.

Рост числа лимфоидных клеток происходил за
счет всех популяций. Так, по сравнению с кон-
тролем в группе животных, иммунизированных
конъюгатами антигенов БЦЖ с кислотами (II) и
(III), концентрация Т-лимфоцитов возросла с
высокой степенью достоверности в 3.1 и 1.7 раза,
В-лимфоцитов – в 1.7 и 2 раза, цитотоксических
Т-лимфоцитов – в 3.8 и 2.8 раза соответственно.
Вакцинация БЦЖ также способствовала проли-
ферации иммунокомпетентных клеток, особенно
это касалось Т-лимфоцитов и цитотоксических
Т-лимфоцитов.

Действие противотуберкулезных препаратов
на генерацию активных форм кислорода, в том
числе перекиси водорода, носило преимуще-
ственно стимулирующий характер, хотя оно не
оказывало статистически значимого влияния на
показатели тетразолиевой (НСТ-тест) и перокси-
дазной активности (СЦК МПО). Исключения –
особи, иммунизированные конъюгатом антиге-
нов БЦЖ с кислотой (II), у которых отмечалось
достоверное снижение спонтанной на 19.2% (р <
< 0.05) и повышение индуцированной НСТ-ак-
тивности на 16.8% (р < 0.01) относительно кон-
трольной группы. Вследствие таких изменений у
животных 2-й группы также был существенно
увеличен функциональный резерв нейтрофилов
(на 48.9%), отражающий эффекторный потенци-
ал системы фагоцитоза. В то же время у морских
свинок, иммунизированных конъюгатом антигенов
БЦЖ с кислотой (III), резервная активность ней-
трофилов, напротив, была снижена на 19.8% (р <
< 0.05), а у животных, иммунизированных БЦЖ,
находилась приблизительно на одном уровне с кон-
трольной группой.

Неодинаковую тенденцию изменений наблю-
дали при исследовании другого важного компо-
нента микробицидной системы лейкоцитов – ка-
тионных белков. В частности, с помощью цитохи-
мического коэффициента выявлены следующие
отличия: введение вакцины БЦЖ сопровождалось
незначительным снижением активности катион-
ных белков, тогда как иммунизация конъюгатами
на основе антигенов БЦЖ с кислотами (II) и (III) –
существенным увеличением относительно кон-
троля: их уровень вырос, соответственно, в 1.4 и
1.3 раза относительно контрольной группы жи-
вотных.

Таким образом, введение морским свинкам
изучаемых противотуберкулезных препаратов –
конъюгатов на основе антигенов БЦЖ с кислота-
ми (II), (III) и вакцины БЦЖ – оказывало имму-
ностимулирующее действие, которое проявлялось

в увеличении числа иммунокомпетентных клеток,
а также усилении функциональной активности
нейтрофилов разной степени выраженности.

Иммунные реакции на инфицирование M. bovis
морских свинок, иммунизированных эксперимен-
тальными конъюгатами. На 30-е сут после имму-
низации противотуберкулезными препаратами
животных контрольной и опытных групп инфици-
ровали вирулентной культурой M. bovis (штамм 8).

На 29-е сут после инфицирования животным
внутрикожно вводили туберкулин. Наиболее вы-
раженное образование припухлости кожи отме-
чено у морских свинок контрольной группы –
диаметром 9.2 ± 0.58 мм, затем у иммунизирован-
ных БЦЖ – 7.0 ± 1.3 мм. Интенсивность кожной
реакции у животных, иммунизированных конъ-
югатами антигенов БЦЖ с кислотами (II) и (III),
была ниже – диаметр припухлости кожи соста-
вил, соответственно, 5.4 ± 1.53 и 5.6 ± 0.6 мм.

Через 30 сут после инфицирования M. bovis у
морских свинок проводили отбор проб крови для
оценки иммунных реакций по тем же показате-
лям, которые были использованы в предыдущий
срок исследования (табл. 2).

Иммунологическая перестройка на 30-е сут
после инфицирования M. bovis у морских свинок,
иммунизированных конъюгатами на основе ан-
тигенов БЦЖ с кислотами (II) и (III), сопровож-
далась снижением числа лейкоцитов, соответ-
ственно, на 35.6 и 33.6% (р < 0.001), лимфоцитов –
на 39.8 и 36.9% (р < 0.001) и нейтрофилов – на 14.3
и 16.8% (р < 0.01) относительно соответствующих
значений у животных контрольной группы. Сле-
дует отметить, что введение M. bovis особям, вак-
цинированным БЦЖ, не оказывало статистиче-
ски значимого влияния на указанные показатели,
хотя и прослеживалась тенденция к их повыше-
нию.

Снижение концентрации лимфоидных клеток
после экспериментального заражения морских
свинок, иммунизированных конъюгатами анти-
генов БЦЖ с кислотами (II) и (III), происходило
за счет популяции цитотоксических Т-лимфоци-
тов и В-лимфоцитов. Так, по сравнению с кон-
трольной группой зарегистрировано уменьшение
числа цитотоксических Т-клеток, соответствен-
но, на 62.1 и 60.8% (р < 0.01), а В-клеток – на 33%
(р < 0.01). В то же время инфицирование особей,
которым предварительно вводили конъюгат ан-
тигенов БЦЖ с кислотой (II), индуцировало су-
щественное увеличение концентрации Т-лимфо-
цитов – на 72.7% (р < 0.05). Последнее изменение
также было характерно для животных, иммунизи-
рованных БЦЖ, у которых пролиферация Т-кле-
ток носила более выраженный характер (увеличе-
ние в 2.7 раза по сравнению с контрольной груп-
пой, р < 0.01).
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Изменения показателей кислород-зависимой
бактерицидной активности нейтрофилов по ре-
зультатам исследований в НСТ-тесте в анализи-
руемых группах были однонаправленными. При
отсутствии значимых отличий был отмечен рост
стимулированной и снижение спонтанной тетра-
золиевой активности. Помимо этого, средние
значения функционального резерва нейтрофилов
у морских свинок опытных групп были увеличе-
ны в 1.18 и 1.2 раза относительно контрольной
группы (р < 0.05).

Сходными изменениями характеризовались
также СЦК ЛКБ и СЦК МПО: значения этих по-
казателей у животных, иммунизированных БЦЖ,
увеличились, соответственно, в 1.7 и 1.9 раза, а у
морских свинок, иммунизированных конъюга-
том антигенов БЦЖ с кислотой (II) – в 2.1 и
2.3 раза относительно контрольной группы, при
этом только у последних наблюдалось статисти-
чески значимое повышение показателей. У осо-
бей, иммунизированных конъюгатом антигенов
БЦЖ с кислотой (III), эти коэффициенты суще-
ственно не изменялись, хотя и наблюдалась неко-
торая тенденция к увеличению СЦК ЛКБ.

Известно, что при туберкулезе возникает де-
фицит Т-системы иммунитета, выраженность ко-
торого усиливается по мере прогрессирования забо-
левания. Ведущую роль в формировании противоту-
беркулезного иммунитета играет функциональное

состояние фагоцитирующих клеток, особенно их
бактерицидных систем. После экспериментального
инфицирования вирулентным штаммом микобакте-
рий указанные ключевые параметры иммунной си-
стемы у морских свинок, иммунизированных
БЦЖ и конъюгатом антигенов БЦЖ с кислотой
(II), были существенно выше по сравнению с жи-
вотными контрольной группы, что свидетель-
ствовало о более высокой противотуберкулезной
активности этих препаратов.

Патологоанатомические исследования. Через
45 сут после инфицирования M. bovis морские
свинки были подвергнуты эвтаназии. Последую-
щие патологоанатомические исследования также
подтвердили высокую эффективность конъюгата
антигенов БЦЖ с кислотой (II) и вакцины БЦЖ.
Так, показатель степени пораженности органов у
особей этих групп был минимальным и в среднем
составил 2.4 и 2.0 балла соответственно, при этом
у отдельных особей отмечали значительное уве-
личение регионарных лимфатических узлов, их
уплотнение с творожистым распадом. В то же
время индекс защиты, напротив, был максималь-
ным – 66 и 71%.

При патологоанатомическом исследовании
морских свинок, иммунизированных конъюга-
том антигенов БЦЖ с кислотой (III), помимо вы-
раженных изменений лимфатических узлов мог-
ли наблюдать незначительное увеличение селе-

Таблица 2. Иммунологические параметры крови морских свинок на 30-е сут после инфицирования Mycobacteri-
um bovis (штамм 8)

* р < 0.05. ** р < 0.01. *** р < 0.001. Обозначения: НСТ-тест – тест с нитросиним тетразолием; СЦК ЛКБ – средний цитохи-
мический коэффициент содержания лизосомальных катионных белков, СЦК МПО – средний цитохимический коэффици-
ент активности миелопероксидазы. Данные приведены в виде средних значений ± s.d.

Показатель Контроль

Опытные группы

1-я группа
(конъюгат 

антигенов БЦЖ 
с бетулиновой 
кислотой (III))

2-я группа 
(конъюгат 

антигенов БЦЖ 
с бетулоновой 
кислотой (II))

3-я группа
(вакцина БЦЖ)

Лейкоциты, ×109/л 10.78 ± 0.34 7.16 ± 0.21*** 6.94 ± 0.18*** 11.36 ± 0.63

Лимфоциты, ×109/л 7.43 ± 0.27 4.69 ± 0.25*** 4.47 ± 0.27*** 7.68 ± 1.05

Нейтрофилы, ×109/л 2.79 ± 0.13 2.32 ± 0.06** 2.39 ± 0.12 3.21 ± 0.62

Т-лимфоциты, ×109/л 0.99 ± 0.06 0.87 ± 0.07 1.71 ± 0.23* 2.69 ± 0.31**

В-лимфоциты, ×109/л 1.06 ± 0.10 0.71 ± 0.08* 0.71 ± 0.10* 1.22 ± 0.32

Цитотоксические Т-лимфоциты, ×109/л 3.22 ± 0.47 1.26 ± 0.03** 1.22 ± 0.18** 2.24 ± 0.36
НСТ-тест, спонт., ед. опт. пл. 0.65 ± 0.03 0.63 ± 0.02 0.60 ± 0.03 0.60 ± 0.02
НСТ-тест, стимулир., ед. опт. пл. 0.51 ± 0.02 0.59 ± 0.02 0.56 ± 0.02 0.57 ± 0.02
Функциональный резерв нейтрофилов, у.е. 0.78 ± 0.05 0.94 ± 0.01* 0.92 ± 0.02* 0.94 ± 0.01*
СЦК ЛКБ, у.е. 0.83 ± 0.05 0.99 ± 0.05 1.71 ± 0.18** 1.40 ± 0.30
СЦК МПО, у.е. 0.45 ± 0.03 0.44 ± 0.02 1.04 ± 0.02*** 0.84 ± 0.19
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зенки и единичные мелкие туберкулезные узелки
во внутренних органах. В контрольной группе
животных эти изменения сопровождались увели-
чением лимфатических узлов с наличием казеоз-
ных масс в них, заметным увеличением селезенки
с крупными туберкулезными узлами, а также на-
личием единичных крупных очагов в печени и
легких. Показатель пораженности органов соста-
вил 7.0 баллов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и оборудование. Спектры 1H- и
13С-ЯМР регистрировали на спектрометре ECX
400А (Jeol, Япония) с рабочей частотой 400.13 МГц.
Химические сдвиги измеряли по отношению к
сигналу внутреннего стандарта – тетраметилсила-
на. ИК-спектры регистрировали на спектрометре
Infralum FT-801 (СИМЕКС, Россия). ВЭЖХ прово-
дили на жидкостном хроматографе Agilent 1100 с ди-
одно-матричным детектором (Agilent, Германия).
Контроль за ходом реакции и чистотой получен-
ных соединений осуществляли методом ТСХ на
пластинках Sorbfil, проявление парами йода или
УФ-светом. Температуру плавления определяли
на столике Кофлера.

Экстракт бетулина. Для получения экстракта
бетулина 230 г предварительно измельченной (до
2–5 мм в диаметре), промытой водой от луба и
высушенной бересты помещали в экстрактор
Сокслета и экстрагировали в течение 10 ч этано-
лом. Выделившийся при охлаждении раствора
бетулин отфильтровывали, промывали несколь-
ко раз водой и высушивали до постоянной массы.
Получили 73.4 г (выход 32%) сухого экстракта с
относительным содержанием бетулина 82% (по
данным ВЭЖХ).

Бетулоновая кислота (II). В трехгорлую колбу
вместимостью 1000 мл, снабженную мешалкой,
помещали 73.4 г выделенного экстракта бетулина
и 300 мл ацетона. Реакционную смесь охлаждали
до 0°С и при перемешивании добавляли по кап-
лям рассчитанное количество оксида хрома(VI) в
виде стандартного реактива Джонса в ацетоне. По
окончании реакции реакционную смесь (верхний
ацетоновый раствор) выливали в 1000 мл смеси
воды и льда. Выпавший вязкий осадок постепен-
но стекловался, его далее растирали в ступке со
льдом до порошкообразного состояния и отфиль-
тровывали, промывая холодной водой. Неочи-
щенную бетулоновую кислоту растворяли в
300 мл бензола, органический слой промывали
разбавленной соляной кислотой, водой, 5%-ным
раствором бикарбоната натрия и снова водой до
нейтральной реакции. После сушки на воздухе
получили 40.8 г сырой бетулоновой кислоты (вы-
ход 55%).

Для дальнейшей очистки в бензольный рас-
твор бетулоновой кислоты добавляли раствор
гидроксида натрия до полного выпадения осадка
натриевой соли бетулоновой кислоты, который
отфильтровывали, промывали сначала водой, за-
тем 10%-ным раствором хлорида натрия, далее
диэтиловым эфиром. Для выделения бетулоно-
вой кислоты ее натриевую соль растворяли в вод-
но-спиртовом растворе и обрабатывали разбав-
ленной (1 : 5) соляной кислотой. Выпавшую в
осадок бетулоновую кислоту отфильтровывали,
промывали водой и высушивали; перекристалли-
зовывали из 2-пропанола.

Продукт представляет собой порошкообраз-
ное вещество белого цвета, т. пл. 245–246°С.
ИК- и 1Н-ЯМР-спектры соответствовали пред-
ставленным в литературе [28].

Бетулиновая кислота (III). В колбу вместимо-
стью 500 мл, снабженную эффективной мешал-
кой, помещали 25 г (0.055 моль) бетулоновой кис-
лоты, 200 мл 2-пропанола и постепенно частями
присыпали 10.6 г (0.28 моль) боргидрида натрия
(5-кратный избыток). По окончании реакции в
колбу добавляли 50 мл 5%-ного раствора соляной
кислоты для разложения остатков боргидрида на-
трия. По окончании разложения продукт реакции
экстрагировали диэтиловым эфиром. Эфирный
экстракт промывали водой, содой, затем снова
водой, сушили над сульфатом натрия. Эфир отго-
няли, получили 22.6 г (выход 90%) белого порош-
кообразного вещества. После перекристаллиза-
ции из 2-пропанола получили белые кристаллы с
т. пл. 287–290°С. ИК- и 1Н-ЯМР-спектры соот-
ветствовали представленным в литературе [28].

Получение экспериментальных конъюгатов. Для
получения антигенных комплексов культуру вак-
цинного штамма БЦЖ, выращенную на жидкой
синтетической среде Сотона, подвергали ультра-
звуковой дезинтеграции на аппарате УЗДН-1
(22–35 кГц, 60–70 Вт/см2) в течение 30 мин. Для
посева на питательную среду использовали сус-
пензию из лиофилизата микобактерий вакцин-
ного штамма БЦЖ-1 (Филиал “Медгамал” ФГБУ
“НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи” Минздрава Рос-
сии). Полученную взвесь центрифугировали, в
надосадочной жидкости определяли содержание
белка с помощью красителя бромфенолового си-
него. Для иммунизации животных использовали
конъюгаты, в состав которых входили антигены
БЦЖ в комплексе с бетулоновой (II) или бетули-
новой (III) кислотами в качестве корпускулярных
адъювантов в соотношении 2 : 1. Концентрацию
белка в антигенном комплексе доводили до
1000 мкг/мл, затем в препарат добавляли адъ-
ювант в количестве 500 мкг/мл и размешивали до
полного растворения при комнатной температуре.

Экспериментальные животные и схема опыта.
Исследования выполняли на самцах морских
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свинок линии агути (масса 400–450 г, возраст
4–5 месяцев), содержавшихся в условиях специа-
лизированного вивария лаборатории эпизоото-
логии и мер борьбы с туберкулезом отдела ветери-
нарии Омского аграрного научного центра. До
начала исследований всем животным выстригали
боковую поверхность тела и внутрикожно вводи-
ли туберкулин очищенный (ППД) для млекопи-
тающих (Курская биофабрика – фирма “БИОК”,
Россия) в дозе 25 МЕ в объеме 0.1 мл растворите-
ля. Аллергическую реакцию оценивали через 24 ч.
Для проведения исследований были отобраны
только особи (n = 20) с отрицательной реакцией
на введение туберкулина.

Животных опытных групп иммунизировали
противотуберкулезными препаратами: живот-
ным 1-й группы (n = 5) подкожно (в область паха
справа) вводили конъюгат антигенов БЦЖ с бету-
линовой кислотой (III) в дозе 0.5 мл, животным
2-й группы (n = 5) подкожно вводили конъюгат с
антигенов БЦЖ бетулоновой кислотой (II) в той
же дозе; животным 3-й группы (n = 5) внутрикож-
но вводили вакцину БЦЖ в дозе 0.1 мг в 0.1 мл
физиологического раствора. Животным кон-
трольной группы (n = 5) подкожно вводили фи-
зиологический раствор (0.5 мл).

На 29-е сут после введения противотуберку-
лезных препаратов всем животным внутрикожно
вводили туберкулин. Аллергическую реакцию
оценивали через 24 ч, затем производили отбор
проб крови из сердца для изучения иммунного
статуса.

Через 30 сут после иммунизации животным
контрольной и опытных групп подкожно (в об-
ласть паха слева) вводили вирулентную культуру
М. bovis (штамм 8) в дозе 1 мкг/мл. В работе ис-
пользовали культуру из Биоресурсной коллекции
патогенных микроорганизмов отдела ветерина-
рии Омского аграрного научного центра.

На 29-е сут после инфицирования M. bovis
всем животным внутрикожно вводили туберку-
лин. Аллергическую реакцию оценивали через
24 ч, затем производили отбор проб крови из
сердца для изучения иммунного статуса по тем же
показателям, которые были использованы в
предыдущий срок исследования.

За лабораторными животными вели постоян-
ное клиническое наблюдение, которое включало
оценку двигательной активности, поведения жи-
вотного, а также регистрацию частоты пульса,
дыхания и температуры тела.

Через 45 сут после инфицирования М. bovis
животных подвергали эвтаназии ингаляционным
наркозом парами эфира и проводили патолого-
анатомические исследования: показатель пора-
женности органов оценивали по методу С.И. Гель-
берг и Е.А. Финкель [30], индекс защиты – по мето-
дике А.И. Тогуновой и Е.Н. Лещинской [31].

Изучение иммунологических параметров. Коли-
чественное определение иммунокомпетентных
клеток проводили методами спонтанного, ком-
плементарного и глобулинового розеткообразо-
вания в соответствии с методическими рекомен-
дациями по оценке иммунного статуса при хро-
нических инфекциях животных [32]. Подсчет
лейкоцитов и лейкограммы осуществляли по об-
щепринятым методикам.

Функциональную активность нейтрофилов
оценивали в тесте с нитросиним тетразолием
(НСТ-тест) в спонтанном и индуцированном
(вакцина БЦЖ) вариантах фотометрическим
способом. Дополнительно рассчитывали функ-
циональный резерв нейтрофилов как отношение
индуцированного варианта НСТ к спонтанному
[33]. В нейтрофильных гранулоцитах цитохими-
ческим методом определяли активность миело-
пероксидазы (МПО) по методу Грэхем–Кнолля с
использованием бензидина [34], а также содержа-
ние лизосомально-катионных белков (ЛКБ) по
методу М.Г. Шубича с бромфеноловым синим
[35]. При анализе мазков подсчитывали процент
положительно прореагировавших клеток и в со-
ответствии со стандартными методиками рассчи-
тывали средний цитохимический коэффициент
(СЦК).

Статистический анализ. Достоверность разли-
чий между группами оценивали по t-критерию
Стьюдента в программе Microsoft Exсel.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Введение морским свинкам препаратов на ос-
нове антигенов БЦЖ и дериватов бетулина ока-
зывает иммуностимулирующее действие, прояв-
ляющееся в увеличении числа иммунокомпе-
тентных клеток и усилении бактерицидной
функции нейтрофильных гранулоцитов разной
степени выраженности в зависимости от исполь-
зуемого в конъюгате производного бетулина.

Конъюгат антигенов вакцинного штамма
БЦЖ с бетулоновой кислотой (II) индуцировал
наиболее высокую противотуберкулезную устой-
чивость, сопоставимую с вакциной БЦЖ, о чем
свидетельствовали выраженное увеличение в
крови концентрации Т-лимфоцитов и усиление
активности бактерицидных систем нейтрофилов
после введения вирулентного штамма Mycobacte-
rium bovis, а также результаты патологоанатоми-
ческих исследований.

Полученный конъюгат антигенов вакцинного
штамма БЦЖ с бетулоновой кислотой (II) – пер-
спективный препарат для проведения испытаний
на крупном рогатом скоте с целью профилактики
туберкулеза.
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Influence of Experimental BCG Antigen and Betulin Derivative Based Conjugates 
on Immunological Response in Guinea Pigs
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The evaluation findings for the immunopotentiating properties of BCG vaccine strain antigen- and betulin
derivative-based conjugates are delivered herein. The experiments were carried out on agouti guinea pigs
(n = 20). The animals of the experimental groups (n = 5) were immunized with anti-tuberculosis drugs: the
1st group – with antigens of the BCG vaccine strain conjugated with betulinic acid; the 2nd group – BCG
antigens conjugated with betulonic acid; the 3rd group – BCG vaccine. The animals of the control group
(n = 5) were injected with saline solution. All animals were infected with a virulent culture of Mycobacterium
bovis (strain 8) on the 30th day after the administration of anti-tuberculosis agents. The blood sampling for
the assessment of the immune status was conducted on the 30th day after the administration of drugs and
30th day after infection. It has been established that the engineered conjugates had an immunopotentiating
activity characterized by 1.7–3.8-fold increase in the amount of immune competent cells and by an increase
in the neutrophil functional activity that it was the most significant in the 2nd group of guinea pigs. After in-
fection with M. bovis such key parameters of the immune system as the content of T-lymphocytes and the ac-
tivity of the enzymatic (myeloperoxidase) and non-enzymatic (cationic proteins) bactericidal systems of neu-
trophilic granulocytes were significantly increased in guinea pigs of the 2nd and 3rd groups, which testified
to the highest anti-tuberculosis activity of drugs administered to these animals. The guinea pigs were eutha-
nized in 45 days after infection with M. bovis. The following pathoanatomical examinations proved that the
vaccine strain-based conjugate with betulonic acid and the BCG vaccine induce the evident resistance against
pathogenic mycobacteria. The protection index created by these drugs was approximately at the same level
and amounted to 66 and 71%, respectively.

Keywords: betulinic acid, betulonic acid, BCG vaccine, conjugates, tuberculosis, guinea pigs
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Флуоресцентные липидные зонды широко применяются в качестве инструментов для исследова-
ния биологических функций липидов (метаболических путей и молекулярных механизмов заболе-
ваний) и изучения свойств биологических мембран. В данной статье мы описываем новый флуорес-
центный липидный зонд – Cy5-меченый фосфатидилхолин (Cy5-PC), приводим его геометриче-
ские параметры, методику синтеза, спектральные характеристики и данные по подвижности
в липидной мембране. Су5-PC – хороший зонд для биоимиджинга – интенсивность его флуорес-
ценции сохраняет линейную зависимость вплоть до высоких значений концентрации. Однако при-
менение Cy5-PC в исследованиях мембранной динамики невозможно, т.к. зонд нечувствителен да-
же к фазовому переходу в липидной мембране.

Ключевые слова: флуоресцентные липидные зонды, цианиновые красители, биологические мембраны
DOI: 10.31857/S0132342321050262

ВВЕДЕНИЕ
Флуоресцентные липидные зонды – распро-

страненный инструмент для исследования био-
логических функций липидов [1]. Поведение ли-
пидных зондов в мембране зависит от структуры
флуорофора. Оно различается для дифенилгекса-
триена [2], пирена [3], 4-нитробензо-2-окса-1,3-
диазола (NBD) [4–6], производных группы
BODIPY [7, 8] и других флуорофоров [9, 10]. Ци-
аниновые флуорофоры широко применяются для
мечения белков [11] и нуклеиновых кислот [12–15].
Для изучения биологических мембран использу-
ются диалкильные производные цианинов (DII,
DIO, DID и DIR), сильно отличающиеся по
структуре от молекул липидов [16, 17]. Стремясь
разработать флуоресцентные зонды, как можно
более близкие по структуре к природным липи-
дам, мы синтезировали фосфолипидный аналог
Cy5-PC – фосфатидилхолин c флуорофором Cy5,

присоединенным через ацильный линкер в sn-2-
положение глицерина. Это распространенный
дизайн липидных зондов для мембранных иссле-
дований [18–21]. Однако именно Cy5-меченых
фосфатидилхолинов до сих пор не было предло-
жено. Су5 – достаточно полярный флуорофор, он
применялся (в виде конъюгата с дибензоцик-
лооктином для последующей реакции циклопри-
соединения к азиду) для мечения встроенного в
клеточную мембрану гликолипида, модифициро-
ванного азидогруппой по остатку маннозы [22,
23]. Мы считаем, что введение Су5 в гидрофоб-
ную часть молекулы фосфолипида представляет
не меньший интерес. Во-первых, относительно
неполярные метки, обладающие подходящими
для биоимиджинга спектральными характери-
стиками, все равно вытесняются из плотно упа-
кованной гидрофобной области мембраны в при-
поверхностную полярную область [8]. Во-вторых,
полярные метки, такие как NBD, располагаются
в полярной области мембраны независимо от ме-
ста крепления в молекуле липида [5]. И, наконец,
Cy5 сорбируется на поверхности липидной мем-
браны из водного раствора, даже если флуорофор
содержит сульфогруппы [24].

Сокращения: BODIPY – 4,4-дифтор-4-бора-3а,4а-диаза-s-
индацен-8-ил; Cy5 – цианиновый флуорофор, содержащий
полиметиновую цепь из пяти атомов С; Cy5-PC – Cy5-мече-
ный фосфатидилхолин; DMPC – 1,2-димиристоил-sn-глице-
рофосфохолин; NBD – 4-нитробензо-2-окса-1,3-диазол;
TMB-PC – (1,3,5,7-тетраметил-BODIPY)-меченый фосфа-
тидилхолин.

# Автор для связи (тел.: +7 (495) 330-66-10; эл. почта:
ivan@lipids.ibch.ru).

УДК 577.115.4:577.352:535.372
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Спектральные характеристики Cy5-PC иден-

тичны таковым для исходного флуорофора Cy5:
λвозб/λэм = 646/664 нм (рис. 1а). С ростом концен-
трации Cy5-PC в растворе эффект внутреннего
фильтра не проявляется вплоть до оптической
плотности 0.3 (что соответствует концентрации
1.2 мкМ, молярный коэффициент поглощения
ε ~ 250000) (рис. 1б). Это позволяет использовать
Cy5-PC в больших локальных концентрациях в
мембранах, не опасаясь самотушения его флуо-
ресценции, что важно для биоимиджинга липо-
сом в экспериментах in vitro и in vivo.

Анизотропия флуоресценции (r) – мера по-
движности флуорофора. Если последний быстро
и свободно вращается, анизотропия флуоресцен-
ции будет стремиться к нулю. Если молекула за-
фиксирована в пространстве, величина r будет
равна предельному значению, характеристиче-
скому для данного флуорофора (но не более мак-
симально возможного значения 0.4). Измерения

анизотропии флуоресценции позволяют оценить
свойства среды, в которой находится флуорофор:
с ростом вязкости среды подвижность флуорофо-
ра уменьшается, а величина r растет (рис. 1в). По
изменению анизотропии флуоресценции отсле-
живают изменение фазового состояния липид-
ной мембраны. На рис. 1г показано изменение
анизотропии флуоресценции для BODIPY-мече-
ного липида, TMB-PC [8], в липидном бислое из
1,2-димиристоил-sn-глицерофосфохолина (DMPC)
при изменении температуры. DMPC при 24°С
переходит из гелевой (So) в жидкую неупорядо-
ченную фазу (Ld), и в районе точки фазового пе-
рехода анизотропия меняется скачкообразно. Од-
нако в случае Cy5-PC фазовый переход в липид-
ном бислое практически не отражается на
анизотропии флуоресценции зонда.

Можно было предположить, что вращение
флуорофора Cy5 затормаживается за счет элек-
тростатических взаимодействий с фосфатными
группами двух соседних липидов в мембране.

Рис. 1. (а) – Cпектры возбуждения и испускания зонда Cy5-PC в этаноле; (б) – зависимость интенсивности флуорес-
ценции Cy5-PC от концентрации; (в) – зависимость анизотропии флуоресценции Cy5 от вязкости среды (смеси гли-
церина с водой); (г) – анизотропия флуоресценции фосфолипидных зондов Cy5-PC и TMB-PC [8] в бислое DMPC
в зависимости от температуры.
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Действительно, расстояние между катионными
центрами (атомами N) Сy5 равно 9.8 Å (данные из
оптимизированной геометрии флуорофора, про-
граммное обеспечение ORCA [25], уровень тео-
рии B3LYP), что очень близко к расстоянию меж-
ду фосфатами соседних липидов – 9.1 Å (исходя
из средней площади на один липид в 65 Å2 [26]).
Однако в работе Lam et al. [27] с помощью полно-
атомной молекулярной динамики показано, что
ароматические системы цианиновых флуорофо-
ров, включая атомы азота, погружены в область
углеводородных цепей и не взаимодействуют с
фосфатными группами липидов.

Мы считаем, что пониженная чувствитель-
ность анизотропии флуоресценции Cy5 к измене-
нию фазового состояния внутри бислоя обуслов-
лена коротким временем жизни возбужденного
состояния. Для цианиновых красителей оно со-
ставляет менее 2 нс [28]. За это время соседние с
зондом молекулы липидов не успевают переме-
ститься на заметное расстояние. Соответственно,
и сам флуорофор не успевает изменить своего по-
ложения в пространстве. Иными словами, корот-
кое время жизни флуоресценции цианинового
флуорофора не позволяет отличить друг от друга
липидные среды с высоким (в фазе Ld) и низким
(в фазе So) коэффициентом диффузии. Для зонда
TMB-PC время жизни возбужденного состояния
превышает 6 нс [8]. Этого оказывается достаточ-
но, чтобы почувствовать разницу между динами-

кой липидов в жидкокристаллической и гелевой
фазах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Спектры ЯМР (δ, м.д.; КССВ – J, Гц) реги-

стрировали на спектрометре DD2 400 (Agilent,
США) в CD3OD при 25°С, используя TMS в каче-
стве внутреннего стандарта. Масс-спектр полу-
чен на масс-спектрометре Microflex LT (Bruker,
Германия); MS (MALDI-TOF). Электронные
спектры (в этаноле) регистрировали на спектро-
фотометре СФ2000 (ООО “ОКБ Спектр”, Рос-
сия), спектры флуоресценции (в этаноле) – на
спектрофлуориметре Hitachi F-4000 (Япония),
спектральные щели 5 нм. Спектр испускания в
диапазоне 620−800 нм снимали при возбуждении
600 нм; спектр возбуждения в диапазоне
525−685 нм – при испускании 695 нм.

Синтез Cy5-PC из лизофосфатидилхолина
(LysoPC) и карбоксипентильного производного
Cy5 проводили в условиях реакции Штеглиха,
как описано ранее [21] (схема 1). Целевой продукт
выделяли хроматографией на силикагеле 60, элю-
ируя градиентом метанола в хлороформе от 10 до
20%, затем системой CHCl3 : MeOH : H2O, 65 : 25 : 4
(выход 46%; темно-синее маслообразное веще-
ство). Выход реакции синтеза зонда Cy5-PC (схе-
ма 1) составил 46%. Структура была подтвержде-
на методами масс- (m/z 960.1 [M]+) и ЯМР-спек-
троскопии.

Схема 1. Схема синтеза флуоресцентного липидного зонда Cy5-PC. LysoPC – лизофосфатидилхолин, 
Cy5 – карбоксипентильное производное Cy5, DIC – диизопропилкарбодиимид, 

DMAP – 4-диметиламинопиридин.

1H-ЯМР-спектр (400 MГц): 8.33–8.24 (м, 2H),
7.50 (д, J 7.1, 2H), 7.44–7.39 (м, 2H), 7.34–7.30 (м,
2H), 7.29–7.24 (м, 2H), 6.71–6.65 (м, 1H), 6.32 (д,

J 13.8, 2H), 4.31 (с, 2H), 4.16–4.10 (м, 2H), 3.76–
3.57 (м, 7H), 3.31 (с, 3H), 3.27 (д, J 3.5, 9H), 2.35
(тд, J 14.4, 13.3, 7.0, 4H), 1.73 (с, 14H), 1.60 (квин-
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тет, J 8.5, 7.7, 2H), 1.56–1.50 (м, 2H), 1.28 (уш. с,
26H), 0.89 (т, J 6.3, 3H).

31P-ЯМР-спектр (162 MГц): –1.11.
13C-ЯМР-спектр (101 MГц): 175.38, 174.95,

174.64, 174.50, 174.35, 155.62, 155.51, 144.24, 143.53,
142.67, 142.55, 129.73, 126.87, 126.23, 126.15, 123.43,
123.28, 112.00, 111.89, 104.58, 104.32, 71.98, 67.40,
67.35, 64.97, 63.52, 60.66, 54.77, 54.74, 50.51, 44.81,
34.86, 33.05, 31.73, 30.77, 30.73, 30.59, 30.42, 30.15,
28.16, 28.05, 27.88, 27.25, 25.99, 25.69, 23.73, 23.70,
14.46.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Синтезированный нами Cy5-PC оказался зон-

дом с узкой областью использования. Его приме-
нение в исследованиях мембранной динамики
невозможно, т.к. зонд нечувствителен даже к фа-
зовому переходу в липидной мембране. Однако
Су5-PC – хороший зонд для биоимиджинга – ин-
тенсивность его флуоресценции сохраняет ли-
нейную зависимость вплоть до высоких значений
концентрации. Cy5-PC найдет применение для
окрашивания мембран клеток и искусственных
липидных мембран.
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Cy5-Labeled Phosphatidylcholine
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Fluorescent lipid probes are widely used as tools for studying the biological functions of lipids (such as metabolic
pathways and molecular mechanisms of diseases) and studying the properties of biological membranes. In this re-
port, we describe a new fluorescent lipid probe, Cy5-labeled phosphatidylcholine (Cy5-PC), present its geomet-
rical parameters, synthesis, spectral characteristics, and data on the mobility in lipid membrane. Су5-PC is
an excellent probe for bioimaging, the intensity of its f luorescence retains a linear dependence up to high con-
centrations. At the same time the use of Су5-PC in studies of membrane dynamics is impossible, since the
probe is insensitive even to the phase transition in the lipid membrane.

Keywords: fluorescent lipid probes, cyanine dyes, biological membrane
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Синтезировано тиофеновое производное хромофора белка GFP. Установлено, что введение тиофе-
нового заместителя приводит к значительному возрастанию коэффициента экстинкции. Показано,
что полученное соединение может быть использовано для флуоресцентной микроскопии в качестве
пары для флуороген-активирующего белка FAST.

Ключевые слова: флуорогены, флуороген-активирующие белки, флуоресценция
DOI: 10.31857/S0132342321050195

ВВЕДЕНИЕ
В последние годы популярным типом генети-

чески кодируемых флуоресцентных меток стали
так называемые флуороген-активирующие белки
[1–3]. Такие белки способны формировать ком-
плексы с флуорогенами – низкомолекулярными
люминесцирующими молекулами, имеющими в
растворах лишь слабовыраженную флуоресцен-
цию. В результате формирования комплекса и
фиксации флуорогена белком происходит много-
кратное усиление флуоресценции [4]. Представи-
тель такой группы белков – белок FAST (Fluores-
cence-Activating and absorption-Shifting Tag) [5].
Этот белок способен образовывать флуоресцент-
ные комплексы с бензилиденовыми производны-
ми роданинов [6] или производными хромофоров
флуоресцентных белков [7] (схема 1).

На данный момент для белка FAST создано бо-
лее десятка флуорогенов, имеющих самую раз-
ную окраску [8, 9]. Однако все эти вещества обра-
зуют флуоресцентные комплексы с умеренной
яркостью: их квантовый выход флуоресценции
лежит в районе 20–30%, коэффициент экстинк-
ции составляет 20000–40000 M–1 см–1. Поскольку

яркость флуоресцентных меток – одна из важ-
нейших характеристик, актуальное направление
дальнейшего исследования в области создания
новых пар “белок FAST – флуороген” – поиск ве-
ществ, отличающихся более интенсивными по-
глощением и/или флуоресценцией. Поэтому це-
лью данной работы стало создание соединения с
такими свойствами на основе хромофора GFP.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе мы исследовали, как вли-
яет на оптические свойства флуоресцентного
комплекса введение тиофенового заместителя в
структуру флуорогена. Хорошо известно, что вве-
дение в молекулы красителей такого фрагмента
может приводить к заметному росту коэффици-
ента экстинкции [10, 11]. Для синтеза тиофенового
аналога хромофора белка GFP (II) нами была вы-
брана палладий-катализируемая реакция кросс-со-
четания (схема 1). Этот метод уже был использо-
ван для синтеза ряда бензилиденимидазолонов,
содержащих различные ароматические замести-
тели во втором положении имидазолона [12, 13].
Целевое соединение было получено с общим вы-
ходом 38% из силилированного пара-гидрокси-
мета-метоксибензальдегида (схема 1).

Сокращения: GFP – зеленый флуоресцентный белок
(green fluorescent protein); FAST – fluorescence-activating
and absorption-shifting tag.

#Автор для связи: (тел.: +7 (926) 704-13-72; эл. почта:
nsbaleeva@gmail.com).

УДК 547.782
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Схема 1. (а) – Примеры флуорогенов белка FAST; (б) – схема синтеза соединения (II).

Наличие гидроксигруппы в бензилиденовом
фрагменте соединения (II) обеспечивает возмож-
ность перехода молекулы в анионную форму. Бы-
ло установлено, что максимум абсорбции ней-
тральной формы составляет 432 нм, а анионной –
492 нм. Обе формы характеризуются очень сла-
бой флуоресценцией в области 510–545 нм с
квантовым выходом менее 0.05% (табл. 1).

Дальнейшее исследование показало, что со-
единение (II) проявляет ярко выраженные флуо-
рогенные свойства. Добавление белка FAST в
раствор соединения (II) приводит к увеличению
интенсивности флуоресценции в 150 раз и бато-
хромному смещению максимума абсорбции на
80 нм (рис. 1а). Последнее, очевидно, вызвано де-
протонированием гидроксигруппы, как и для
других флуорогенов белка FAST [5]. Мы устано-
вили, что комплекс белка FAST с соединением
(II) характеризуется квантовым выходом флуо-
ресценции 2% и коэффициентом экстинкции
101500 M–1 см–1 (табл. 1). Таким образом, нам не
удалось заметно повысить яркость, однако мы
показали, что введение тиофенового фрагмента в
структуру флуорогена позволяет значительно
увеличить коэффициент экстинкции.

Мы исследовали возможность использования
соединения (II) для окрашивания живых клеток
линии HeLa Kyoto, трансфицированных кон-
струкцией H2B-FAST. При добавлении соедине-
ния (II) в клеточную среду наблюдалось появле-
ние яркого флуоресцентного сигнала в отсутствие
заметного нецелевого окрашивания (рис. 1б).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Оборудование. Спектры ЯМР (δ, м.д.; J, Гц) ре-

гистрировали на спектрометре Avance III
(700 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 записы-
вали на масс-спектрометре micrOTOF II (Bruker,
Германия), ионизация электрораспылением.

(Z)-5-(2-Метокси-4-((триизопропилсилил)ок-
си)бензилиден)-3-метил-2-(метилтио)-3,5-дигид-
ро-4H-имидазол-4-он (I). Смесь 2-метокси-4-
((триизопропилсилил)окси)бензальдегида (2 г,
6.5 ммоль), 2-тиоксоимидазолидин-4-она (0.58 г,
5 ммоль) и ацетата натрия (1.76 г, 21.5 ммоль) в ук-
сусной кислоте (15 мл) кипятили в течение 3 ч. За-
тем при интенсивном перемешивании реакцион-
ную смесь разбавляли водой (50 мл). Выпавший
осадок отфильтровывали, промывали водой
(20 мл) и диэтиловым эфиром (10 мл), сушили
под вакуумом. Полученный осадок растворяли в
ацетонитриле (65 мл), добавляли иодметан
(1.6 мл, 3.7 г, 26 ммоль) и карбонат калия (3.6 г,
26 ммоль). Реакционную смесь кипятили 8 ч, за-
тем охлаждали до комнатной температуры и упа-
ривали на роторном испарителе до четверти ис-
ходного объема. Затем остаток разбавляли этил-
ацетатом (350 мл), промывали насыщенным
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раствором NaCl (150 мл), высушивали над безвод-
ным Na2SO4 и упаривали на роторном испарите-
ле. Полученный продукт дополнительно очища-
ли с помощью колоночной хроматографии (элю-
ент хлороформ–этанол, 99 : 1). Желтый порошок
(1.7 г, 61%); т. пл. 152–154°C.

1H-ЯМР: 8.74 (д, J2 8.8, 1 H), 7.15 (с, 1 H), 6.58
(дд, J2 8.5, 2.2, 1 H), 6.50 (д, J2 2.3, 1 H), 3.85 (с,
3 H), 3.07 (с, 3 H), 2.70 (с, 3 H), 1.31 (кв, J2 7.5, 3 H),
1.09 (д, J2 7.5, 18 H).

13C-ЯМР: 168.9, 164.0, 159.8, 158.8, 136.0, 133.1,
116.2, 115.3, 112.1, 102.9, 55.7, 26.2, 17.6, 12.4, 12.0.

HRMS (ESI) m/z: найдено М 435.2129; рассчи-
тано для C22H35N2O3SSi+, [M]+ 435.2132.

5-((Z)-4-Гидрокси-2-метоксибензилиден)-3-
метил-2-(тиофен-2-ил)-3,5-дигидро-4H-имида-
зол-4-он (II). (Z)-5-(2-Метокси-4-((триизопро-
пилсилил)окси)бензилиден)-3-метил-2-(метил-
тио)-3,5-дигидро-4H-имидазол-4-он (0.43 г,
1 ммоль) растворяли в диметилфорамиде (20 мл),
добавляли 2-(трибутилстаннил)тиофен (0.35 мл,
1.1 ммоль), раствор CuI ⋅ Me2S в диэтиловом эфи-
ре (0.84 M, 1.9 мл, 2.2 ммоль) и тетракис(трифе-
нилфосфин)палладий (0.06 г, 0.05 ммоль) и пере-

мешивали при температуре 100°C в течение 15 ч в
инертной атмосфере. Затем реакционную смесь
охлаждали до комнатной температуры, разбавля-
ли этилацетатом (100 мл), промывали водой (3 ×
× 25 мл), насыщенным раствором хлорида натрия
(3 × 25 мл), высушивали над безводным Na2SO4 и
упаривали на роторном испарителе. Полученный
остаток растворяли в тетрагидрофуране (50 мл),
добавляли фторид тетрабутиламмония (0.48 г,
1.5 ммоль) и перемешивали 1 ч при комнатной
температуре. Затем реакционную смесь разбавля-
ли этилацетатом (100 мл), промывали фосфатным
буфером (pH 7; 5 × 25 мл), насыщенным раство-
ром NaCl (3 × 25 мл), высушивали над безводным
Na2SO4 и упаривали на роторном испарителе. По-
лученный продукт дополнительно очищали с по-
мощью колоночной хроматографии (элюент гек-
сан–этилацетат, 1 : 1). Оранжевый порошок
(0.2 г, 62%); т. пл. ~245°С с разложением.

1H-ЯМР: 10.33 (с, 1 H), 8.71 (д, J2 8.6, 1 H),
7.96–7.96 (м, 2 H), 7.39 (с, 1 H), 7.32–7.29 (м, 1 H),
6.53 (дд, J2 8.6, 2.1, 1 H), 6.47 (д, J2 2.1, 1 H), 3.85 (с,
3 H), 3.44 (с, 3 H).

Рис. 1. (а) – Спектры абсорбции (черный) и эмиссии (оранжевый) соединения (II) в свободном виде (пунктирные
кривые 1 и 2) и в виде комплекса с белком FAST (сплошные кривые 3 и 4) в фосфатном буфере; (б) – флуоресцентная
микроскопия живых клеток HeLa Kyoto, временно трансфицированных конструкцией, кодирующей H2B-FAST. Ко-
нечная концентрация соединения (II) в растворе – 20 мкМ. Масштабный отрезок – 10 мкм.
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Таблица 1. Оптические свойства соединения (II) в фосфатном буфере в свободном виде и в виде комплекса
с белком FAST

Соединение/комплекс

Положение 
максимума 
абсорбции, 

нм

Коэффициент 
экстинкции, 

M–1 см–1

Положение 
максимума 

эмиссии, нм

Квантовый 
выход 

флуоресцен-
ции, %

Kd, мкM

Соединение (II) Нейтральная форма 432 75000 ~510 <0.05 –
Анионная форма 492 152500 545 <0.05 –

Комплекс белка FAST с соединением (II) 512 101500 543 2 0.21
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13C-ЯМР: 170.0, 162.1, 160.7, 154.4, 135.1, 133.9,
132.3, 131.8, 130.5, 128.9, 119.9, 114.3, 108.8, 98.7,
55.6, 28.3.

HRMS (ESI) m/z: найдено М 315.0794; рассчи-
тано для C16H15N2O3S+, [M]+ 315.0798.

Экспрессия и выделение белка FAST. Препарат
белка FAST получали согласно методике, опубли-
кованной ранее [7].

Флуоресцентная микроскопия. Клеточную ли-
нию HeLa Kyoto (получена из EMBL) выращива-
ли в среде DMEM (ПанЭко, Россия) с 50 ед./мл
пенициллина, 50 мг/мл стрептомицина (ПанЭко,
Россия), 2 мМ L-глутамина (ПанЭко, Россия) и
10% бычьего сывороточного альбумина (Hy-
Clone, Thermo Scientific, США) при 37°C и 5%
CO2. Для временной трансфекции использовали
трансфекционный агент FuGENE 6 (Promega,
США). Конструкция H2B-FAST, кодирующая бе-
лок слияния гистона H2B с белком FAST, была
собрана по стандарту GoldenGate [14]. Непосред-
ственно перед съемкой среду DMEM заменяли на
раствор Хэнкса (ПанЭко, Россия) с 20 мM
HEPES (Sigma, США).

Широкопольную флуоресцентную микроско-
пию проводили с помощью микроскопа Leica
6000 (Leica, Германия) с объективом HCX PL
APO 100X/1.40-0.70NA. Микроскоп оснащен ка-
мерой Zyla sCMOS (Andor) и источником света
CoolLED pE-300. При съемке использовали GFP-
фильтр. Концентрация флуорогена в среде для
имиджинга составляла 20 мкМ, мощность облу-
чения – 2.5 Вт/см2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Синтезировано новое производное хромофора
GFP, содержащее тиофеновый заместитель во
втором положении имидазолонового фрагмента.
Установлено, что это соединение способно форми-
ровать флуоресцентный комплекс с белком FAST,
характеризующийся интенсивным поглощением с
коэффициентом экстинкции 101500 M–1 см–1. Та-
ким образом, можно заключить, что тиофеновые
производные хромофоров флуоресцентных бел-
ков – перспективная основа для создания новой
группы флуорогенов белка FAST, а также прочих
флуороген-активирующих белков или иных ми-
шеней.
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Thiophene Analog of the GFP Chromophore as Fluorogen for FAST Protein
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We report novel thiophene derivative of the GFP chromophore. The introduction of thiophene substituent
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Разработан вариант мультиплексной ПЦР на чипе с прямой детекцией удлинения иммобилизован-
ного праймера. Детекция осуществляется определением флуоресцентного сигнала встраиваемых в
растущую цепь флуоресцентно-меченных dUTP. Благодаря такому подходу образуется удлиненный
праймер, иммобилизованный на твердой фазе, несущий в своей цепи несколько ковалентно свя-
занных флуоресцентных меток (их количество зависит от АТ-состава и длины ПЦР-продукта), что
позволяет полностью удалять все компоненты смеси после проведения ПЦР и тем самым резко
снижать фоновый сигнал и увеличивать чувствительность анализа на гидрогелевых биочипах. Ме-
тод успешно применен для дифференциального обнаружения важных бактериальных возбудителей
пневмонии человека – Staphylococcus aureus и Streptococcus pneumoniae, в том числе в одном анализи-
руемом образце.

Ключевые слова: мультиплексная ПЦР в иммобилизованной фазе, гидрогелевые биочипы, флуоресцентно-
меченные dUTP, инфекционная пневмония
DOI: 10.31857/S0132342321050298

ВВЕДЕНИЕ

Ускоренное дифференциальное определение
возбудителя – важная задача клинической моле-
кулярной биологии. Методы, основанные на
ПЦР в едином общем объеме, ограничены степе-
нью мультиплексности системы, требуют строгих
расчетов при конструировании праймеров и ви-
зуальной детекции с помощью гель-электрофо-
реза, причем из-за сходной длины ПЦР-продук-
тов интерпретация может быть в высокой мере
субъективной. Методы, основанные на ПЦР в об-
щем объеме с последующей гибридизацией про-
дуктов в иммобилизованной фазе – трудоемки и
требуют значительного времени для осуществле-
ния анализа, а в ряде случаев – методических
усложнений [1]. Методы, основанные на ПЦР с
применением биологических микрочипов, ис-
пользуют в качестве стадии детекции гибридиза-
цию удлиненного в растворе флуоресцентно-ме-
ченного праймера (ПЦР-продукта) либо избытка
того же непрореагировавшего праймера с удли-

ненным иммобилизованным праймером [2–4].
Квазиравновесная процедура отмывки прогибри-
дизованного продукта может вносить искажения
в результирующую картину сигналов чипа. Ис-
пользование флуоресцентных праймеров, находя-
щихся в растворе, увеличивает неспецифический
флуоресцентный фон при детекции сигнала.

Предлагаемый подход – мультиплексная ПЦР
с прямой детекцией флуоресцентного сигнала
удлиненного иммобилизованного праймера –
позволяет избежать этих недостатков, увеличива-
ет скорость проведения анализа и чувствитель-
ность диагностической системы за счет полного
удаления всех компонентов жидкой фазы (реак-
ционной смеси “над поверхностью чипа”).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее нами была разработана мультиплексная

ПЦР для видового определения пяти основных
возбудителей бактериальной пневмонии челове-
ка [5]. В настоящей работе использованы прайме-
ры, специфичные к двум основным возбудителям
инфекционной пневмонии, Staphylococcus aureus
и Streptococcus pneumoniae, фланкирующие регио-
ны генов ebpS и cpsB соответственно. Ген эла-
стин-связывающего белка ebpS (elastin-binding

Сокращения: ebpS – ген, кодирующий эластин-связываю-
щий белок S (EbpS); cpsB – ген, кодирующий протеиновую
тирозинфосфатазу B (CpsB).

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 135-98-00; эл. почта:
lapa@biochip.ru).

УДК 57.083.18
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protein S) относится к группе генов S. aureus, ко-
торые кодируют белки, участвующие в связыва-
нии молекул на поверхности клеток [6]. Стрепто-
кокковый ген cpsB (tyrosine-protein phosphatase B)
участвует в регуляции биосинтеза капсульных по-
лисахаридов [7]. Обе генетические мишени исполь-
зуются в качестве видоспецифичных маркеров для
определения вышеуказанных возбудителей.

На рис. 1 показана схема анализа образцов:
с применением стандартной технологии гидроге-
левых биочипов (рис. 1а) и с применением пред-
лагаемого способа прямой детекции удлинения
иммобилизованного праймера после проведения
реакции (рис. 1б). Стандартный подход подразу-
мевает использование дополнительной стадии
после проведения ПЦР – гибридизации находя-
щегося в растворе меченого праймера (а также
продуктов амплификации) с удлиненным иммо-
билизованным праймером. Это требует тонкой

оптимизации условий гибридизации и на практи-
ке приводит к высокому фоновому сигналу из-за
неспецифического связывания флуоресцентно-
меченного праймера с гелевыми ячейками и с не-
специфическими иммобилизованными прайме-
рами.

В предлагаемом нами подходе применяется
“жесткая” отмывка, возможная благодаря вклю-
чению флуоресцентно-меченных нуклеотидов
(Cy5-dUTP) в иммобилизованную растущую цепь
в процессе ПЦР, что резко снижает уровень не-
специфических сигналов: достигнуто среднее
отношение сигнал/фон, равное (30–35)/1 (в за-
висимости от нуклеотидной последовательно-
сти праймера), в то время как для стандартной
технологии ПЦР на биочипе характерны значе-
ния (5–15)/1 для тех же праймеров.

На рис. 2 продемонстрированы результаты
мультиплексной ПЦР на гидрогелевом биочипе

Рис. 1. Схема вариантов ПЦР на гидрогелевых биочипах: (а) – стандартный вариант ПЦР с использованием свобод-
ного (не иммобилизованного) флуоресцентно-меченного праймера в смеси; (б) – предлагаемый вариант ПЦР с ис-
пользованием иммобилизованного праймера, содержащего флуоресцентно-меченный dUTP.

(a) (б)

             Варианты ПЦР на гидрогелевых биочипах

ДНК-мишень ДНК-мишень

Удлинение иммобилизованного
праймера

Удлинение иммобилизованного
праймера с мечеными dNTP

“Мягкая” отмывка “Жесткая” отмывка

Флуоресцентный
краситель на праймере

Детекция методом
гидридизации
свободного праймера

Целевые
ячейки

Целевые
ячейки

Нецелевые ячейки
и пустой гель

Нецелевые ячейки
и пустой гель

Флуоресцентно-меченные dNTP
встроены в удлиненную цепь
иммобилизованного праймера

Прямая детекция
сигнала удлиненного
иммобилизованного праймера
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ЛАПА и др.

для дифференциального обнаружения в образце
двух наиболее значимых бактериальных возбуди-
телей пневмонии человека: Staphylococcus aureus и
Streptococcus pneumoniae. Проводили тестирование
образцов, содержащих как один возбудитель, так
и два возбудителя в одном анализируемом образ-
це. Наблюдали только сигналы специфичных к
мишеням ячеек чипа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы. В работе использовали деконтами-
нированную полногеномную ДНК бактериаль-
ных штаммов из коллекции Государственного на-
учного центра прикладной микробиологии и
биотехнологии (п. Оболенск, Россия): Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus
ATCC 43300 и Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.

Рис. 2. Результаты ПЦР на гидрогелевом биочипе. (а) – Схема биочипа для проведения ПЦР в иммобилизованной фа-
зе: маркеры для пространственного позиционирования чипа в чип-детекторе обозначены черным, ячейки пустого ге-
ля – белым, ячейки с иммобилизованными праймерами – серым; R1 и R2 – праймеры, специфичные к Staphylococcus
aureus (ген ebpS); R3–R5 – праймеры, специфичные к Streptococcus pneumoniae (ген cpsB); концентрации праймеров:
без литеры – 8000 пмоль/мкл, литера а – 4000 пмоль/мкл, литера b – 2000 пмоль/мкл, литера с – 1000 пмоль/мкл;
(б) – детекция Staphylococcus aureus; (в) – детекция Streptococcus pneumoniae; (г) – детекция смеси Staphylococcus aureus
и Streptococcus pneumoniae в одном исследуемом образце.

R1 R2 R3 R4 R5

R1a R2a R3a R4a R5a

R1b R2b R3b R4b R5b

R1c R2c R3c R4c R5c

(a) (б)

(в) (г)
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Выделение ДНК из клеточных культур осуществ-
ляли CTAB-методом [8].

Праймеры. Множественное выравнивание
последовательностей геномных мишеней (не
менее 20 последовательностей для каждой мише-
ни) проводили с помощью алгоритма ClustalW
(www.clustal.org). Конструирование праймеров
осуществляли с помощью сетевого ресурса
www.idtdna.com, анализ специфичности проводили
с использованием алгоритма BLAST (NIH, США).

Праймеры, специфичные к Staphylococcus
aureus, ген ebpS: прямой ebpS-f (5'-ACTCGACT-
GAGGATAAAGCGTCT-3'), обратный ebpS-r (5'-
CCTCCAAATATCGCTAATGCACC-3'), иммобилизо-
ванные R1 (5'-NH2-CCTCCAAATATCGCTAATG-
CACC-3'), R2 (5'-NH2-GGTAACAATACTTTGGC-
CATGCCACC-3'); длина ПЦР-продукта – 283 п.н.

Праймеры, специфичные к Streptococcus
pneumoniae, ген cpsB: cpsB-f (5'-TTGATG-
TAGATGACGGTCCCAAG-3'), обратный cpsB-r
(5'-TATATCTCTGCGCCATAAGCAAT-3'), им-
мобилизованные R3 (5'-NH2-TATATCTCTGC-
GCCATAAGCAAT-3'), R4 (5'-NH2-CGAACCT-
GAAGAAAGTTTTCTG-3'), R5 (5'-NH2-GCAAT-
GACTAAATCATCTGCCAC-3'); длина ПЦР-
продукта – 217 п.н.

Мультиплексная ПЦР в иммобилизованной фазе.
Реакционная смесь (30 мкл) содержала 1.5 ед.
Taq-полимеразы (Thermo Scientific, США) в бу-
фере той же фирмы, dNTP в концентрации
400 мкМ каждого, праймеры и полногеномную
бактериальную матрицу (либо смесь бактериаль-
ных ДНК) в количестве 103–105 копий. В качестве
флуоресцентного субстрата для полимеразы ис-
пользовали Cy5-dUTP [9] в концентрации 8 мкМ.
Смесь помещали на биочип и герметизировали
реакционный объем с помощью Frame-Seal
(25 мкл; Bio-Rad, США). Биочип представлял со-
бой обработанное силикатное стекло либо поли-
мерную подложку с матрицей гидрогелевых яче-
ек, в которых были иммобилизованы праймеры с
первичной аминогруппой на 5'-конце, изготов-
ленные по методу Rubina et al. [10]. Реакцию про-
водили на ДНК-амплификаторе TGradient
(Biometra, США) для in situ ПЦР при следующих
условиях: 95°C – 3 мин (начальная денатурация);
36 циклов: 95°C – 20 с, 64°C – 30 с, 72°C – 40 с; да-
лее 72°C – 5 мин (завершающая инкубация).

После проведения ПЦР проводили “жесткую”
отмывку биочипа в 1%-ном водном растворе
Tween-20 в течение 2 мин при 100°C. Флуорес-
центные сигналы регистрировали на специализи-
рованном анализаторе биочипов [11] разработки
ИМБ РАН (Россия) при длине волны возбужде-
ния, соответствующей Cy5 (~650 нм).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработан и применен метод детекции возбу-

дителей пневмонии Staphylococcus aureus и Strepto-
coccus pneumoniae, основанный на мультиплексной
ПЦР в иммобилизованной фазе. Ковалентное
встраивание меток в удлиняющийся иммобизован-
ный праймер позволяет полностью удалять реакци-
онный раствор после проведения ПЦР и тем са-
мым резко снижать фоновый сигнал и увеличи-
вать чувствительность анализа на гидрогелевых
биочипах.

На основе продемонстрированного подхода
предполагается создание тест-системы с расши-
ренным спектром диагностируемых возбудите-
лей инфекционной пневмонии для применения в
ускоренной клинической диагностике.
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Multiplex on-Chip PCR with Direct Detection of Immobilized Primer Elongation
S. A. Lapa*, #, E. S. Klochikhina*, R. A. Miftakhov*, A. S. Zasedatelev*, and A. V. Chudinov*
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*Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 32, Moscow, 119991 Russia

A variant of multiplex PCR on a chip with direct detection of immobilized primer elongation has been deve-
loped. Detection is performed by determining the f luorescence signalof labeled dUTPs incorporated in the
growing chain. This approach creates an elongated immobilized primer with covalently boundfluorescent la-
bel. The product of a primerelongation carries several f luorescent labels (depending on the A-T composition
and length of the PCR product), which allows completely remove all the components of the mixture after
PCR and thus dramatically reduce the background signal and increase the sensitivity of analysis on hydrogel
microchips. The method was successfully applied for differential detection of important bacterial pathogens
of human pneumonia Staphylococcus aureus and Streptococcus pneumoniae, including testing of the one ana-
lyzed sample for the both pathogens.

Keywords: multiplex PCR in the immobilized phase, hydrogel microchips, fluorescently labeled dUTP, infectious
pneumonia


