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Быстрая кинетика клеточного лизиса под воздействием противомикробных пептидов широкого
спектра действия привлекает внимание исследователей к ним как к возможным антитоксинам для
коммерческого внедрения. К сожалению, — и вопреки значительному потенциалу этих соединений
и массированным исследованиям, направленным на продвижение этих соединений для примене-
ния в здравоохранении, — на сегодня достижения весьма скудны. В основном, это является след-
ствием низкой селективности действия противомикробных пептидов по отношению к патогенам,
их высокая токсичность по отношению к клеткам человека, чувствительность к действию протеаз,
устойчивость микроорганизмов к действию пептидов, высокая стоимость производства, низкая хи-
мическая и физическая стабильность, зависимость активности от pH и концентрации солей, а так-
же проблемы, связанные с фармакокинетикой и фармакодинамикой препаратов на основе проти-
вомикробных пептидов. Инженерия белков путем рационального дизайна и расчетных подходов,
таких как молекулярный докинг и молекулярная динамика, например, для исследования возмож-
ностей аминокислотных замен или химического синтеза, а также синергетические эффекты, дока-
зали свою ценность в деле увеличения терапевтического индекса и антибактериальной активности
синтетических пептидов. В обзоре мы анализируем литературу с целью выделить вклад современ-
ных подходов пептидной инженерии и экспериментальных методов в разработку лекарственных
препаратов на основе противомикробных пептидов. Особое внимание уделено рациональному ди-
зайну, пептидной инженерии, пептидному синтезу, производству рекомбинантных пептидов и си-
нергетическим эффектам, а также влиянию используемых методов на пептиды и белки. Также об-
зор дает исчерпывающее представление о ряде работ, в которых успешно преодолены ограничения,
ассоциируемые с применением противомикробных пептидов, и которые могут быть использованы
в дальнейшем.

Ключевые слова: противомикробная активность, синтез, инженерия, дизайн, производство рекомби-
нантных пептидов и белков, синергия
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Обзор посвящен методам исследования механизма взаимодействия липидных мембран с низкомо-
лекулярными лекарствами. Представлены методы, позволяющие выяснить влияние включения
активной молекулы на состояние липидного бислоя: ИК- и ЭПР-спектроскопия, флуоресцентный
анализ, дифференциальная сканирующая калориметрия, методы микроскопии. Рассмотрены мето-
ды определения размера и заряда везикул: динамическое светорассеяние и анализ траектории нано-
частиц. Методы разделены на требующие введения дополнительных меток и не требующие тако-
вых. Важной задачей обзора, помимо анализа последних достижений инструментальных методов
анализа, является поиск оптимальной стратегии исследования путем подбора информативных,
современных подходов к изучению взаимодействия лекарств с липидными мембранами.

Ключевые слова: липосомы, ИК-спектроскопия, ЭПР-спектроскопия, флуоресцентные методы, диффе-
ренциальная сканирующая калориметрия
DOI: 10.31857/S013234232004017X

ВВЕДЕНИЕ

Разработка новых биологически активных ве-
ществ и их лекарственных форм ставит перед со-
временной наукой существенные вопросы, свя-
занные с безопасностью и эффективностью тера-
пии. Включение активных молекул в липидные
системы доставки позволяет бороться с выражен-
ными побочными эффектами лекарств, повыша-
ет биодоступность и биосовместимость препара-
тов. Таким образом, выявление механизма взаи-
модействия лекарство – мембрана и влияния
активной молекулы на физико-химические свой-

ства бислоя является одними из ключевых задач
при создании новых лекарственных форм.

Обширен арсенал физико-химических мето-
дов, используемых в данных целях. Однако лави-
нообразно увеличивающееся количество публи-
каций по данному вопросу обусловливает потреб-
ность в глубоком анализе накопленных данных
для обнаружения новых комплексных подходов к
изучению взаимодействия липидных мембран с
низкомолекулярными лекарствами.

Данный обзор посвящен анализу последних
достижений инструментальных методов исследо-
вания липидных систем. Отдельно рассматрива-
ются методы, требующие и не требующие введе-
ния дополнительных меток. Среди методов, не
требующих введения дополнительной метки, рас-
смотрены как классические подходы, такие как
дифференциальная сканирующая калориметрия
(ДСК), атомно-силовая микроскопия (АСМ), ска-
нирующая электронная микроскопия (СЭМ),
криоэлектронная микроскопия, так и относитель-
но новые, например, метод малоуглового рассея-
ния рентгеновского излучения, ИК-спектроско-
пия Фурье, ЭСЭМ-микроскопия (Environmental
Scanning Electron Microscopy), метод дифракции
излучения лазера на свободных электронах.

Сокращения: 16-ДСК – 16-доксил-стеариновая кислота;
5-ДСК – 5-доксил-стеариновая кислота; АСМ – атомно-
силовая микроскопия; ДПФХ – дипальмитоилфосфати-
дилхолин; ДСК – дифференциальная сканирующая ка-
лориметрия; ДСР – метод динамического светорассея-
ния; КЛ – кардиолипин; МС – массовое соотношение;
ММРР – метод малоуглового рентгеновского рассеяния;
НПВО – нарушенное полное внутреннее отражение; НТА –
метод анализа траектории наночастиц; РВФА – разреше-
но-временная флуоресцентная анизотропия; СТВ – сверх-
тонкое взаимодействие; СТР – сверхтонкое расщепление;
СЭМ – сканирующая электронная микроскопия; ФКС –
флуоресцентная корреляционная спектроскопия; ЭВ – эф-
фективность включения; ЭСЭМ – сканирующая элек-
тронная микроскопия в среде.
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В ряду методов, требующих введения допол-
нительной метки, рассмотрены флуоресцентные
методы анализа, в том числе методы анализа поля-
ризации флуоресценции, разрешено-временная
флуоресцентная анизотропия (РВФА), флуорес-
центная корреляционная спектроскопия (ФКС),
ЭПР-спектроскопия.

Использование нескольких из вышеуказан-
ных методов позволяет оценить расположение и
состояние лекарства в липосоме, определить сай-
ты связывания, влияние активной молекулы на
фазовый переход и на морфологию везикул.

Отдельно рассмотрены методы “контроля ка-
чества” получаемых липидных везикул, оценки
эффективности включения активной молекулы,
определения размера и заряда везикул: динамиче-
ское светорассеяние (ДСР) и анализ траектории
наночастиц (НТА), хроматографические методы
анализа, УФ-спектроскопия и флуоресцентная
спектроскопия. При рассмотрении данного ас-
пекта необходимо принимать во внимание факт
существенного влияния способа получения вези-
кул на их физико-химические свойства.

Важной задачей обзора, помимо анализа по-
следних достижений инструментальных методов
анализа, является поиск оптимальной стратегии
исследования путем подбора информативных,
современных подходов к изучению взаимодей-
ствия лекарств с липидными мембранами.

1. МЕТОДЫ “КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА” 
ВЕЗИКУЛ, ЗАГРУЖЕННЫХ 

ЛЕКАРСТВЕННЫМ ПРЕПАРАТОМ
Получение липидных везикул, загруженных ле-

карственным препаратом, – хорошо отработан-
ная процедура [1]. Необходимы методы контроля
получаемых липосомальных формуляций; обыч-
но следует подтвердить гомогенность везикул,
определить их гидродинамический радиус и дзе-
та-потенциал, а также оценить эффективность
включения лекарственного препарата. Рассмот-
ренные в данном разделе методы обычно предва-
ряют анализ полученных липосомальных систем
иными методами для установления механизма
взаимодействия лекарство – мембрана.

1.1. Методы определения размера,
заряда и гомогенности везикул

1.1.1. Динамическое светорассеяние
Классическим методом определения размера

липосом является метод динамического свето-
рассеяния [2]. Данный метод позволяет получить
данные о распределении по размерам нано- и
субмикронных частиц в разбавленных растворах.
Луч лазера, проходя через раствор и достигая ча-
стицы, отражается и рассеивается, т.к. ее размер
сравним с длиной волны. Непрерывное броунов-
ское движение частиц приводит к постоянному
перемещению источникa рассеивания. Флуктуа-
ция локальной концентрации частиц соответ-
ствует флуктуации интенсивности рассеянного
света [3]. На основе данных временных флуктуаций
интенсивности рассеянного света (рис. 1а) строится
автокорреляционная кривая G(τ) (рис. 1б), которая
описывается уравнением (1):

(1)

где базовый (“случайный”) уровень корреляции b
пропорционален полной интенсивности I.

Коэффициент диффузии D частиц обратно
пропорционален времени затухания τc рассмат-
риваемой корреляционной функции:

(2)

где k – константа (модуль волнового вектора рас-
сеяния).

Расчет гидродинамического радиуса наноча-
стиц осуществляется по уравнению Стокса–Эйн-
штейна через коэффициент диффузии (3),

(3)

где D — коэффициент диффузии, kB — постоянная
Больцмана, T — абсолютная температура, η — вяз-
кость жидкости, r — радиус частицы.

( ) ( )[ ]c1  exp  ,G bτ = + ε −τ τ

2
c

1  ,
2

D
k

=
τ

B  ,
6
k TD

r
=

πη

Рис. 1. Схематическое представление (а) флуктуаций
интенсивности светорассеяния, регистрируемых в
малом объеме в микросекундном временном интер-
вале и соответствующей автокорреляционной функ-
ции G(τ) (б).

(a)

(б)

It

〈It〉

t, мкс
G(τ)

b = 〈I〉2

tc τ
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Метод вошел в рутинный арсенал исследова-
телей липосомальных систем [4], и без представ-
ления данных о гидродинамическом радиусе и ко-
эффициенте полидисперсности (PdI) трудно себе
представить достоверное исследование по взаи-
модействию мембран с лекарствами [5].

ДСР позволяет изучать суспензии частиц с
размером от нескольких нанометров до микрона.
У метода, однако, есть ряд существенных ограни-
чений. Во-первых, наличие в суспензии крупных
частиц микронного размера (пылинки, агрегаты)
может исказить результаты определения. Для ре-
альных систем предельная точность измерения
позволяет определить обычно лишь средний раз-
мер частиц, ширину и асимметрию распределе-
ния частиц по размерам. “Разрешить” пики, со-
ответствующие двум популяциям везикул различ-
ных размеров, удается, если диаметры различаются
в 2–3 раза. Например, с помощью ДСР удалось
доказать образование популяции малых везикул с
диаметром около 100 нм при инкубации гигант-
ских моноламеллярных липосом (диаметр около
2000 нм) с АТФ и ГТФ в течение 15 минут [6]. Ес-
ли же в системе присутствуют популяции, напри-
мер, липосом, покрытых полимерной оболочкой,
и непокрытых, чаще всего двух независимых пи-
ков зарегистрировать не удается, однако наблю-
дается смещение основного максимума в сторону
больших размеров [7]. Так, для анионных липо-
сом 60 ± 2 нм покрытие поликатионом ПЭГ-хи-
тозаном приводило к увеличению гидродинами-
ческого радиуса до 85 ± 4 нм. Если же стоит задача
разделить две популяции везикул с близкими раз-
мерами, можно предложить использовать метод
анализа траектории наночастиц.

1.1.2. Анализ траектории наночастиц

Данный подход часто используется для опре-
деления концентрации наночастиц в растворе и
их распределения по размерам. Раствор облучают
лазером, при этом частицы размером менее дли-
ны волны ведут себя как точечные рассеиватели
света. Наблюдение производится через ультра-
микроскоп, расположенный сверху, под прямым
углом к лазеру. Высокочувствительная камера за-
писывает видео броуновского движения частиц.
Далее компьютер, исходя из известного объема
области наблюдения и количества зарегистриро-
ванных частиц, рассчитывает концентрацию ча-
стиц в растворе (рис. 2) [8]. Например, по данным
метода НТА в суспензии анионных липосом, со-
стоящих из 80% массовых дипальмитоилфосфа-
тидилхолина (ДПФХ) и 20% кардиолипина (КЛ),
при общей концентрации липидов 3 мг/мл содер-
жится 1 × 1016 везикул/литр [9], что согласуется с
теоретическими расчетами. Это позволило опре-
делить число полимерных молекул, приходящее-

ся на каждую липосомальную частицу в составе
комплекса липосом с ПЭГ-хитозаном.

Как и в методе динамического светорассея-
ния, гидродинамический радиус наночастицы вы-
числяется по уравнению Стокса–Эйнштейна. К
достоинствам НТА следует отнести возможность
различать популяции везикул с небольшим раз-
личием в размерах (20–30%), возможность рабо-
тать с очень низкими концентрациями образца
(обычно 106–109 частиц/мл), возможность исклю-
чить фактор крупных пылинок или агрегатов. С
другой стороны, пробоподготовка в методе НТА
требует использования высокочистой воды (обыч-
но используется система Milli-Q, в которой вода
проходит через ионообменные смолы и картриджи
с активированным углем, а затем через фильтры с
размером пор 0.22 микрона, так, чтобы значение
удельного сопротивления составляло 18.2 МОм см).
Однако, работа при больших разбавлениях (в слу-
чае суспензии липосом 3 мг/мл необходимо разбав-
лять образец минимум в 10000 раз) может приво-
дить к диссоциации нековалентных липосомаль-
ных комплексов, которые, как правило, имеют
константы диссоциации порядка 10–4 М.

Сравнение методов ДСР и НТА приведено в
работе [10]. Рассматривалась суспензия катион-
ных липосом состава: яичный фосфатидилхолин :
: 1,2-диолеил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин:
1,2-диолеил-3-триметил аммонийпропан в моль-
ном соотношении 4 : 2 : 1. По данным ДСР сред-
ний гидродинамический диаметр составил 117 нм
с индексом полидисперсности 0.248, что указыва-
ет на гетерогенность популяции везикул. Однако,
по данным НТА липосомы оказались крупнее
(154 нм) и гомогеннее.

Несовпадение результатов определения разме-
ров липосом по данным ДСР и НТА часто встре-
чается на практике [11], что связано с принципи-

Рис. 2. Схема строения прибора для анализа траекто-
рии частиц.

Микроскоп

Рассеянное частицами
лазерное излучение

Раствор
наночастиц

Лазерный луч
Стеклянная призма

Металлизированная
поверхность (черный фон)
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альной разницей в физических основах методов.
При этом однозначно отклонить или рекомендо-
вать тот или иной метод для решения рутинных
задач не представляется возможным, поскольку у
обоих подходов есть ряд ограничений. В случае
ДСР обычно учитывают гидродинамический ра-
диус, причем для получения дополнительной ин-
формации рассматривают распределение по раз-
мерам, взвешенное по интенсивности и по числу
частиц, что позволяет выявить влияние крупных
агрегатов. Для метода НТА наиболее информати-
вен комплексный анализ траектории движения
каждой частицы по видеозаписи, включающий
анализ полной длины траектории везикулы (finite
track length adjustment FTLA) для наиболее кор-
ректного отбора траекторий в расчет гидродина-
мического радиуса.

Наилучшим решением может быть комбина-
ция обоих методов, как, например в работе [12].
Дополнительные сведения о размере липосом мож-
но получать с помощью методов электронной мик-
роскопии, о которых речь пойдет в следующих
разделах обзора.

1.1.3 Определение ζ-потенциала липосом
Часто приборы ДСР оснащены возможностью

измерения ζ-потенциала везикул (иногда его на-
зывают электрокинетическим потенциалом). Это
понятие вводится при рассмотрении двойного
электрического слоя движущейся коллоидной ча-
стицы (рис. 3) и его удобно использовать как для
оценки заряда липосом, так и предположений об
их стабильности. Известно, что заряженные ве-

зикулы медленнее агрегируют, также их поверх-
ность легче функционализировать полимерами
для использования в системах адресной достав-
ки [7, 13, 14]. Следует отметить, что ζ-потенциал
очень чувствителен к изменениям условий: на
его величину влияет рН, ионная сила, темпера-
тура и т.д.

Измерение ζ-потенциала проводится в специ-
альной кювете, оснащенной двумя электродами.
Наложение электрического поля приводит в дви-
жение заряженные везикулы со скоростью, про-
порциональной ζ-потенциалу. Скорость (элек-
трофоретическая подвижность Ue) же определяют
по рассеянию света. Расчет ζ-потенциала произ-
водят по уравнению Генри (4):

(4)

где ε – диэлектрическая проницаемость, η – вяз-
кость среды, f(κa) – функция Генри, κ – дебаев-
ская длина частицы, a – дебаевский радиус части-
цы. В аппроксимации Смолуховского для водных
сред функцию Генри принимают равной 1.5, а в
неводных средах – 1.

В работе [15] проведен сравнительный анализ
ζ-потенциала для липосом различного липидно-
го состава и заряда. Варьируя содержание анион-
ного или катионного липида в нейтральной мат-
рице, авторы обнаружили линейную зависимость
ζ-потенциала от мольного содержания заряжен-
ного липида. В работах [9, 16] продемонстрирова-
на плавная нейтрализация ζ-потенциала анион-
ных липосом с выходом на насыщение при добав-
лении поликатионов – производных хитозана.
Встраивание же лекарственных молекул в бислой
или включение во внутреннюю полость липосом
редко может значительно повлиять на суммар-
ный заряд везикулы: в литературе описаны не-
большие изменения, чаще всего в пределах дове-
рительного интервала [17, 18].

Следует отметить, что помимо ζ-потенциала
для оценки поверхностного заряда частиц часто
используют близкий параметр – электрофорети-
ческую подвижность [14]. Данную величину из-
меряют методом лазерного микроэлектрофоре-
за. Например, при исследовании взаимодействия
поликатионов c липосомами на основе яичного
лецитина и кардиолипина с исходным отрицатель-
ным значением электрофоретической подвижно-
сти сорбция полимера приводила к полной ней-
трализации заряда, а дальнейшая сорцбия приво-
дила к перезарядке поверхности везикулы.

Рассмотренная выше группа методов опреде-
ления размера, заряда и гомогенности везикул
служит, таким образом, не только для контроля
качества получаемых везикул, но также предо-
ставляет ценную информацию о популяциях ча-
стиц. Изменение размера частиц или их заряда

( )
e

2
,

3
f a

U
εζ κ=

η

Рис. 3. Строение двойного электрического слоя: по-
тенциал в плоскости скольжения соответствует элек-
трокинетическому ζ-потенциалу везикулы. На ри-
сунке ϕ0 – потенциал стенки, ϕd – Штерновский по-
тенциал.
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при включении лекарственного препарата может
предоставить доказательства в пользу того или
иного механизма взаимодействия активной мо-
лекулы с бислоем.

1.2. Методы определения эффективности
включения лекарственного препарата

Ключевой характеристикой липосом как си-
стем доставки лекарственных средств является
эффективность включения (ЭВ) активной моле-
кулы. Различают два параметра: собственно ЭВ,
рассчитываемую как отношение массы (или моль)
включившегося лекарства к общей добавленной
массе (или моль) к липидной суспензии, и массо-
вое соотношение (МС) лекарство : липиды в по-
лученной липосомальной форме. Оба параметра
важны для характеристики системы доставки: ЭВ
подходит для сравнения разных методик загрузки
одного и того же лекарства, в то время как МС
важнее при сравнении липосомальных систем
доставки с другими носителями в вопросе опти-
мизации соотношения лекарственного вещества
к общей массе системы доставки. Таким образом,
оба эти параметра зачастую необходимо рассчи-
тывать. Обычно известно изначально добавлен-
ное количество лекарственного препарата, таким
образом, необходимо либо определять содержание
лекарства в самих липосомах, либо определять со-
держание невключившегося препарата. Общая
схема определения представлена на рис. 4.

Более распространены методики определения
количества невключившегося лекарства. Для от-
деления липосомальной фракции от фракции со
свободным лекарством обычно используют диа-
лиз или гель-проникающую хроматографию. До-
стоинства и недостатки данных методов отраже-
ны в табл. 1. Оба метода заслуженно активно при-
меняются в исследовательской практике.

Определяют содержание лекарства в промыв-
ных водах (в случае диализа) или во фракциях,
свободных от липосом. Выбор метода в основном
обусловлен природой активной молекулы: зача-
стую походит УФ-спектроскопия, высокоэффек-
тивная жидкостная хроматография, часто – флуо-
ресцентные методы. Для некоторых лекарственных
препаратов, например, рапамицина, высокоэф-
фективная жидкостная хроматография является
практически единственным возможным решени-
ем из-за отсутствия аналитически значимых
спектров УФ и флуоресценции [19]. Использова-
ние ИК-спектроскопии допустимо, если содер-
жание активной молекулы в изучаемой фракции
не менее 0.2–0.5 мг/мл в виду предела обнаруже-
ния метода.

При разрушении липосом детергентом для
определения содержания лекарства используют
те же методы с поправкой на возможное измене-
ние сигнала от активной молекулы. Например,
при разрушении липосом, загруженных доксору-
бицином, поверхностно-активным веществом Tri-

Рис. 4. Методы определения эффективности включения лекарства в липосомы.

Определение эффективности включения лекарства в липосомы

Определение включившегося лекарства

Без разрушения липосом С разрушением липосом Диализ

Определение невключившегося лекарства

Хромотография

Таблица 1. Методы разделения липосомальной фракции и фракции невключившегося лекарства

Метод Достоинства Недостатки

Диализ Методическая простота
Доступность (подходят диализные 
мешки с большой массой отсечения)

Необходим контроль сохранности липосом
Сильное разбавление фракции свободного 
лекарства
Длительность: от нескольких часов до суток

Гель-проникающая 
хроматография

Методическая простота
Быстрота
Возможна работа с малыми объемами 
(менее 1 мл)

Необходим подбор носителя для колонки
Возможное разбавление липосомальной фракции
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ton-X необходимо определять содержание лекар-
ства по калибровочным кривым, полученным для
лекарства в присутствии соответствующего со-
держания детергента, поскольку потенциальное
мицеллообразование [20] может значительно из-
менить коэффициент молярного поглощения пре-
парата и исказить определение ЭВ.

Направление, связанное с определением ЭВ в
липосомах без предварительного разрушения, раз-
работано гораздо слабее по сравнению с осталь-
ными. Это обусловлено рядом причин: во-пер-
вых, липосомальные системы часто оптически
непрозрачны, что затрудняет применение многих
спектральных методов. Во-вторых, присутствие
липидов как таковых и их коллоидных везикул
существенно может искажать сигнал от активной
молекулы.

2. МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
МЕХАНИЗМОВ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 

ЛИПИДНОГО БИСЛОЯ
И ЛЕКАРСТВЕННОГО ПРЕПАРАТА

2.1. Методы исследования липидных систем,
не требующие введения дополнительных меток

Рассматриваемые выше методы служат в первую
очередь для контроля качества получаемых липо-
сомальных форм активных молекул, но не предо-
ставляют информации о механизме взаимодей-
ствия лекарство – бислой. Далее представлены
методы, которые могут быть полезны для изуче-
ния основных закономерностей данного процес-
са. Важным их достоинством является отсутствие
необходимости вводить дополнительные метки в
бислой, что упрощает интерпретацию данных и
ускоряет анализ.

2.1.1. Дифференциальная
сканирующая калориметрия

Рассмотрим подробнее метод дифференциаль-
ной сканирующей калориметрии, который изна-
чально нашел свое широкое применение в изуче-
нии фазовых переходов в липосомах. В работе [21]
приведен исчерпывающий обзор, представляю-
щий собой описание возможностей ДСК для ана-
лиза структуры и свойств липосом, однако метод
хорошо подходит и для установления особенно-
стей взаимодействия низко- и высокомолекуляр-
ных веществ с бислоем на основе различий в ка-
лориметрических кривых.

В работе [22] методом ДСК установили, что
при взаимодействии липосомальной мембраны
(100% дистеароилфосфатидилхолин) с тамокси-
феном фазовый переход смещается в область мень-
ших температур, при этом максимум на кривой
ДСК уширяется, что указывает на дестабилиза-

цию мембраны, по-видимому, за счет встраива-
ния лекарства в бислой.

Более точная регистрация кривых ДСК позво-
ляет получать информацию о состоянии лекарства
в липосомах и определении локализации лекар-
ства. Фоггиа с коллегами изучали взаимодействие
нестероидного противовоспалительного препара-
та ибупрофена с липосомами из димистроилфос-
фатидилхолина [23]. Регистрация кривых ДСК при
различных значениях рН позволила установить,
что протонированная форма ибупрофена при рН 3
способна проникать в неполярную часть бислоя,
в то время как при рН 7 взаимодействие депрото-
нированного ибупрофена с холиновым группами
фосфолипида препятствует дальнейшему проник-
новению препарата.

Иехезкель Баренхольц [24] с коллегами при
разработке нового липофильного пролекарства
митомицина С и изучении его влияния на мем-
брану ПЭГилированных липосом обнаружили, что
наличие двух остатков стеариновой кислоты в
структуре пролекарства обеспечивают стабильное
встраивание в липосомный бислой, о чем свиде-
тельствует изменение максимума на кривой ДСК:
пик становится высокоинтенсивным и узким с
максимумом при 56°С и плечом при 53°С, причем
для контрольных липосом пик был широким с мак-
симумом при 53°С. Авторы отмечают, что такой тип
фазового перехода характерен для мембраны, со-
держащей холестерин, и объясняют наблюдаемое
явление формированием богатых пролекарством
доменов в мембранах, в которых гидрофобные цепи
плотно упакованы в высокоупорядоченные кри-
сталлоподобные структуры.

Внимание исследователей привлекает изуче-
ние нанокристаллов активных молекул, которые
образуются при включении в липосомы [25]. Ли с
коллегами в работе фокусировались на методах
получения подобных нанокристаллических си-
стем в липосомах, упоминая ДСК как возможный
метод обнаружения кристаллов в везикулах. Ра-
нее уже было показана кристалличность сульфата
доксорубицина и некоторых других препаратов с
помощью калориметрии высокого разрешения,
однако о их природе и свойствах ведутся споры. В
работе 2012 года [26] не обнаруживали существен-
ного влияния на фазовый переход дипильмито-
илфосфатидилхолиновых липосом встраивания
доксорубицина. Однако в 2017 году усовершен-
ствованная техника позволила Перинелли с кол-
легами обнаружить упорядоченное состояние на-
нокристаллов доксорубицина внутри ПЭГилиро-
ванных липосом (формуляция Доксила), причем
кристаллы оставались стабильны даже после на-
гревания до 80°C [27].

Применение ДСК позволяет следить за мик-
рофазовым разделением в мембране липосом сме-
шанного состава. Так, для смешанных анионных
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липосом ДПФХ/КЛ (80/20%) комбинацией мето-
дов ДСК и ИК-спектроскопии обнаружено рас-
слоение в липидном бислое с образованием двух
доменов с различными температурами плавле-
ния [18]. Калориметрическая кривая смешанных
липосом характеризовалась широким фазовым
переходом с пиком при 39°С и плечом при 35°С,
которые отвечали плавлению двух микрофаз
ДПФХ/КЛ с различным соотношением компо-
нентов. Для таких липосом загруженных мокси-
флоксацином, удалось доказать структурирова-
ние и стабилизацию гелеобразной фазы за счет
электростатического взаимодействия аминогруп-
пы активной молекулы с отрицательно заряжен-
ным кардиолипином. Температура основного фа-
зового перехода липосом, загруженных мокси-
флоксацином сдвинулась на 3–5 градусов.

Таким образом, метод ДСК позволяет изучать
детали процесса фазового перехода в липосомах и
влияния на него лекарств, косвенно обнаружить
образование нанокристаллов или интеграцию ак-
тивной молекулы в бислой.

В качестве альтернативы ДСК в работе [28]
предложено использовать метод ДСР, причем ана-
литическим сигналом будет служить величина
average count rate (средняя скорость счета). Вклю-
чение в димистроилфосфатидилхолиновые липо-
сомы препарата целекоксиба приводило к досто-
верному смещению кривой средняя скорость ро-
ста – температура в область больших температур.
Сравнение кривых для загруженных и свободных
липосом при рН 5.0 и 7.4 выявило, что при обоих
значениях рН кривые смещаются единообразно,
но в нейтральной среде эффект более выражен
(расчетные температуры плавления составили
21.7 и 20.7°C против контрольного значения для
свободных липосом 22.0°C). Авторы предполага-
ют, что в кислой среде встраивание целексосиба
влияет на кооперативность фазового перехода, а
не на значение температуры фазового перехода, в
то время как при рН 7.4 целекоксиб разупорядо-
чивает мембрану, что проявляется в потере ко-
оперативности и уменьшении температуры фазо-
вого перехода.

2.1.2. Метод малоуглового рассеяния 
рентгеновского излучения

В методе малоуглового рассеяния рентгенов-
ского излучения (ММРР) измеряют интенсив-
ность рентгеновских лучей, рассеянных от образ-
ца в зависимости от угла рассеяния (0.1°–5°C).
Ключевым преимуществом данного метода отно-
сительно классических рентгеновских методов
является его универсальность для многих типов
наноматериалов и способность регистрировать
спектры от образцов, как в порошковой, так и в
гелеообразной и жидкой дисперсной форме.
Установки ММРР позволяют исследовать усред-

ненные структурные особенности от образца боль-
шого объема, что может быть полезно при работе
с неоднородными коллоидными системами. Дан-
ный метод хорошо подходит для изучения взаи-
модействия мембран с активными молекулами,
кристаллизующимися во внутренней полости ве-
зикул.

Важным достоинством ММРР является воз-
можность определять форму везикул. Известно,
что методы динамического светорассеяния и ана-
лиза траектории наночастиц предоставляют ин-
формацию о гидродинамическом радиусе частиц
из предположения об их сферической форме, в то
время как липосомы, содержащие нанокристал-
лы вытянутой формы, могут принимать и эллип-
тическую форму. Аналитически ценным пара-
метром из спектра ММРР является вектор рассе-
яния q; обработка зависимости интенсивности
рассеяния от q методом Фурье-преобразований
позволяет построить график функции распреде-
ления парных расстояний.

Значительных успехов в изучении липосомаль-
ных форм нанокристаллов антибиотиков достигли
Чиполла и Чен, Университет Сиднея. Их работы
посвящены в первую очередь изучению нано-
кристаллов ципрофлоксацина – антибиотика
широкого спектра действия фторхинолонового
ряда [25, 29, 30]. Например, комбинацией мето-
дов ММРР, криоэлектронной микроскопии и
деполяризованного динамического светорассеяния
авторам удалось доказать [30] циллиндрическую
форму липосом, загруженных ципрофлоксацином.

К недостаткам метода ММРР можно отнести
слабый сигнал, накапливаемый от липосомаль-
ных суспензий, возможное перекрывание спек-
тров везикул и нанокристаллов и потенциальное
разрушение образца в процессе исследования.

Рентгеновские методы активно применяют для
исследования липосомальных форм неорганиче-
ских наночастиц – фотосенсибилизаторов, на-
пример наночастиц иридия [31], с целью подтвер-
дить неизменность кристалличности неорганиче-
ской фракции после включения в везикулы.
Однако взаимодействие липосом с неорганиче-
скими наночастицами представляет собой от-
дельную тему, достойную объемного обзора, и
несколько выходит за рамки обсуждаемой в на-
стоящей работе тематики.

2.1.3. ИК-спектроскопия Фурье

ИК-спектроскопия Фурье заслуженно вошла
в арсенал исследователей липидных систем как
один из наиболее информативных и точных мето-
дов, позволяющий получать уникальную информа-
цию о микроокружении функциональных групп ли-
пидов, их взаимодействии с различными лигандами
и фазовых переходах. Использование ИК-спектро-
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скопии для анализа биосистем стало возможным
с развитием аппаратуры и методов математиче-
ской обработки (Фурье-преобразования) исход-
ного сигнала прибора – интерферограммы.

Рассмотрим три оптических эффекта, обеспе-
чивающих высокую точность метода ИК-спек-
троскопии Фурье. Первый из них получил назва-
ние выигрыш Жакино. Его суть состоит в том, что
в схеме Фурье-спектрометра, в отличие от клас-
сического дисперсионного, отсутствует щель, так
что все излучение достигает детектора. При фик-
сированной разрешающей силе светосила Фурье-
спектрометра в 200 раз превышает светосилы дис-
персионного спектрометра.

Следующий эффект получил название выиг-
рыш Фельжета или фактор мультиплексности. Он
связан с одновременной регистрацией в спектре
всех частот. Например, при одновременной реги-
страции и обработке спектрального интервала
4000 см–1 при разрешении 1 см–1 соотношение сиг-
нал-шум для Фурье-спектрометра будет в 63 раза
выше, а скорость регистрации спектра в 4000 раз
выше. В настоящее время регистрация одного
спектра в высоком разрешении, пригодного для
тонкого анализа спектральных полос, занимает
не более двух минут, что, несомненно, является
важным методическим достоинством метода.

Третий эффект получил название выигрыш
Конна. Использование в ИК-спектрометрах ге-
лий-неоновых лазеров как внутренних стандар-
тов длин волн и для контроля интерферограммы в
зависимости от положения подвижного зеркала
позволило значительно повысить точность опре-
деления волновых чисел. В настоящее время не-
которые приборы характеризуются разрешением
0.01 см–1. Подобные машины требуют тонкой на-
ладки перед каждым запуском, в то время как ру-
тинные измерения можно надежно проводить
при разрешении 1–2 см–1.

На сегодняшний день в исследовании слож-
ных биологических систем наиболее широко ис-
пользуется режим нарушенного полного внут-
реннего отражения (НПВО) [32]. Явление НПВО
основано на проникновении излучения из опти-
чески более плотной среды (кристалла n1) в менее
плотную среду (образец n2) на некоторую длину
(т.н. penetration depth dp), примерно равную дли-
не волны, при падении света под углом, большим
критического, при этом часть падающего излуче-
ния проникает в образец на dp и там поглощается.
Критический угол определяют как угол падения,
при котором угол преломления составляет 90°,
его величина зависит от коэффициентов n1 и n2.

Следует отметить, что поскольку dp прямо про-
порциональна длине волны излучения, в длинно-
волновой области спектра НПВО следует ожидать
большую интенсивность полос поглощения. Если

n2/n1 постоянно, то dp линейно зависит от длины
волны. Большинство современных программ для
анализа ИК-спектров предлагают функцию ATR-
correction, которая линейно корректирует интен-
сивности полос, приводя спектр к виду близкому
к спектру пропускания.

Пионерские работы по использованию ИК-
спектроскопии Фурье для анализа белковых и ли-
пидных систем принадлежат Эрику Гурматигху и
его научной группе в Свободном Университете
Брюсселя, Бельгия. В его лаборатории разработа-
ны многочисленные протоколы регистрации спек-
тров с подбором оптимальных условий: типом
кристалла, количеством сканирований, способом
атмосферной компенсации и т.д. и методы их
анализа.

ИК-спектр фосфолипидов имеет следующие
характеристические пики функциональных групп:
две полосы симметричных и ассиметричных ко-
лебаний углеводородных связей, колебания кар-
бонильной группы C=O, колебания фосфатной и
холиновой групп (рис. 5). Полное соотнесение
полос поглощения и соответствующих колебаний
дипальмитоилфосфатидилхолина представлено в
табл. 2. Положение полос и их форма чувстви-
тельны к связыванию бислоя с лигандами, к обра-
зованию водородных связей, агрегации и окисле-
нию и т.д. [7, 11, 18, 26, 33–37].

Симметричным и асимметричным валентным
колебаниям СН2 группы соответствуют полосы в
регионе 2853 ± 5 и 2926 ± 5 см–1, деформацион-
ным колебаниям соответствует полоса при 1465 ±
± 5 см–1 (так называемая частота метиленовой де-
формации). Симметричные деформационные
колебания СН3 группы характеризуются полосой
поглощения при 1375 ± 5 см–1. Изменение кон-
формации липидных цепей сопровождается ча-
стотным сдвигом полос поглощения групп СН2,
причем эти изменения коррелируют с числом
цис-изомеров ненасыщенных остатков гидро-
фобных хвостов. Цис-изомеры упакованы менее
плотно по сравнению с транс-изомерами, ациль-
ные цепи могут менять свое направление и раз-
мер. Увеличение подвижности сопровождается
высокочастотным сдвигом на ИК-спектре [7].
Влияние на фазовый переход различных лекар-
ственных препаратов можно оценивать как по
смещению полос поглощения симметричных и
асимметричных валентных колебаний CH2 групп,
так и с использованием метода главных компо-
нент (principal component analysis PCA). Класси-
ческим подходом является регистрация зависи-
мости положения полос поглощения CH2 as и
CH2 s в зависимости от температуры. Например, в
работе [33] исследовали влияние витамина D2 в
присутствии ионов Mg2+: установлено, что фазо-
вый переход существенно замедляется, однако,
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ход кривых остается единообразным, что указы-
вает на упорядочивающий эффект активной мо-
лекулы на бислой, сопровождающийся уменьше-
нием доли числа транс-конформеров (рис. 6). В
качестве вспомогательного источника информа-
ции авторы использовали ширину данной полосы
поглощения (на уровне 0.75 высоты пика), кото-
рая уменьшалась при введении в липосомы вита-
мина D2, что подтверждает данные термограммы.

Однако, для мультикомпонентных липосом,
склонных к образованию микрофаз, например, со-
держащих 80% ДПФХ и 20% КЛ, ход термограмм
может значительно изменяться в присутствии ак-

тивных молекул. Для контрольных незагруженных
везикул ход кривой плавный, S-образный (рис. 7),
отдельные микрофазы не различаются. При этом,
в работе [18] был обнаружен эффект независимо-
го взаимодействия моксифлоксацина с микрофа-
зами с разным содержанием КЛ, что отражается
принципиальным изменением хода кривой термо-
граммы положение CH2 as – температура, а имен-
но минимумами в диапазоне температур 28–35°С,
указывающими на локальное упорядочивание бис-
лоя (рис. 7).

Распространен подход, связанный с математи-
ческой обработкой спектров по методу главных

Рис. 5. Нормализованный ИК-спектр нарушенного полного внутреннего отражения дипальмитоилфосфатидилхолина.
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Таблица 2. Характерные полосы в ИК-спектре липидов по данным. Даны в сокращении названия колебаний:
вал. – валентное, деф. – деформационное, ножн. – ножничное, маят. – маятниковое, асим. – асимметричное,
сим. – симметричное

Волновое число, см–1 Колебание Волновое число, см–1 Колебание

3010 =C–H (вал.) 1378 CH3 (сим. деф.)

2956 CH3 (асим. вал.) 1400–1200 CH2 (веерные)

2920 CH2 (асим. вал.) 1228  (асим. вал.)

2870 CH3 (сим. вал.) 1170 CO–O–C (асим. вал.)

2850 CH2 (сим. вал.) 1085  (сим. вал.)
1730 C=O (вал.) 1070 CO–O–C (сим. вал.)

1485 (CH3)3N+ (асим. деф.) 1047 C–O–P (вал.)

1473, 1472, 1468, 1463 CH2 (ножн.) 972 (CH3)3N+ (асим. вал.)

1460 CH3 (асим. деф.) 820 P–O (асим. вал.)

1405 (CH3)3N+ (сим. деф.) 730, 720, 718 CH2 (маят.)

2PO−

2PO−
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компонент, который также может предоставить
дополнительную информацию о фазовом перехо-
де липосомальных форм активных молекул, осо-
бенно в случае накопления большого объема
данных. В работе [38] рассматривалось взаимо-
действие флуфеназина с липосомами из яичного
сфингомиелина. Тонкий анализ спектральных из-
менений позволил авторам сделать вывод о том,
что включение лекарства в бислой приводит к
снижению температуры фазового перехода про-
порционально содержанию активной молекулы,
что в свою очередь приводит к быстрому высво-
бождению флуфеназина в водную фазу.

Метод ИК-спектроскопии чувствителен к из-
менениям в плотности упаковки ацильных цепей
и в случае внешнего воздействия на мембрану,

например, под действием колебательно-вращатель-
ного движения наностержней магнетита в низко-
частнотном негреющем переменном магнитном
поле [11]. В данном случае метод деконволюции,
то есть разложения наблюдаемой полосы погло-
щения на несколько компонент, позволил коли-
чественно оценить эффект разрыхления бислоя.

Полосы поглощения карбонильной и фосфат-
ной группы в первую очередь чувствительны к из-
менению степени гидратации данных функцио-
нальных групп, в том числе за счет образования
ионных связей и агрегации.

Гидратированная карбонильная С=О группа
в липидах и липосомах поглощает в регионе
1730 см–1. На кислороде находится частично от-
рицательный заряд, который в свободных липо-
сомах компенсируется за счет образования водо-
родных связей с молекулами воды. При сниже-
нии степени гидратации, то есть разрыве части
водородных связей, характеристическое волно-
вое число возрастает. Так происходит, например,
при взаимодействии липосом с поликатионами
или рядом биологически-активных полярных ве-
ществ [7, 34]. Изменения в области поглощения
карбонильной группы чрезвычайно информатив-
ны при анализе изменений на границе раздела
фаз липид-вода, в том числе для контроля за со-
хранностью липосом при хранении [7].

Для фосфатной группы определены две ос-
новных полосы поглощения, соответствующих
симметричным 1088 см–1 и асимметричным 1250–
1230 см–1 валентным колебаниям. Наибольший
интерес представляет полоса асимметричных ко-

Рис. 6. Зависимость положения полосы поглощения
валентных колебаний CH2 в липосомах ДПФХ в при-
сутствии витамина D2 и ионов Mg2+.
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лебаний, как более чувствительная к степени гид-
ратации. Низкочастотный сдвиг положения дан-
ной полосы поглощения связан с повышением
степени гидратации [34], и наоборот. Вид и фор-
ма данной полосы существенным образом может
измениться при добавлении активной молекулы,
как показано в работе [35] на примере липосом с
включенными в них нестероидными противовос-
палительными средствами.

Помимо анализа смещения полос поглощения
карбонильной и фосфатной групп исключитель-
но полезной может быть процедура деконволю-
ции, поскольку становится возможным выявить
компоненты, соответствующие функциональным
группам, связанным с активной молекулой. На-
пример, при встраивании в анионные липосомы
доксорубицина, модифицированного фрагментом
спермина и стеариновой кислоты, происходит
двукратное уменьшение доли высокогидратиро-
ванных фосфатных групп, которым соответствует
компонента 1219 см–1, и двукратное увеличение
доли низкогидратированных карбонильных групп
(компонента 1745 см–1) [34].

Таким образом, метод ИК-спектроскопии ин-
формативен при изучении многих параметров
липосомальных систем: процесса фазового пере-
хода, электростатического взаимодействия с ле-
карствами, изменениям микроокружения на по-
верхности раздела фаз липид-вода за счет связыва-
ния с лигандами или при агрегации. В табл. 3
приведены основные способы обработки полос

поглощения липосом и информация, которую
можно получить.

2.1.4. Методы на чипе
Методы на чипе [39] лишь набирают популяр-

ность для изучения взаимодействия поверхности
липосом с лекарством. Для этого хорошо подхо-
дит метод гигантского плазмонного резонанса.
Авторы предложили сначала на модифицирован-
ную алканами декстрановую матрицу на чипе
сорбировать липосомы с разным содержанием
холестерина, а далее во внешний раствор вводить
лекарственный препарат. Метод предполагает ис-
пользование отклика системы на связывание на
чипе лекарства с липосомальной мембраной. При
этом важную роль играет кинетика сорбции, по
которой можно сделать выводы о силе взаимо-
действия лекарства с мембраной. Так, удалось
установить, что анионные лекарства быстро дис-
социируют с поверхности липосом, в то время
как катионные лекарства в зависимости от своей
природы более прочно связываются с бислоем.

2.1.5. Методы микроскопии
Как известно, размер моноламеллярных липо-

сом (30–150 нм) значительно меньше дифракци-
онного предела, поэтому для изучения взаимо-
действия везикул с лекарственными молекулами
могут быть применены методы электронной мик-
роскопии и атомной силовой микроскопии [40].

Таблица 3. Информация от основных полос поглощения в ИК-спектре липосом

Полоса 
поглощения Получаемая информация Возможные методы анализа спектров Ссылки

CH2 as, CH2 s Влияние активной
молекулы на плотность 
упаковки липидов

Анализ положения полос поглощения (смещения
в область больших волновых чисел указывают на 
разрыхление, в область меньших – на упорядочивание)

[11, 33]

Влияние активной моле-
кулы на фазовый переход

Анализ термограмм CH2 as (T), CH2 s (T), метод 
главных компонент

[11, 18, 33]

CO Влияние активной
молекулы на поверхность 
раздела фаз, образование 
водородных связей
с катионными лигандами

Анализ положения полосы поглощения (смещения
в область больших волновых чисел указывают
на увеличение степени гидратации, в область мень-
ших – на образование электростатических связей)

[7]

Деконволюция полосы поглощения для количе-
ственной оценки изменения степени гидратации 
карбонильной группы

[7, 34, 36, 37]

PO2 as Влияние активной
молекулы на гидрофиль-
ную поверхность липосом

Анализ положения полосы поглощения (смещения
в область больших волновых чисел указывают
на образование электростатических связей)

[26, 35]

Деконволюция полосы поглощения для количе-
ственной оценки изменения степени гидратации 
фосфатной группы

[34]
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Специфика данных методов позволяет исследо-
вать топологию поверхности везикул. Обширный
обзор по методам визуализации липосом пред-
ставлен в работе [41], в настоящем обзоре хотелось
бы выделить особенности применения методов
микроскопии для изучения влияния загрузки ле-
карственных препаратов на морфологию липосом.

К преимуществам АСМ можно отнести воз-
можность работы, как в контактном, так и в бес-
контактном режиме, и получение информации о
морфологии липосом без дополнительной пробо-
подготовки (окрашивания, фиксации или введе-
ния меток). Однако, движения кантилевера могут
вызывать деформацию бислоя [42], а сами вези-
кулы должны быть нанесены на подложку, что
может влиять на их морфологию [41].

В работе [43] показана применимость метода
АСМ для 3D анализа популяции липосом, загру-
женных доксорубицином: везикулы с наиболь-
шими кристаллами доксорубицина приобретали
вытянутую форму; данные подтверждали мето-
дом криоэлектронной микроскопии.

Применимость сканирующей электронной
микроскопии для липосомальных систем ограни-
чена в виду структурных изменений в условиях
глубокого вакуума. Однако именно методы элек-
тронной микроскопии позволяют определять не
только размеры везикул, но и оценивать их ла-
меллярность. Негативное контрастирование, на-
пример, с помощью UO2(CH3COO)2, может быть
полезно для оценки. Более того, необходимость
высушивания, фиксации и окраски образца так-
же затрудняет получение достоверных результа-
тов. Решение данной проблемы было предложено
Данилатосом, автором метода ЭСЭМ (Environ-
mental Scanning Electron Microscopy), в котором
допустима работа с образцами в газовой среде,
включая воздух.

Заслуженно значимую роль в визуализации и
характеризации липосомальных форм лекарствен-
ных препаратов играет криоэлектронная микро-
скопия (рис. 8). Метод позволяет изучать липо-

сомы в их нативном состоянии, без применения
дополнительных процедур фиксации или окра-
шивания. В зависимости от толщины образца мож-
но добиться разрешения до 5 нм [41]. Данный
метод позволяет отследить влияние мольного
соотношения активной молекулы и липидов на
морфологию везикул, так в работе [44] при моль-
ном соотношении 0.05 липосомы ожидаемо напо-
минают кофейные зерна с нанокристаллом доксо-
рубицина внутри, но при больших мольных соотно-
шениях (0.37) неожиданно обнаруживались даже
треугольные структуры, в которых три нанокри-
сталла доксорубицина образуют правильный тре-
угольник в пределах одной липосомы.

В случае, если загруженный препарат не обра-
зует кристаллическую форму в липосоме, метод
криоэлектронной микроскопии также может быть
полезен. Так, в работе [45] по увеличенной элек-
тронной плотности внутренней полости липосом
по сравнению с изображениями контрольных не-
загруженных везикул судили о включении вин-
кристина, винбластина и винорелбина во внут-
реннюю полость липосом.

В лаборатории проф. Баренхольца недавно был
предложен подход к реконструкции 3D структу-
ры липосом по 2D криоэлектронным микрофо-
тографиям [46], который позволяет получать
дополнительную информацию о распределении
препарата в везикулах. Данный подход может быть
чрезвычайно полезным при исследовании взаимо-
действия липосом с, например, липофильно-мо-
дифицированными лекарствами, которые могут
искажать строение мембраны.

2.1.6. Метод дифракции излучения лазера
на свободных электронах

Исключительных результатов удалось добить-
ся при визуализации в растворе липосом, загру-
женных доксорубицином, методом дифракции
излучения лазера на свободных электронах (Free-
electron coherent diffraction imaging) [47]. По ди-
фракционной картине от одиночных загружен-

Рис. 8. Криоэлектронная микроскопия для (слева-направо) контрольных незагруженных липосом, содержащих 20%
мольных доксорубицина, 40% мольных доксорубицина.
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ных препаратом липосом авторам удалось ре-
конструировать реальную форму кристалла док-
сорубицина в водной полости липосом. Данный
метод пока ограниченно применяется, поскольку
кристаллические формы в липосомах образуют
не все активные молекулы, однако может быть
чрезвычайно полезными при исследовании встра-
ивания нанокристаллов в везикулы.

2.2. Методы исследования липидных систем, 
требующие введения дополнительных меток

2.2.1. Методы, основанные
на введении флуоресцентных меток

Важную роль в исследовании структуры липо-
сом и их комплексов играет флуоресцентная спек-
троскопия. Поскольку природные липиды соб-
ственных флуорофорофоров в структуре не име-
ют, необходимо введение в везикулы меток-
репортеров, в зависимости от свойств которых
можно получать информацию о состоянии гидро-
фобной или гидрофильной части липосом [48].
Можно сформулировать ряд ключевых свойств
флуоресцентых меток, которые следует учиты-
вать при выборе:

1. Основные характеристики флуорофоров, а
именно длины волн возбуждения и испускания,
квантовый выход и флуоресцентное время жизни;

2. Часто для изучения липидных систем пред-
почтение отдают меткам, флуоресцентные свой-
ства которых резко меняются при изменении по-
лярности среды;

3. Желательна простота методики встраивания
флуоресцентной метки в липосомы, при этом
следует отдельно удостовериться в локализации
метки в везикуле.

Надежной и удобной меткой-репортером для
липосом является пирен, по изменению спектра
флуоресценции которого можно судить об изме-
нении подвижности гидрофобных цепей липи-
дов (рис. 9).

Одной из первых работ, в которой предложено
использовать пирен для изучения состояния гид-
рофобной части бислоя, является [49]. Авторы
сравнили ряд органических молекул: пирен, наф-
талин и 1,12-бензперилен – с точки зрения их по-
ведения в бислое, в том числе в процессе фазово-
го перехода. Установлено, что завершение фазо-
вого перехода приводит к заглублению пирена в
бислой. Аналогичный эффект был обнаружен для
1,12-бензперилена, в то время как нафталин оста-
вался на неизменной позиции.

Известно, что в спектре флуоресценции пире-
на присутствуют два максимума: 394 нм (мономе-
ра) и 475 нм (эксимера-димера, состоящего из
возбужденной и невозбужденной молекулы пи-
рена). Дальнейшие исследования [50] показали,
что аналитически значимой величиной является
отношение интенсивностей данных максимумов.
При разрыхлении мембраны вероятность образо-
вания эксимера увеличивается, что приводит к
пропорциональному увеличению интенсивности
соответствующего максимума. В работе [51] пока-
зано, например, что связывание липосомальных
мембран с некоторыми противоартимическими
средствами (этмозин, ксантиверин) сопровож-
дается снижением микровязкости бислоя. Одна-
ко в той же работе отмечается и недостаток пи-
рена как метки – зачастую сигналы от мономера
или эксимера перекрываются с сигналами от са-
мих лекарств, что делает расчет отношения не-
достоверным.

Рис. 9. Флуоресцентные метки-репортеры для изучения состояния гидрофобной части бислоя. (а) Спектр флуорес-
ценции пирена, приведены формулы мономера и эксимера. (б) Структура и спектры поглощения (1) и флуоресценции (2)
N-[7-(4,4-дифтор-1,3,5,7-тетраметил-4-бор-3a,4a-диазо-s-индекан-8)гептил]сфингозин-1-фосфотидилхолина.
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Перспективным является использование ин-
тенсивно флуоресцирующих меток на основе
борфторидных комплексов дипирролилметена
BODIPY (рис. 9). Для более эффективного встра-
ивания подобных меток в липосомы часто получа-
ют липидоподобные молекулы, в которых присут-
ствует фрагмент BODIPY. Значительных успехов в
синтезе подобных молекул достигла лаборатория
проф. Е.Л. Водовозовой. Так, была получена ли-
пидоподобная метка [52], обладающая высоким
ε = 90000 и встраивающаяся в гидрофобную часть
бислоя. Применение подобных меток значитель-
но упрощает проведение анализа, например, при
изучении белок-мембранных взаимодействий [52],
однако следует учесть ряд особенностей такого под-
хода. Метка предоставляет информацию о своем
ближайшем микроокружении, в то время как для
комплексов липосом с полиэлектролитами часто
наблюдается микрофазовое разделение; сведе-
ния в таком случае могут быть сложными для
анализа. Более того, для надежного встраивания
метки в бислой часть требуется ее липофильная
модификация; без этого возможно перемещение
метки по бислою в процессе, например, фазово-
го перехода.

2.2.2. Флуоресцентная корреляционная 
спектроскопия

Метод ФКС основан на том, что диффузия
флуоресцентных молекул вызывает флуктуации в
интенсивности флуоресценции в малом элементе
объема (0.1–0.5 фемталитр), который создается в
конфокальном микроскопе (рис. 10). Данный метод
позволяет получать информацию о локальной кон-
центрации биомолекул, а также следить за агрега-
цией, за взаимодействием с лигандами, за трансля-
ционной диффузией и внутренней подвижно-
стью флуоресцентно меченных биополимеров.
Измеряемой величиной является интенсивность
излучения F(t) от нескольких флуоресцентных объ-
ектов в освещенном лазерном объеме. Флуктуа-
ция интенсивности обусловлена броуновским
движением флуоресцентных объектов в освещен-
ном лазерном объеме. Время, за которое данный
объект пересекает освещенный объем связано с
коэффициентом диффузии D [53]. Для расчета D, а
в дальнейшем и гидродинамического радиуса ана-
лизируют автокорреляционную функцию G(t) (5):

(5)

где I(t) – интенсивность флуоресценции при вре-
мени t, I(t + τ) – интенсивность флуоресценции
после промежутка времени τ.

Из анализа автокорреляционной функции G(t)
определяют время трансляционной диффузии, τd,

( ) ( ) ( )2

2  ,
I I t I t

G t
I

+ δ δ + τ=

которое характеризует время пребывания моле-
кулы в рассматриваемом элементе объема (6):

(6)

Метод относят к методам детекции одиночных
молекул, поскольку он позволяет работать с ми-
нимальными концентрациями флуорофора (еди-
ничные молекулы в освещенном объеме).

Особенно информативен метод ФКС, если са-
мо лекарство является флуорофором. Например,
в работе [54] рассмотрено взаимодействие хоро-
шо изученного противогрибкового препарата санг-
винарина, для которого недавно обнаружили про-
тивоопухолевую активность, с липидным бислоем.
Коэффициент диффузии сангвинарина, вклю-
ченного в липосомы (63.8 ± 3 мкм2 с–1), в 7 раз
ниже оного для лекарства в буферном растворе
(9.07 ± 0.42 мкм2 с–1). Напротив, введение бета-
циклодекстрина, олигосахарида, способного вза-
имодействовать с бислоем, приводило к увеличе-
нию D почти в 5 раз (25.76 ± 1.21 мкм2 с–1). Повре-
ждение липосомальной мембраны под действием
бета-циклодекстрина приводит к существенно
большей подвижности лекарственной молекулы,
что отражается на сигнале ФКС.

Если лекарство не является флуорофором, мож-
но ввести соответствующую метку, причем ее
концентрация может быть минимальной в виду то-
го, что метод ФКС может быть отнесен к методам
детекции единичных молекул. По изменению D су-
дят о вязкости липосом; существенное изменение
указывает на размягчение или наоборот затверде-
вание бислоя.

Большое количество работ в последние годы
посвящено методу ФКС для анализа взаимодей-
ствия липосомальных лекарственных форм с бел-
ками плазмы крови. Например, в работе [55] рас-
смотрено поведение липосомальной формы флу-
оресцентно меченого ди-β-D-галактопиранозида
в присутствии сывороточного альбумина, транс-
феррина, аполипопротеи на А1 и фибриногена. Ав-
торы использовали ФКС для отслеживания вы-
свобождения содержимого липосом (для этого во
внешний раствор при проведении экспериментов
по высвобождению вводили галактозидазу, кото-
рая расщепляла связь между флуоресцеином и га-
лактопиранозидом, после чего содержание сво-
бодного флуоресцеина определяли по ФКС) и
расчета констант диссоциации комплекса с бел-
ками. Для этого необходимо было использовать
белки, меченные красителем Алекса 488, которые
титруют липосомальной суспензией. Связывание
с белками приводит к изменению сигнала ФКС;
математическая обработка данных может позво-
лить даже рассчитать константы диссоциации
комплексов.

( )
( ) ( )( )1 22

1 .
1 1d d

G
N a

τ =
+ τ τ + τ τ
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2.2.3. Метод разрешенно-временной анизотропии

Метод разрешенно-временной анизотропии –
относительно новый микроспектроскопический
метод, широко используемый для исследования
структуры биомолекул и их комплексов в раство-
рах. Он позволяет следить за вращательной дина-
микой как комплекса биомолекул, так и каждого
из фрагментов, обладающих независимым вра-
щением, и в итоге получать детальную информа-
цию о пространственной структуре липосомаль-
ных систем [53, 56, 58].

В РВФА эксперименте определяется величина
флуоресцентной анизотропии как функция от
времени [57]. Анизотропия сферических моле-
кул, вращение которых симметрично (изотроп-
но), затухает согласно моноэкспоненциальному
закону, в общем случае “затухание” анизотропии
описывается мультиэкспоненциальной зависи-
мостью (7):

(7)

где  – индивидуальные корреляционные вре-
мена вращения, отражающие скорость враща-
тельного движения флуорофора, а βj – вклады со-
ответствующих компонентов в затухание анизо-
тропии.

Так как анизотропия r(t) вычисляется по раз-
ности между наблюдаемыми компонентами эмис-
сии флуоресценции I||(t) и I⊥(t), надежные значения
анизотропии r(t) могут быть вычислены только для
времен, при которых наблюдается значитель-
ное испускание флуоресценции. По этой причине
обычно в качестве метки выбирают флуорофоры
со временем затухания, сравнимым с предполага-
емым корреляционным временем вращения. Если
флуоресцентное время жизни τ много меньше ϕ,
то интенсивность флуоресценции затухает рань-
ше, чем произойдет заметная потеря анизотропии.

( ) ( )exp ,j jr t t= β − ϕ

jϕ

Рис. 10. Принцип метода флуоресцентной корреляционной спектроскопии. (а) Сфокусированный лазерный луч
освещает фиксированный малый объем измеряемой системы (1 фемтолитр). (б) Измерение флуктуации интенсивно-
сти флуоресценции в объеме детекции (0.1–0.5 фемтолитр) как функция от времени. (в) Автокорелляционный анализ
интенсивности позволяет определять среднее число частиц в объеме детекциии время и трансляционной диффузии
исследуемых флуоресцентных молекул. (г) Статистический анализ распределения частиц по молекулярной яркости
(число детектируемых флуоресцентных фотонов в пересчете на молекулу в секунду).

(а)

ca. 3 мкм

сa. 0.5 мкм

(б)

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
, к

Гц

Время, секунды

(в)

1 + 1/N

τdif

Время, миллисекунды

B

G(τ)

(г)

Ч
ас

то
та

Интенсивность



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 4  2020

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 355

В биосистемах существует несколько причин
потери анизотропии (или деполяризации): быст-
рое движение флуоресцентной метки относитель-
но места ее прикрепления, более медленное внут-
реннее движение сегментов биополимера, медлен-
ное вращение всей молекулы биополимера, очень
медленное вращение надмолекулярного комплек-
са, а также, перенос энергии между хромофора-
ми. При взаимодействии липосомальных форм
лекарственных средств с белками, например, бел-
ками крови, спад анизотропии принимает слож-
ный вид: появляются дополнительные источники
деполяризации, связанные с вращением всего
комплекса и/или его отдельных сегментов, что
отражается в появлении соответствующих корре-
ляционных времен вращения.

Метод РВФА применим для исследования как
гомогенных, так и микрогетерогенных и гетеро-
генных систем [53, 58]. Рассмотрим несколько
примеров исследования надмолекулярных струк-
тур на основе липосом методом РВФА.

В работе [59] на примере липосом, меченых
1,6-дифенил-1,3,5-гексатриеном, изучали пове-
дение противогрибкового препарата итраконазо-
ла. Комбинацией флуоресцентных методов и ме-
тода молекулярной динамики авторы показали,
что активная молекула способна вызывать упоря-
дочивание бислоя, уменьшая подвижность гид-
рофобных цепей.

Методом РВФА было исследовано взаимодей-
ствие поверхностного белка из бактериофага М13
с малыми моноламеллярными везикулами дими-
ристоилфосфатидилхолин/димиристоилфосфа-
тидовая кислота (80/20 по массе). За флуорес-
ценцией следили по триптофановому остатку
белка [60]. Спад анизотропии характеризуется дву-
мя корреляционными временами вращения. Ко-
роткое корреляционное время φ1 (0.5 нс) отража-
ет быстрый деполяризационный процесс внутри
фрагмента белка, и долгое φ2 (более 20 нс) соот-
ветствует вращению всей липосомальной систе-
мы, содержащей белок (φбелок + липосома). Корреля-
ционное время вращения, соответствующее сво-
бодному вращению белка в системе отсутствует,
что указывают на полное связывание белка с ли-
посомой.

В работе [61] с применением методов РВФА и
ФКС исследовали изменение состояния липид-
ного бислоя при окислении жирных кислот. С
использованием флуоресцентного аналога фос-
фолипида, который способен включаться в ли-
пидный бислой BP-C11 определяли изменение
плотности упаковки липидов (по молекулярной
подвижности метки в бислое – через корреляци-
онные времена вращения) в процессе окисления
ненасыщенных жирных кислот (арахидоновой
кислоты) в модельном фосфолипиде. Обнаруже-
но, что при окислении арахидоновой кислоты ли-

пидный бислой становится существенно менее по-
движным. Аналогичный вывод был получен из
анализа данных ФКС с использованием флуорес-
центной метки монопиренил-фосфатидилхолин,
где наблюдалось замедление латеральной диффу-
зии при окислении липидов в той же липосомаль-
ной системе. В итоге определен молекулярный
механизм изменения структуры бислоя при пере-
кисном окислении липидов биомембран.

2.2.4. ЭПР-спектроскопия

Метод электронного парамагнитного резонан-
са дает ценную информацию о природе, основ-
ном состоянии парамагнитных центров и об их
ближайшем окружении. К парамагнитным цен-
трам можно отнести атомы и молекулы с нечет-
ным числом электронов, ионы, имеющие частич-
но заполненные внутренние электронные обо-
лочки, свободные радикалы и точечные дефекты
в твердых телах.

Использование ЭПР-спектроскопии для изу-
чения биосистем ограничено, поскольку естествен-
ных парамагнитных центров в подобных объектах
мало. Говоря о диагностике взаимодействия ли-
посомальных мембран с лекарствами, целесооб-
разно рассмотреть виды спин-меток, предназна-
ченных для введения в толщу бислоя. Тогда ин-
формация, полученная из ЭПР-спектра метки,
может быть использована для анализа текучести
мембраны и обнаружения в ней дефектов.

Структура ЭПР-спектра сложна, однако со-
временные методы математического моделиро-
вания позволяют рассчитывать предполагаемые
спектры. Взаимодействие электрона только с
внешним магнитным полем приводит к одиноч-
ной линии в спектре ЭПР, следует учитывать
взаимодействие магнитного момента электрона
с магнитным моментом расположенных поблизо-
сти ядер, так называемое сверхтонкое взаимодей-
ствие (СТВ), приводящее к дополнительному рас-
щеплению спектральных линий парамагнитных
систем в магнитном поле (так называемое сверх-
тонкое расщепление – СТР).

Время корреляции вращательной диффузии и
константы СТВ являются основными количе-
ственными параметрами в спектрах меток-репор-
теров для липосом.

Неочевидным ограничением применимости
метода ЭПР-спектроскопии для анализа липосо-
мальных систем является следующий техниче-
ский факт. Наиболее распространены спектро-
метры ЭПР, регистрирующие сигнал от порош-
ковых образцов, однако корректная трактовка
подобных результатов для липосомальных систем
затруднена; необходимо искать способы реги-
страции спектров от жидких образцов. Существу-
ют специальные ячейки на основе капилляров,



356

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 4  2020

ЛЕ-ДЕЙГЕН и др.

например, система AquaX компании Bruker, тре-
бующая небольшой объем пробы (18–30 мкл на
см капиллярной системы), однако подобные
установки встречаются крайне редко. Вероят-
но, этот факт объясняет относительно редкое
использование такого ценного метода как
ЭПР-спектроскопия для анализа липосомаль-
ных систем.

Метки чаще всего содержат нитроксильный
радикал (рис. 11). Хорошо изучено поведение ими-
нонитроксильных радикалов в липидном бислое:
считается, что они вращаются по типу волчков с
аксиальной симметрией [62].

“Излюбленными” спин-метками в изучении
липосомальных систем стали 5-доксил-стеарино-
вая кислота (5-ДСК) и 16-доксил-стеариновая
кислота (16-ДСК), поскольку в совокупности ин-
формация от этих двух меток хорошо описывает

приполярный (5-ДСК) и гидрофобный участки
бислоя (16-ДСК). Изменение вязкости мембраны
можно оценить по изменению величины СТР
2Amax (рис. 12) в спектрах липосом, меченных
5-ДСК, поскольку оно отражает вращательную по-
движность молекул липидов. Известно, что 2Amax
увеличивается при понижении вязкости мембра-
ны [63]. Из спектров 16-ДСК меченных липосом
высчитывают время вращательной корреляции τ
из параметров спектра W0, h0 и h

–1 (рис. 12) по
уравнению (8):

(8)

Увеличение времени вращательной корреляции
также указывает на уменьшение вязкости бислоя.

Анализ обоих этих параметров позволил дока-
зать, что встраивание паклитаксела в ДПФХ липо-
сомы вызывает увеличение вязкости бислоя [63],
что может быть использовано не только для со-
здания новых лекарственных форм, но и для бо-
лее глубокого понимания механизма взаимодей-
ствия активных молекул с мембраной.

Меткой могут быть ионы металлов, например,
меди [64], причем ионы металлов вводятся на ста-
дии диспергирования тонкой липидной пленки.
Изменение интенсивности сигнала ЭПР спектра
и расчетные значения спин-гамильтониана поз-
волили точнее установить структуру липосомаль-
ного препарата CPX-351, содержащего цитарабин
и даунорубицин: ионы меди в параллельной плос-
кости связываются с первой активной молеку-
лой, а в перпендикулярной – со второй. При этом
обнаружено, что даунорубицин образует комплек-
сы с медью в стехиометрии 1 : 1 или 2 : 1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Механизм взаимодействия лекарств с биомем-

браной – важнейший вопрос, который стоит при
разработке новых биосовместимых форм лекар-
ственных препаратов с улучшенными биофарма-
цевтическими характеристиками. В первую оче-
редь это обусловлено тем, что значительная доля
активных молекул, в частности, противоспали-
тельные нестероидные средства и большинство
антибиотиков, имеют значительные побочные

( )
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Рис. 11. Строение 5-доксил-стеариновой кислоты (5-ДСК) и 16-доксил-стеариновой кислоты (16-ДСК).
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эффекты, включая фототоксичность, наруше-
ния гемодинамики, тромбозы, гепатотоксичность
и нейротоксичность. В ряде случаев механизм
развития побочных эффектов обусловлен приро-
дой самого лекарства, которое, помимо воздей-
ствия на мишень в организме, вызывает неспе-
цифические изменения в клеточной мембране.
Такой эффект обнаружен, например, для несте-
роидных противовоспалительных средств [35]: вза-
имодействие активных молекул с ацильными це-
пями вызывает разрыхление мембраны и образо-
вание в ней дефектов. Для антибактериальных
препаратов класса фторхинолонов на примере
анионных липосом смешанного состава показа-
но, что моксифлоксацин вызывает перераспреде-
ление липидов в бислое и образование гексаго-
нальных мезафаз. Подобные изменения могут
приводить к нарушению целостности клеточной
мембраны, увеличение тромбогенности и прочим
побочным эффектам.

Описанные в представленном обзоре методы
позволяют глубоко исследовать механизмы взаи-
модействия лекарственных веществ с липидным
бислоем и выявлять тонкую структуру липосо-
мальных формуляций активных молекул в зависи-
мости от их химической природы и состава липид-
ной матрицы. Однако каждый метод в отдельности
зачастую не предоставляют полной картины про-
исходящего процесса. Поэтому актуальным явля-
ется вопрос комбинации методов. В табл. 4 при-
ведено краткое резюме по информации, которую
можно получить от того или иного метода. Обра-
щают на себя внимание наиболее информатив-
ные методы: ИК-спектроскопия и группа флуо-
ресцентных методов. Данные методы обеспечи-

вают широкий спектр возможностей при
исследовании состояния биомембраны при фазо-
вых переходах, при взаимодействии липидного
бислоя с лекарственными субстанциями. При
изучении надмолекулярных ансамблей на основе
липосом исключительно информативны методы
ФКС и РВФА, которые позволяют получать де-
тальную информацию о пространственной струк-
туре и молекулярной подвижности как всего ком-
плекса на основе липосом, так и его отдельных
компонентов. Комбинация их с методами, предо-
ставляющими информацию о морфологии вези-
кул, позволяет получить полную картину взаимо-
действия активной молекулы с бислоем. Можно
ожидать, что в ближайшем будущем область при-
менения рассматриваемых в обзоре методов в
первую очередь ИК-спектроскопии и флуорес-
центных для изучения биологических объектов бу-
дет расширяться, поскольку с усовершенствова-
нием технического оснащения станут доступными
принципиально новые приложения этих мето-
дов, например, возможность слежения за дина-
микой отдельных везикул в растворе.
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Таблица 4. Сравнение методов исследования механизма взаимодействия липосом с лекарственными препаратами

Методы Подвижность 
цепей

Температура 
фазового 
перехода

Морфология Электростатическое 
взаимодействие

Взаимодействие 
с белками 

плазмы крови

Морфология 
кристаллов
в липосоме

ИК-спектроскопия + + + +

Флуоресцентные 
методы

+ + +

ЭПР-спектроскопия +

ДСК + +

ММРР +

Метод дифракции 
излучения лазера
на свободных
электронах

+

Методы на чипе + +

Методы
микроскопии

+ +
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Experimeнтаl Methods for Studying the Mechanism
of Interaction of Lipid Membranes with Low-Molecular Drugs
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#Phone: +7(495)939-34-34; e-mail: i.m.deygen@gmail.com

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

The review is devoted to methods for studying the mechanism of interaction of lipid membranes with low mo-
lecular weight drugs. The following methods are considered in the review: IR and EPR spectroscopy, f luo-
rescence analysis, differential scanning calorimetry, and microscopy methods. Methods for characterizing
the size and charge of vesicles are also considered: dynamic light scattering and analysis of the trajectory of
nanoparticles. Methods are divided into requiring additional labels and not requiring. An important objective
of the review, in addition to analyzing the latest achievements of instrumental methods of analysis, is to find
the optimal research strategy by selecting informative, modern approaches to studying the interaction of drugs
with lipid membranes.

Keywords: liposomes, IR spectroscopy, EPR spectroscopy, fluorescence methods, differential scanning calo-
rimetry
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В клеточной биологии для визуализации и изучения процессов в живых организмах, мониторинга
экспрессии генов, локализации и миграции интересующих белков и клеток, определения жизненно
важных внутриклеточных характеристик широко используются флуоресцентные метки различной
природы. В обзоре рассмотрены пространственная организация, а также достоинства и недостатки
наиболее перспективных молекулярных инструментов, получивших широкое применение в биологии.
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ВВЕДЕНИЕ
Бурное развитие направлений по созданию

флуоресцентных инструментов как низкомоле-
кулярной, так и белковой природы продиктова-
но насущными потребностями биологии и био-
медицины для изучения процессов в живых орга-
низмах. Значительный прогресс в этой области
был отмечен в последнее время двумя Нобелев-
скими премиями по химии: 2008 г. – за открытие
и использование зеленого флуоресцентного белка
GFP и 2014 г. – за создание флуоресцентной мик-
роскопии сверхвысокого разрешения. В настоя-
щее время создание флуоресцентных меток для
биологии развивается по четырем направлени-
ям: 1) органические и неорганические низкомо-
лекулярные флуорофоры, 2) GFP-подобные белки
с хромофором, образующимся в как часть поли-
пептидной цепи результате посттрансляционной
модификации, 3) фоторецепторы (домены фито-
хромов и флавопротеинов), автокаталитически свя-
зывающие присутствующие в клетке природные
хромофоры, 4) флуороген-активирующие белки
(антитела и липокалины), образующие нековалент-
ные специфические комплексы с органически-
ми низкомолекулярными флуорогенами различной
природы. Создание новых флуоресцентных кон-
струкций на основе белковых платформ включает
рациональный дизайн, основанный на сайт-на-
правленном мутагенезе, и направленную эволю-

цию, основанную на оптимизации свойств мето-
дом случайного мутагенеза.

I. ОРГАНИЧЕСКИЕ И НЕОРГАНИЧЕСКИЕ 
НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ ФЛУОРОФОРЫ

Флуоресцентные органические соединения,
представленные многочисленной группой малых
молекул, формируют ансамбль эффективных ин-
струментов для визуализации процессов в живых
клетках и организмах. С момента первого синтеза
флуоресцеина в 1871 г. органические низкомоле-
кулярные флуорофоры успешно используются в
клеточной биологии [1–4]. Индивидуальные флу-
орофоры нашли применение для стехиометриче-
ского маркирования практически любого белка да-
же в живых клетках. Другие флуорофоры обладают
свойством специфического связывания с ДНК или
с биологическими мембранами. В настоящее вре-
мя разнообразие свойств таких флуоресцентных
меток позволяет определять ионы металлов и рН
среды, изучать активность ферментов и сигналь-
ных молекул. Благодаря высокой яркости и фото-
стабильности метки локализуются с нанометри-
ческой точностью современными высокочув-
ствительными методами спектроскопии – PALM
(photoactivated localization microscopy), STORM
(stochastic optical reconstruction microscopy) [5, 6].
Используемые в практике флуорофоры относят-
ся к группе красителей, представленной большим
набором химических структур (рис. 1) [4]. Соеди-#  Автор для связи: (эл. почта: vzpletnev@gmail.com).

УДК 577.112.083,577.112.4,577.112.7
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нения характеризуются плоской структурой с со-
пряженной π-электронной системой.

Неорганические низкомолекулярные флуоро-
форы (называемые квантовыми точками) на ос-
нове металлов с полупроводниковыми свойства-
ми дают дополнительные возможности для био-
логических исследований [7]. Эти метки в виде
флуоресцентных солюбилизированных нанокри-
сталлов вводятся в изучаемый объект непосред-
ственно или после присоединения к их поверхно-
сти специальных распознающих молекул (антител
или олигонуклеотидов), обеспечивающих адрес-
ное связывание. Будучи внедренными в полимер-
ные матрицы в форме коллоидных нанокристал-

лов они становятся чрезвычайно устойчивыми.
Квантовые точки обладают уникальными опти-
ческими характеристиками – высокой фотоста-
бильностью, яркой флуоресценций (до 10 цветов
в видимом диапазоне) с узким симметричным
пиком (в отличие от органических красителей,
имеющих длинноволновый “хвост”) и широкой
полосой возбуждения, которая позволяет возбуж-
дать нанокристаллы разных цветов одним источ-
ником излучения. Эти свойства, а также высокая
фотостабильность нанокристаллов, делают их иде-
альными флуорофорами для многоцветного спек-
трального мечения биологических объектов. Уни-
кальные свойства нанокристаллов позволяют

Рис. 1. Примеры химических структур синтетических органических низкомолекулярных флуорофоров [4], демон-
стрирующих эмиссию в голубой (с условным центром при ~460 нм), зеленой (~515), желтой (~540), красной (~610) и
ближней инфракрасной (~800 нм) областях спектра.
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использовать их практически во всех системах
мечения и визуализации биологических объектов
(за исключением в качестве экспрессируемых ге-
нетически внутриклеточных меток, к которым
относятся широко известные флуоресцентные
белки). На основе неорганических флуорофоров
конструируют элементы электронных и опто-
электронных устройств, сенсоры для анализов
вещества в микрообъемах, различные флуорес-
центные, хемилюминесцентные и фотоэлектро-
химические датчики.

II. GFP-ПОДОБНЫЕ БЕЛКИ

Наиболее широкое применение в качестве ге-
нетически кодируемых меток нашли GFP-подоб-
ные флуоресцентные белки (ФБ) из морских ор-
ганизмов [8]. Природные ФБ (~27 кДа) и их си-
ние, зеленые, желтые, красные и дальнекрасные
генно-инженерные варианты показывают экстра-
ординарную способность спонтанно генерировать
флуоресценцию. Спектральное разнообразие ФБ
сделало возможным многоцветное мечение био-
логических тканей. Благодаря свойству флуорес-
ценции GFP-подобные белки широко использу-
ются в клеточной биологии, биотехнологии и
биомедицине в качестве биомаркеров для визуа-
лизации процессов в живых организмах, монито-
ринга экспрессии генов, локализации и мигра-
ции интересующих белков и клеток, определения
жизненно важных внутриклеточных характери-
стик, таких как рH, концентрация ионов, темпе-
ратуры. Молекулярные инструменты на их осно-
ве нашли успешное применение при изучении
развития раковой опухоли у животных in vivo,
включая перемещение раковых клеток, инвазию,
метастазирование, ангиогенез, а также для быст-
рого скрининга потенциальных лекарственных
средств. В этой связи, просматривается хорошая
перспектива использования отдельных фототок-
сичных генно-инженерных вариантов для фото-
индуцированной терапии рака у человека [9]. Уни-
кальность свойств ФБ предопределила создание
специфичных биосенсоров различного назначе-
ния (в частности, для измерения концентрации
ионов, активностей отдельных ферментов), осно-
ванных на методе индуктивно-резонансного пе-
реноса энергии в донорно-акцепторных FRET
(Forster resonance energy transfer) парах. В боль-
шинстве случаев, практическое применение ФБ
требует создания мономерных вариантов с эмис-
сией в дальнекрасной области спектра, обладаю-
щих высоким квантовым выходом, высокой скоро-
стью созревания хромофора и фотостабильностью.
Флуоресцентные белки, обладающие эмиссией в
красной и особенно в дальнекрасной (длина вол-
ны эмиссии λэм > 610 нм) областях спектра, пред-
ставляют особый практический интерес для визуа-
лизации биологических процессов. Их излучение

характеризуется более высокой проницаемостью
через биологические ткани по сравнению с эмис-
сией меньшей длиной волны. Кроме того, излу-
чение в дальнекрасной области, характеризуемое
большей длиной волны и, соответственно, мень-
шей энергией кванта, вызывает меньшее повре-
ждение маркируемых биологических объектов. В
более сложных конструкциях биосенсоров исклю-
чительно актуальной остается задача создания эф-
фективных FRET-пар на основе желто/оранжевых
доноров и красных/дальнекрасных акцепторов.
При рациональном конструировании биомарке-
ров/биосенсоров важно понять, каким образом
особенности стереохимии белка определяют его ос-
новные фотофизические свойства, включая ско-
рость и полноту созревания, склонность к олиго-
меризации и характеристики цветового спектра.
Эти знания необходимы для разработки рацио-
нального подхода по созданию улучшенных вари-
антов, удовлетворяющих требуемым критериям
для практического использования.

Их пространственная структура принимает
форму закрытого с торцов β-бочонка, сформиро-
ванного из 11-ти антипараллельных β-тяжей и од-
ной α-спирали, в середине которой располагается
хромофор, образованный из трех аминокислот-
ных остатков Х-Tyr-Gly в результате посттрансля-
ционной автокаталитической модификации в при-
сутствии молекулярного кислорода (рис. 2) [10–12].
Первый остаток – вариабельный, остальные два –
консервативные. Олигомерная структура ФБ ди-
кого типа представлена димерами или тетрамера-
ми (рис. 3). Мономеры в составе димера тяготеют
к антипараллельному взаимному расположению,
а димеры в составе тетрамера – к перпендикулярно-
му. Поверхность мономеров в тетрамере формирует
два типа стабилизирующих олигомерную структуру
межсубъединичных интерфейсов: ИФ1 – между
субъединицами в одном димере и ИФ2 – между
субъединицами в разных димеров (рис. 4) [13]. Оли-
гомерная структура на интерфейсах стабилизиро-
вана большим количеством водородных связей
между гидрофильными остатками, солевых мо-
стиков между заряженными остатками (Lys/Arg и
Glu/Asp) и гидрофобными кластерами между не-
полярными остатками. Хромофор располагается
в центральной полости, сформированной из бли-
жайших аминокислотных остатков (рис. 5). Фо-
тофизические характеристики таких ФБ в значи-
тельной степени зависят от структуры зрелого
хромофора и его ближайшего аминокислотного
окружения. Остатки вокруг хромофора образуют
между собой развитую сеть водородных связей,
которая в свою очередь активно взаимодействует
с хромофором путем образования водородных
связей, как прямых, так и опосредованных моле-
кулами воды. В структурах фототоксичных пред-
ставителей GFP-подобных белков, KillerRed и
KillerOrange, обнаружен уникальный канал, про-
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стирающийся от области хромофора до торцевой
части β-бочонка (рис. 6) [14, 15]. Канал заполнен
цепочкой из связанных водородными связями
молекул воды, предположительно формирующую
транспортную систему для генерируемых токсич-
ных форм кислорода.

III. ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ МЕТКИ
НА ОСНОВЕ ФОТОРЕЦЕПТОРОВ

Другая уникальная группа флуоресцентных бел-
ков представлена светочувствительными фоторе-
цепторами, способными автокаталитически свя-
зывать присутствующие в клетке природные хро-
мофоры. Эти инструменты отличаются природой
белковой платформы, представленной в основном
бактериальными фитохромами и нуклеотид-связы-
вающими доменами флавопротеинов (LOV, BLUF),
а также природой связанного хромофора, среди ко-
торых наиболее часто фигурируют биливердин,
флавинмоно(ди)нуклеотид (ФМН и ФДН) и фла-
винадениндинуклеотид (ФАДН) [16–19]. Биомар-
керы и биосенсоры на основе природных и генно-
инженерных вариантов фоторецепторов обладают
уникальными фотофизическими характеристика-
ми, отсутствующими у GFP-подобных маркеров –
флуоресценцией в ближней инфракрасной обла-
сти, независимостью от кислорода, малыми раз-
мерами и повышенной фотосенсибилизацион-
ной активностью. Благодаря своим уникальным
возможностям, они позволяют детектировать,
визуализировать и контролировать биологиче-
ские процессы с исключительно высокой про-
странственно-временной точностью. Эта особен-
ность обусловливает специфику их применения в
качестве генетически кодируемых флуоресцент-

ных биомаркеров, биосенсоров и оптогенетиче-
ских инструментов. Флуоресцентные биомаркеры
на их основе, излучающие в ближней инфракрас-
ной области (λэм > 700 нм), позволяют визуализи-
ровать процессы в глубинных отделах биологиче-
ских тканей. Генетически кодируемые фотосен-
сибилизаторы, генерирующие активные формы
кислорода (синглетный кислород или супероксид
анион), позволяют целевым образом инактиви-
ровать индивидуальные белки, органеллы, клет-
ки, нуклеиновые кислоты. В качестве оптогене-

Рис. 2. (a) Пространственная структура GFP-подобных белков, (б) структура хромофора в белках дикого типа (сопря-
женная система двойных связей выделена серым фоном).
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Рис. 3. Структура тетрамера GFP-подобных белков,
состоящего из двух димеров CB и AD.
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тических меток они нашли эффективное приме-
нение в исследованиях работы нервных клеток.

К одной из наиболее перспективных белковых
платформ, используемых для создания флуорес-
центных биомаркеров, относятся фитохромы. Они
найдены в различных источниках – растениях,
грибах, водорослях, бактериях и состоят из четы-
рех доменов. Способность таких биомаркеров по-
глощать и испускать свет в дальнекрасной и ближ-
ней-инфракрасной спектральных областях обу-
словлена способностью одного из доменов белка
связывать линейный хромофор тетрапирролово-
го ряда. Одна из наиболее распространенных флу-
оресцентных конструкций на основе бактериаль-
ных фитохромов обладает способностью специ-
фически связывать биливердин – флуорофор,
присутствующий в клетке и представляющий со-
бой продукт деградации гемоглобина [16, 20, 21].
Поглощение света вызывает фотоизомеризацию
биливердина относительно одной из его связей и
последующее его ковалентное связывание в поло-
сти белка. На основе фрагмента белка, состоящего
из светочувствительного PAS и биливердин-связы-
вающего GAF-доменов, а также на основе только
GAF-домена, был осуществлен генно-инженерный
дизайн серии эффективных флуоресцентных кон-
струкций с эмиссией в дальнекрасной и ближней
инфракрасной областях (рис. 7) [16, 20, 21]. Струк-
тура PAS-домена построена из β шпильки и трех
α-спиралей, фланкирующих шпильку с трех сто-
рон – слева, справа и сверху. Ключевой хромофор-
связывающий GAF-домен принимает структуру
α-β-α сэндвича, состоящего из 5-сегментного
β-слоя и двух α-спиралей, формирующих хромо-
фор-связывающую полость, а также трех α-спи-
ралей с противоположной от β-слоя стороны. В
связывающей полости разных генно-инженер-
ных вариантов фитохромов хромофор может об-
разовывать ковалентную связь, как с двумя остат-
ками Cys20 и Cys253 одновременно, так и с каж-
дым из них по отдельности.

Необходимость использования хромофор-не-
сущей платформы на основе нуклеотид-связыва-
ющих доменов (LOV, BLUF) флавопротеинов [17–
19, 22, 23] вызвана рядом внутренних ограничений
GFP-подобных белков, а именно: потребность в
кислороде при созревании хромофора, относитель-
но большие размеры, ограниченная способность
проникновения через клеточные мембраны и суще-
ственно пониженная стабильность при рН < 5. Ген-
но-инженерные варианты этих доменов способ-
ны на начальном этапе нековалентно связывать
флуорофоры – ФМН, ФДН или ФАДН (кофак-
торы, присутствующие в растительных и живот-
ных клетках), которые при фотовозбуждении све-
том в диапазоне 300–500 нм образует ковалент-
ную связь с остатком цистеина белка.

К основному преимуществу ФМН/ФДН/
ФАДН-связывающих конструкций относят неза-
висимость их образования от кислорода; при пе-
реходе из аэробной среды в анаэробную флуо-
ресцентный сигнал остается неизменным. Они
характеризуются небольшим размером – порядка

Рис. 5. Типичный пример ближайшего окружения
хромофора в зеленом ФБ – EGFPv [32].
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100–150 аминокислотных остатков (относитель-
но 238 в GFP белках), продолжительным време-
нем жизни, достигающим 5.7 нс, и повышенной
стабильностью фотофизических характеристик в
широком диапазоне рН. Пространственная струк-
тура LOV/BLUF доменов флавопротеинов отно-
сится к α/β типу и представляет собой изогнутый
смешанного типа β-слой из 5 β-тяжей, фланкиро-
ванный 4 α-спиралями – по две с каждой сторо-
ны (рис. 8) [22, 24–27]. Генно-инженерные мето-
ды позволяют адаптировать внутреннюю полость
домена к высокоаффинному связыванию ФМН/
ФДН кофакторов. На основе LOV-домена (Arabi-
dopsis phototropin) был сконструирован эффек-
тивный флуоресцентный фотосенсибилизатор с
высоким квантовым выходом (~0.47), назван-
ный miniSOG (mini Singlet Oxygen Generator)
[28, 29]. Это небольшая мономерная конструкция
(106 остатков; λэм ~ 500/528 нм), связывающая
ФМН с субнаномолярной аффинностью и обла-
дающая уникальным свойством фототоксичности.
При облучении светом (~450 нм) miniSOG гене-
рирует токсичную форму кислорода (синглетный
кислород). Это свойство нашло эффективное ис-
пользование при мечении, окислении и инакти-
вации целевых белков и клеточных органелл.

IV. БИОМАРКЕРЫ НА ОСНОВЕ 
ФЛУОРОГЕН-АКТИВИРУЮЩИХ БЕЛКОВ

В последнее время получили развитие новые
направления по созданию флуоресцентных кон-
струкций, основанных на органических красите-
лях (флуорогенах), которые в растворе не флуо-
ресцентны, но проявляют яркую флуоресценцию
в специфическом нековалентном комплексе с
флуороген-активирующими белками (ФАБ) [30].

Одно из них связано с конструированием спе-
цифических комплексов антител с флуорогенами
различной природы. В качестве примера можно
привести тройной комплекс легкой цепи (L5*VLs)
вариабельного домена антитела человека (несу-
щим по сравнению с диким типом одну мутацию
Leu89Ser) с зеленым малахитовым красителем
(MG) [31]. Полученный комплекс демонстриру-
ет эмиссию в дальнекрасной области спектра
(λэм ~ 670 нм), характеризующуюся повышенной
проницаемостью через биологические ткани. При-
чем его флуоресценция сравнима по яркости (QY ~
~ 0.24) с такими коммерческими ФБ, как EGFP [32]
и mCherry [33]. В структуре тройного комплекса
одна молекула MG располагается в полости меж-
ду двумя расположенными антипараллельно им-
мунобелковыми мономерами, имеющими β-струк-
турную природу (рис. 9).

Другое перспективное направление связано с
созданием флуоресцентных конструкций на ос-
нове липид-переносящих белков – липокалинов

Рис. 7. Структура комплекса бактериофитохрома с
биливердином [21].

Рис. 6. Внутренний канал в структуре красного GFP-
подобного белка KillerRed с цепочкой связанных во-
дородными связями молекул воды, осуществляющей
транспорт активных форм кислорода (показаны ша-
риками) [14].
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(18–40 кДа) [34–36]. Несмотря на существенное
различие в аминокислотной последовательности,
липокалины характеризуются удивительно похо-
жей пространственной структурой, представляю-
щей собой β-бочонок из 8 антипараллельных
скрученных вокруг центральной оси β-тяжей и
С-концевой α-спирали [37–41]. Структура липо-
калинов характеризуется наличием узкой вытя-
нутой полости, которую с помощью мутагенеза
можно адаптировать для специфического связы-
вания и активации низкомолекулярных флуороге-
нов различной природы. На рис. 10 показана
структура генно-инженерного варианта липока-
лина FluA, полученная из билин-связывающего
белка путем 16 аминокислотных замен в связыва-
ющей полости и обладающая высоким родством
к флуоресцеину [39]. Совсем недавно на основе
генно-инженерного варианта бактериального ли-
покалина Blc и синтетического GFP-подобного
хромофора была получена серия ярких желтых
флуоресцентных биомаркеров, обладающих по
сравнению со спектрально-близкими GFP-по-
добными белками существенно более высокой
фотостабильностью [42]. Специфичность связы-
вания в структуре комплекса была достигнута за
счет комплементарности взаимного расположе-
ния полярных частей хромофора и связывающей
полости.

Рис. 8. Структура комплекса LOV домена флавопро-
теина с флавинадениндинуклеотидом [22].

Рис. 9. Структура тройного комплексa легкой цепи
вариабельного домена антитела человека с зеленым
малахитовым флуорофором [31].

Рис. 10. Структура комплекса антикалина FluA с флу-
оресцеином [39].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Широкий диапазон исследований в клеточной

биологии, биотехнологии и биомедицине посто-
янно выдвигает разнообразные требования к со-
зданию специализированных соединений различ-
ного цветовой гаммы для практического исполь-
зования в качестве флуоресцентных маркеров
изучаемых биологических объектов. Исследова-
ния по созданию и структурно-функционально-
му изучению новых перспективных биомаркеров
продолжаются. Перед разработчиками встают все
более сложные задачи по получению совершен-
ных молекулярных инструментов различного цве-
тового диапазона с улучшенными фотофизиче-
скими характеристиками. При создании новых
флуоресцентных меток с улучшенными свойства-
ми важную роль играют рентгеноструктурные ис-
следования. Они позволяют установить структур-
но-функциональные взаимосвязи биомаркеров,
которые служат руководством для целенаправлен-
ного изменения их свойств в соответствии с требо-
ваниями современных методов исследований.

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Работа выполнена по программе НИР (№ гос. ре-
гистрации AAAA-A19-119042590107-1).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Работа не содержит исследований с использовани-
ем людей или животных в качестве объектов исследо-
вания.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Wysocki L.M., Lavis L.D. // Curr. Opin. Chem. Biol.

2011. V. 15. P. 752–759.
2. van de Linde S., Aufmkolk S., Franke C., Holm T., Klein T.,

Loschberger A., Proppert S., Wolter S., Sauer M. //
Chem. Biol. 2013. V. 20. P. 8–18.

3. Terai T., Nagano T. // Pflugers Arch. 2013. V. 465.
P. 347–359.

4. Xu W., Zeng Z., Jiang J.H., Chang Y.T., Yuan L. // An-
gew. Chem. Int. Ed. Engl. 2016. V. 55. P. 13658–13699.

5. Heilemann M., van de Linde S., Schuttpelz M., Kasper R.,
Seefeldt B., Mukherjee A., Tinnefeld P., Sauer M. // An-
gew Chem. Int. Ed. Engl. 2008. V. 47. P. 6172–6176.

6. Shroff H., Galbraith C.G., Galbraith J.A., Betzig E. //
Nat. Methods. 2008. V. 5. P. 417–423.

7. Олейников В.А. // Природа. 2010. Т. 3. С. 22–28.
8. Chudakov D.M., Matz M.V., Lukyanov S., Lukyanov K.A. //

Physiol. Rev. 2010. V. 90. P. 1103–1163.

9. Hoffman R.M. // Curr. Top. Dev. Biol. 2005. V. 70.
P. 121–144.

10. Tsien R.Y. // Annu. Rev. Biochem. 1998. V. 67. P. 509–
544.

11. Pletnev V.Z., Pletneva N.V., Sarkisyan K.S., Mishin A.S.,
Lukyanov K.A., Goryacheva E.A., Ziganshin R.H.,
Dauter Z., Pletnev S. // Acta Crystallogr. D Biol. Crys-
tallogr. 2015. V. 71. P. 1699–1707.

12. Pletnev V.Z., Pletneva N.V., Lukyanov K.A., Souslova E.A.,
Fradkov A.F., Chudakov D.M., Chepurnykh T., Yampo-
lsky I.V., Wlodawer A., Dauter Z., Pletnev S. // Acta Crys-
tallogr. D Biol. Crystallogr. 2013. V. 69. P. 1850–1860.

13. Pletneva N.V., Pletnev S., Pakhomov A.A., Chertkova R.V.,
Martynov V.I., Muslinkina L., Dauter Z., Pletnev V.Z. //
Acta Crystallogr. D Struct. Biol. 2016. V. 72. P. 922–932.

14. Pletnev S., Gurskaya N.G., Pletneva N.V., Lukyanov K.A.,
Chudakov D.M., Martynov V.I., Popov V.O., Koval-
chuk M.V., Wlodawer A., Dauter Z., Pletnev V. // J. Biol.
Chem. 2009. V. 284. P. 32028–32039.

15. Pletneva N.V., Pletnev V.Z., Sarkisyan K.S., Gor-
bachev D.A., Egorov E.S., Mishin A.S., Lukyanov K.A.,
Dauter Z., Pletnev S. // PLoS One. 2015. V. 10.
P. e0145740.

16. Anders K., Essen L.O. // Curr. Opin. Struct. Biol. 2015.
V. 35. P. 7–16.

17. Mukherjee A., Schroeder C.M. // Curr. Opin. Biotech-
nol. 2015. V. 31. P. 16–23.

18. Shcherbakova D.M., Shemetov A.A., Kaberniuk A.A.,
Verkhusha V.V. // Annu. Rev. Biochem. 2015. V. 84.
P. 519–550.

19. Buckley A.M., Petersen J., Roe A.J., Douce G.R., Chris-
tie J.M. // Curr. Opin. Chem. Biol. 2015. V. 27. P. 39–45.

20. Piatkevich K.D., Subach F.V., Verkhusha V.V. // Nat.
Commun. 2013. V. 4. P. 2153.

21. Bhattacharya S., Auldridge M.E., Lehtivuori H.,
Ihalainen J.A., Forest K.T. // J. Biol. Chem. 2014.
V. 289. P. 32144–32152.

22. Christie J.M., Hitomi K., Arvai A.S., Hartfield K.A., Met-
tlen M., Pratt A.J., Tainer J.A., Getzoff E.D. // J. Biol.
Chem. 2012. V. 287. P. 22295–22304.

23. Walter J., Hausmann S., Drepper T., Puls M., Eggert T.,
Dihne M. // PLoS One. 2012. V. 7. P. e43921.

24. Anderson S., Dragnea V., Masuda S., Ybe J., Moffat K.,
Bauer C. // Biochemistry. 2005. V. 44. P. 7998–8005.

25. Jung A., Domratcheva T., Tarutina M., Wu Q., Ko W.H.,
Shoeman R.L., Gomelsky M., Gardner K.H., Schlicht-
ing I. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2005. V. 102.
P. 12350–12355.

26. Rollen K., Granzin J., Panwalkar V., Arinkin V., Rani R.,
Hartmann R., Krauss U., Jaeger K.E., Willbold D., Batra-
Safferling R. // J. Mol. Biol. 2016. V. 428. P. 3721–3736.

27. Wu Q., Gardner K.H. // Biochemistry. 2009. V. 48.
P. 2620–2629.

28. Xu S., Chisholm A.D. // Sci Rep. 2016. V. 6. P. 21271.
29. Shu X., Lev-Ram V., Deerinck T.J., Qi Y., Ramko E.B.,

Davidson M.W., Jin Y., Ellisman M.H., Tsien R.Y. //
PLoS Biol. 2011. V. 9. P. e1001041.

30. Bruchez M.P. // Curr. Opin. Chem. Biol. 2015. V. 27.
P. 18–23.



368

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 4  2020

ПЛЕТНЕВА и др.

31. Szent-Gyorgyi C., Stanfield R.L., Andreko S., Dempsey A.,
Ahmed M., Capek S., Waggoner A.S., Wilson I.A., Bru-
chez M.P. // J. Mol. Biol. 2013. V. 425. P. 4595–4613.

32. Плетнева Н.В., Плетнев С.В., Богданов А.М., Горя-
чева Е.А., Артемьев И.В., Суслова Е.А., Архипова С.Ф.,
Плетнев В.З. // Биоорган. химия. 2014. Т. 40.
С. 414–420. [Pletneva N.V., Pletnev S.V., Bogdanov A.M.,
Goriacheva E.A., Artem’ev I.V., Suslova E.A., Arkhipo-
va S.F., Pletnev V.Z. // Russ. J. Bioorg. Chem. 2014.
V. 40. P. 383–389.]

33. Shu X., Shaner N.C., Yarbrough C.A., Tsien R.Y., Rem-
ington S.J. // Biochemistry. 2006. V. 45. P. 9639–9647.

34. Flower D.R. // Biochem. J. 1996. V. 318  (Pt 1). P. 1–14.
35. Bishop R.E. // Biochim. Biophys. Acta. 2000. V. 1482.

P. 73–83.
36. Skerra A. // FEBS J. 2008. V. 275. P. 2677–2683.

37. Huber R., Schneider M., Mayr I., Muller R., Deutz-
mann R., Suter F., Zuber H., Falk H., Kayser H. //
J. Mol. Biol. 1987. V. 198. P. 499–513.

38. Korndorfer I.P., Schlehuber S., Skerra A. // J. Mol. Biol.
2003. V. 330. P. 385–396.

39. Korndorfer I.P., Beste G., Skerra A. // Proteins. 2003.
V. 53. P. 121–129.

40. Ghosh S., Yu C.L., Ferraro D.J., Sudha S., Pal S.K.,
Schaefer W.F., Gibson D.T., Ramaswamy S. // Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 2016. V. 113. P. 11513–11518.

41. Campanacci V., Nurizzo D., Spinelli S., Valencia C.,
Tegoni M., Cambillau C. // FEBS Lett. 2004. V. 562.
P. 183–188.

42. Bozhanova N., Baranov M., Klementieva N., Sarkisyan K.,
Gavrikov A., Yampolsky I., Zagaynova E., Lukyanov S.,
Lukyanov K., Mishin A. // Chem. Sci. 2017. V. 8.
P. 7138–7142.

Fluorescent Tags in Biology. Three Dimensional Structure
N. V. Pletneva*, E. A. Goryacheva*, I. V. Artemyev*, S. F. Arkhipova*, and V. Z. Pletnev*, #

#E-mail: vzpletnev@gmail.com
*Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Sciences,

ul. Miklukho-Maklaya, 16/10, Moscow, 117997 Russia

Fluorescent tags of various nature are widely used in cell biology for visualization and study processes in living
organisms including gene expression, localization and migration of proteins and cells of interest, determina-
tion of the vital intracellular characteristics such as pH, ion concentration, temperature, etc. The review pres-
ents an overview of the three dimensional organization as well as advantages and disadvantages of the most
promising f luorescent molecular instruments that have been widely used in biology.
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Поддержание гомеостаза рН имеет жизненно важное значение для всех клеток млекопитающих, так
как ионы водорода и гидроксилов выполняют важные функции в регуляции метаболизма. На сегодняш-
ний день считается, что в нервной системе поддержание рН в нейтральном диапазоне (рН 7.2–7.6) яв-
ляется абсолютно необходимым для ее нормального функционирования, при этом малые измене-
ния рН влияют на возбудимость нейронов, синаптическую передачу, транспорт нейромедиаторов и
межклеточную коммуникацию. Чувствительность к изменению рН среды является особенностью
многих мембранных белков, которые играют ключевую роль в нейропередаче. Исследования по-
следних лет выявили наличие в нервной системе белковых молекул, являющихся сенсорами суще-
ственного изменения рН внеклеточной среды как в кислую (до рН 5), так и щелочную (до рН 9) об-
ласть. Установлено, что изменение pH внеклеточной среды вызывает различные клеточные ответы,
в которых участвуют ионные каналы, ионотропные рецепторы, G-белок-сопряженные рецепторы,
коннексины и рецепторные тирозинкиназы. Наличие данных белков в нервной системе позволяет
предположить, что локальные сдвиги кислотно-щелочного равновесия являются одним из ключе-
вых факторов, регулирующим нейрональную активность. В настоящем обзоре описаны свойства
нейрональных рН-чувствительных белков.

Ключевые слова: кислотно-щелочной баланс, pH в нервной системе, pH-сенсоры, IRR
DOI: 10.31857/S0132342320040260

ВВЕДЕНИЕ
Поддержание гомеостаза рН имеет жизненно

важное значение для всех клеток млекопитающих,
так как ионы водорода и гидроксилов выполняют
важные функции в регуляции метаболизма. Про-
цессы, которые протекают в зависимости от ба-
ланса кислотно-щелочного равновесия, включа-
ют в себя: протонирование и депротонирование
молекул белков, регуляцию ферментативной ак-
тивности, модуляцию мембранной текучести, под-
держание ионного статуса клеточных метаболи-

тов, передачу сигнала внутри и между клетками,
синтез АТФ, контроль синтеза ДНК и белков, ре-
гуляцию клеточного объема, апоптоз, посттранс-
ляционную модификацию белков и сортировку
липидов.

Экспериментально установлено, что измене-
ние pH внеклеточной среды вызывает различные
клеточные ответы, в которых участвуют ионные
каналы, ионотропные рецепторы, G-белоксопря-
женные рецепторы, рецепторные тирозинкиназы,
коннексины. Наличие данных белков в нервной
системе позволяет предположить, что локальные
сдвиги кислотно-щелочного равновесия являют-
ся одним из ключевых факторов, регулирующим
нейрональную активность. В настоящем обзоре
описаны свойства нейрональных рН-сенсоров и
данные, свидетельствующие в пользу данной ги-
потезы.

Поддержание гомеостаза pH в нервной системе.
Показатели pH крови и, особенно, мозга поддержи-
ваются на достаточно стабильном уровне [1–3]. В
регуляции кислотно-щелочного равновесия задей-
ствованы несколько механизмов, связанных с бу-
ферными свойствами крови, выделительной функ-

Сокращения: ASIC (acid-sensing ion channels) – кислото-
чувствительный ионный канал; RTN (retrotrapezoid nucleus),
Kir (Inwardly-rectifying potassium channels) – калиевые ка-
налы внутреннего выпрямления; VGCC (voltage-gated cal-
cium channel) – потенциал-зависимый кальциевый канал;
NMDAR (N-methyl-D-aspartate receptor) – рецептор N-ме-
тил-D-аспартата; GABA receptor (gamma-aminobutyric acid
receptor) – рецептор гамма-аминомаслянной кислоты;
IRR (insulin receptor-related receptor) – рецептор, подобный
рецептору инсулина; IR (insulin receptor) – рецептор инсу-
лина; IGF-IR (insulin-like growth factor I receptor) – рецеп-
тор инсулино-подобного фактора роста I; IGF-I (insulin-
like growth factor I) – инсулино-подобный фактор роста I;
NGF (nerve growth factor) – фактор роста нервов.

# Автор для связи: (эл. почта: oxana.serova@gmail.com).
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цией почек, газообменом в легких. Буферные свой-
ства обусловлены содержанием в крови или других
жидкостях бикарбонатов, неорганических фосфа-
тов и белков, которые соединяются с избытком
кислот или оснований и образуют вещества, не
влияющие на рН. Почки регулируют кислотно-
щелочное равновесие, увеличивая или снижая
концентрацию ионов  и H+ в жидкостях ор-
ганизма. При этом изменения рН происходят
медленно – в течение нескольких часов или даже
суток. Намного более быстрая регуляция рН (не-
сколько минут) происходит с помощью газообме-
на. В зависимости от состояния кислотно-щелоч-
ного равновесия дыхательный цикл меняется так,
чтобы через усиление или ослабление поступле-
ния кислорода и выделения углекислого газа нор-
мализовать кислотно-щелочной баланс мозга.

Изменение рН (или рСО2) в нервной системе
вызывает скоординированный ответ, который мо-
дулирует контроль дыхания для поддержания уров-
ней артериального рСО2. Это явление известно как
центральная хеморецепция и включает актива-
цию нейронов, чувствительных к ионам H+ или
СО2 посредством нескольких пока мало изучен-
ных молекулярных механизмов в разных участках
заднего мозга, включая retrotrapezoid nucleus (RTN),
parafacial respiratory group (pFRG), Bötzinger nucleus,
pre-Bötzinger complex (preBötC), rostral and caudal
ventral respiratory group (rVRG and cVRG), caudal
nucleus tractus solitarious (cNTS), lateral hypothala-
mus (LHA), fastigial nucleus (FN), medullary raphe и
locus coeruleus [4, 5]. На молекулярном уровне чув-
ствительность нейронов к изменениям pH опреде-
ляется экспрессией ионных каналов, ионотроп-
ных рецепторов, G-белоксопряженных рецепто-
ров. Недавние исследования указывают также на
важную роль астроцитов в поддержании физио-
логического уровня pH в мозге. Предложено не-
сколько механизмов хеморецепции астроцитов.
К изменению концентрации H+ могут быть чув-
ствительны ионные каналы TRP (transient recep-
tor potential channels, каналы транзиентного ре-
цепторного потенциала), экспрессирующиеся на
поверхности астроцитов [6], Ca2+-активируемые
K+ каналы, потенциал-зависимые K+ каналы и
калиевые каналы Kir [7]. Карбоангидраза в клетке
катализирует превращение СО2 в угольную кис-
лоту, которая в свою очередь диссоциирует с об-
разованием  и H+. Повышение внутрикле-
точной концентрации ионов H+ может активиро-
вать ионные каналы, транспортеры и обменники,
вызывая таким образом клеточный ответ на по-
вышение рСО2 [5]. СО2 может напрямую воздей-
ствовать на коннексины (connnexins) рН-чув-
ствительных астроцитов. Также было показано,
что закисление активирует -котранс-

3HCO−

3HCO−

3Na HCO+ −

портер в астроцитах ствола мозга, что приводит к
увеличению транспорта ионов Na+ внутрь клет-
ки. Повышение внутриклеточного Na+ активиру-
ет Na+/Ca2+-обменник, действующий в обратном
направлении, Na+ выводится из клетки взамен на
ионы Ca2+. Повышение внутриклеточной кон-
центрации Ca2+ приводит к увеличению экзоци-
тоза визикул, содержащих АТФ [8]. АТФ, в свою
очередь, приводит к активации хемочувствитель-
ных нейронов RTN [9, 10]. Далее будут подробно
рассмотрены pH-чувствительные белки, экспрес-
сирующиеся в мозге.

СЕНСОРЫ ВНЕКЛЕТОЧНОГО pH В МОЗГЕ
Ионные каналы

ASICs. Ответ нейронов на закисление внекле-
точной среды был обнаружен более 25 лет назад, но
до сих пор остается до конца непонятной физио-
логическая значимость данного наблюдения [11].
Ключевыми рецепторами внеклеточных прото-
нов являются ионные каналы ASIC (acid-sensing
ion channels) (табл. 1). Эти каналы принадлежат к
семейству дегенерин/эпителиальных Na+ каналов
и широко экспрессируются в нервной системе жи-
вотных. Известно семь изоформ ASIC, кодируе-
мых четырьмя генами ASIC1a, ASIC1b, ASIC1b2,
ASIC2a, ASIC2b, ASIC3 и ASIC4 [12]. Данные кана-
лы функционируют как гомо-, так и гетеро-мульти-
меры. Гомомультимеры ASIC1а, активируясь вне-
клеточными протонами, проводят ионы Na+ и
Ca2+ [13], ASIC1b проводит ионы Na+ и K+, тогда
как другие формы проводят только ионы Na+ [14].
Разные изоформы ASIC обладают различной pH-
чувствительностью (табл. 1), ASIC1a и ASIC3 акти-
вируются при понижении pH ниже 7, ASIC1b – при
pH ниже 6.5, ASIC2a – при pH ниже 5 [15].

В настоящее время показано, что ионные ка-
налы ASIC опосредуют большинство физиологи-
ческих и патологических функций, связанных с
ацидозом. Так было показано, что ASIC1a канал
опосредует клеточную смерть, вызванную ацидо-
зом при ишемической болезни [12, 13]. Механизм
активации ASIC в ишемическом мозге, приводя-
щий к клеточной смерти, довольно сложен и пред-
полагает участие эндогенных аминов и других pH-
чувствительных белков, что приводит к увеличению
внутриклеточной концентрации ионов кальция и
клеточной смерти [12]. Также ASIC каналы играют
различные роли в патофизиологии боли, ише-
мических ударах и психиатрических заболевани-
ях [16]. Экспериментальные данные свидетель-
ствуют о важной роли ASIC каналов в хеморецеп-
ции в различных областях мозга. Закисление в
области латерального гипоталамуса стимулирует
дыхание посредством активации ASIC1a канала
на поверхности орексиновых нейронов [17]. Роль
ASIC в регуляции дыхания показана также в ней-
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Таблица 1. Сенсоры pH в нервной системе

pH0.5/pKa Эффект pH Ссылки

Ионные каналы
ASICs ASIC1a 5.8–6.6 Активируется при понижении внеклеточного pH < 7 [15]

ASIC1b 6.1–6.2 Активируется при понижении внеклеточного pH < 6.5
ASIC2a 4.5–4.9 Активируется при понижении внеклеточного pH < 5
ASIC3 6.4–6.6 Активируется при понижении внеклеточного pH < 7

K2P каналы TASK-1 7.3 Ингибируются понижением внеклеточного pH < 8.4 [21]
TASK-3 6.0–6.6 Ингибируются понижением внеклеточного pH < 7.4 [22, 123]
TASK-2 8.0–8.3 Ингибируется при понижении внеклеточного pH < 9.1 [23, 124]
TALK-1 – Активируется при повышении внеклеточного pH > 7.8 

(max выше 10)
[35]

TALK-2 9.5 Активируется при повышении внеклеточного pH > 7.8 
(max выше 10)

[36]

TREK-1 7.3 Активируется при повышении внеклеточного pH > 6.9 [37]
6.0 Активируется при понижении внутриклеточного pH < 7.2 [38]

TREK-2 7.3 Активируется при понижении внеклеточного pH < 8.5 [37]
– Активируется при понижении внутриклеточного pH < 7.2 [39]

TRESK – Активируется при повышении внеклеточного pH в диа-
пазоне 5.6–9

[40]

– Активируется при повышении внутриклеточного pH
в диапазоне 5.6–9

Kir Kir1.1 6.5–7.2 Ингибируются понижением внутриклеточного pH [48]
Kir2.3 6.8–7.4 Ингибируются понижением внеклеточного pH < 7–7.5 [48]

6.7 Ингибируются понижением внутриклеточного pH < 7 [48]
Kir2.4 7.14 Активируется при повышении внеклеточного pH > 6

(max 8.5–9)
[125]

Kir4.1 6.0–6.1 Ингибируются понижением внутриклеточного pH [48]
Kir4.2 6.7–7.1 Ингибируются понижением внутриклеточного pH
Kir4.1–Kir5.1 6.8–7.5 Ингибируются понижением внутриклеточного pH
Kir4.2–Kir5.1 7.6 Ингибируются понижением внутриклеточного pH
Kir6.1 7.1 Активируются понижением внутриклеточного pH [14]
Kir6.2 7.2 Активируются понижением внутриклеточного pH [14]

Потен-
циал-зави-
симые K+ 
каналы

Kv1.2 4.9 Активируется при повышении внеклеточного pH > 4 [45, 46, 48]
Kv1.3 – Активируется при повышении внеклеточного pH [44]
Kv1.4 6.3/7.5 Активируется при повышении внеклеточного pH > 5.5 [45, 48]
Kv1.5 6.2–7.2 Активируется при повышении внеклеточного pH > 5.5 [46, 48]
Kv2.1 <6.2 Активируется при повышении внеклеточного pH [48]
Kv11.1 – Ингибируются понижением внеклеточного pH от 8.5 до 6.5 [47]

TRPs TRPV1 5.4 Активируются при повышении внеклеточного pH [126]
TRPV4 5–5.4 Активируются при повышении внеклеточного pH [127]
TRPC4 7.2 Активация при понижении рН ниже 8.0, 6.5–6.0 макси-

мум активации, ингибирование <6.0–4.2
[49]

(актива-
ция)

5.2

(ингибиро-
вание)
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TRPC5 7.3 Активация при понижении рН ниже 8.0, 6.5 – максимум 
активации, ингибирование <6.5–5.5

[49]
(активация)

6.0
(ингибиро-

вание)
TRPC6 5.7 Ингибируется при понижении внеклеточного pH [49]

TRPP2 7.5 Активируется при повышении рН выше 6.0, максимум 
активации 9.0, дальнейшее понижение рН до 10.0 инги-
бирует канал

[52]

(активация)

Ионотропные рецепторы

GABA α1β2γ2
α3β2γ2

7.7 Ингибируется при понижении pH в диапазоне от 8.5 до 
6.4

[56]

NMDAR 6.9–7.3 Ингибирование при понижении pH от 8.4 до 6 [65, 66]

P2X P2X1 6.3 Ингибирование при понижении внеклеточного pH [59]

P2X2 7.1–7.3 Активируется при понижении рН [59]

P2X3 6.0 Ингибирование при понижении pH [59]

P2X4 6.8 Ингибирование при понижении pH [59]

P2X5 – Ингибирование при понижении pH в диапазоне от 8 до 
5.5

[128]

P2X7 6.1 Ингибирование при понижении pH [59]

P2X2/3 – Активируется при рН 6.3, ингибируется при pH 8.3 [59]

P2X2/6 7.1 Активируется при понижении рН от 8 до 6.3, при пони-
жении pH ниже 6.3 ингибируется

[60]

(активации)

P2X1/5 – Ингибируется при рН выше и ниже 7.3 [59]

G-белоксопряженные рецепторы

GPCRs OGR1 7.48 Активируется при понижении внеклеточного pH, макси-
мум 6.8–7, при рН < 6.5 ингибирование

[70]

GPR4 7.55 Активируется при понижении внеклеточного pH, макси-
мум 6.8–7, при рН < 6.5 ингибирование

[70]

TDAG8 7.0–7.1 Активируются при понижении внеклеточного pH, 6.5–6.8 – 
максимум, ниже 6.5 ингибирование

[72]

G2A – Активируются при понижении внеклеточного pH ниже 
7.6

[71]

Рецепторные тирозинкиназы (RTK)

RTK IRR 8.4 Активируются при повышении внеклеточного pH выше 
7.9

[77]

ErbB2 8.6 Активируются при повышении внеклеточного pH выше 8 [96]

c-Met 8.4 Активируются при повышении внеклеточного pH выше 8 [102]

Другие белки

Connexins Cx26 7.2–7.3 Активируется при повышении внеклеточного pH выше 6.6 [112]

pH0.5/pKa Эффект pH Ссылки

Таблица 1. Продолжение
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ронах NTS (nucleus tractus solitarious) [18] и вен-
тролатеральной медуллы (VLM) [19]. Закисление
вентролатеральной медуллы крысы путем микро-
инъекций искусственной спинномозговой жид-
кости с pH 6.5 стимулировало дыхание, амилорид
и PcTx1 ингибировали этот эффект, что предпо-
лагает участие гомомерного ASIC1a или гетеро-
мерного ASIC1a/2 каналов в центральной хемо-
рецепции [19].

Two-Pore Domain Potassium Channels (K2P chan-
nels). Другим примером ионных каналов, реаги-
рующих на изменение pH, являются двупоровые
калиевые каналы TASK, TALK, TREK. В нервной
системе обнаруживаются pH-чувствительные ка-
налы TASK-1, TASK-2 и TASK-3. Причем TASK-2
экспрессируется только в некоторых областях ство-
ла головного мозга, включая RTN (retrotrapezoid
nucleus) [20]. RTN – это кластер нейронов, кото-
рые активируются при гиперкапнии (повышен-
ном содержании CO2 в крови) и стабилизируют
артериальное  регулируя вентиляцию легких.
Для этих каналов токи максимальны при щелоч-
ных значениях pH, при уменьшении pH проводи-
мость каналов значительно уменьшается. Было
показано, что для TASK-1 при рН 7.7 наблюдается
90% тока от максимально возможного, тогда как
при рН 6.7 только 10% [21]. В случае TASK-3 при
понижении внеклеточного pH с 7.2 до 6.4 и до 6.0
наблюдалось понижение тока на 74 и 96% соот-
ветственно [22]. TASK-2 демонстрирует 90% от
максимально возможного тока при pH 8.8 и толь-
ко 10% при pH 6.5 [23].

Для каналов TASK-1 и TASK-3 был обнаружен
остаток гистидина в позиции 98, отвечающий за
pH чувствительность канала, он располагается
рядом с ионо-проводящей порой. Мутация этого
остатка приводит к потере pH чувствительности ка-

2COP ,

налов [22]. Механизм pH чувствительности TASK-2
отличается. В аналогичной позиции канала TASK-2
располагается остаток аспарагина, замена кото-
рого на гистидин приводит к парадоксальному
уменьшению pH-чувствительности канала. Было
показано, что несколько заряженных аминокис-
лотных остатков из петли между первым транс-
мембранным доменом и доменом, образующим
пору, вносят значительный вклад в pH-чувстви-
тельность канала [24]. Предполагается, что фи-
зиологическая роль каналов TASK заключается в
контроле клеточной возбудимости [25]. Было по-
казано, что повышенная экспрессия TASK, в част-
ности, TASK-3 вносит вклад в K+ зависимый апо-
птоз нейронов мозжечка [26]. Апоптоз может
быть предотвращен, если клетки культивировать
при кислых значениях pH, ингибирующих актив-
ность TASK [26]. О физиологической важности
TASK-3 свидетельствует также повышенная экс-
прессия ионного канала в различных видах опу-
холей человека [27, 28].

Специфичная экспрессия и эксперименталь-
ные данные с нокаутными животными указывают
на то, что TASK-2 является одним из главных ме-
диаторов респираторной хемочувствительности,
способности мозга чувствовать CO2 и/или pH и в
соответствии с этим менять дыхание, регулируя
таким образом газовый состав крови и pH [29,
30]. Было показано что ионы  могут напря-
мую регулировать активность хемочувствитель-
ных нейронов RTN, предположительно, посред-
ством TASK-2 [31].

TASK-1 и TASK-3 мРНК была обнаружена в
нейронах locus coeruleus и raphe nuclei [32]. Недав-
ние исследования указывают на то, что TASK-1 и
TASK-3 также вносят вклад в центральную регу-
ляцию дыхания, действуя совместно в восприя-

3HCO−

Cx43 Активируется при повышении внеклеточного pH от 7.4
до 8.5

[111]

Cx45 7.0 Активируется при повышении внутриклеточного pH > 6.4 [115]

Cx57 7.4 Активируется при повышении внутриклеточного pH > 7.2 [114]

Cx50 > Cx46 >
> Cx45 > Cx26 > 
> Cx37 > Cx43 > 
> Cx40 > Cx32

7.2–6.5 Ингибирование при понижении внутриклеточного pH [113]

Receptor 
guanylyl 
cyclase

GCY-14 Активируется в диапазоне pH 8–10.9 [118]

Cl– channel SsCl 7.55 Активируется при повышении внеклеточного pH > 6.5 [129]
pHCl 7.33 Активируется при повышении внеклеточного pH > 6.5 [130]

pH0.5/pKa Эффект pH Ссылки

Таблица 1. Окончание
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тии локальных изменений pH в нейронах VLM.
Блокирование TASK путем микроинъекции несе-
лективного антагониста TASK bupivacaine (BUP),
специфического антагониста TASK-1 anandamide
(AEA) или специфического антагониста TASK-3
рутения красного (RR) в VLM увеличивало раз-
рядку диафрагмального нерва (iPND), сокращало
время вдоха (Ti) и увеличивало активность дыха-
тельного центра (iPND/Ti). Микроинъекция ще-
лочной искусственной спинномозговой жидко-
сти уменьшала активность дыхательного центра,
данный эффект был ингибирован добавлением
AEA [33]. Кроме того, у мышей с двойным нокау-
том по генам, кодирующим TASK-1 и TASK-3,
наблюдался респираторный фенотип, отличный
от фенотипов с одиночными нокаутами TASK-1 и
TASK-3. Данный фенотип характеризовался за-
метно увеличенным дыхательным объемом и ано-
мальным увеличением вентиляции при гиперок-
сии (100% О2). TASK-1 и TASK-3, по-видимому,
выполняют различные специфические задачи в
сложных процессах, лежащих в основе хеморе-
цепции и дыхательного контроля [34].

Также pH-чувствительностью обладают кана-
лы TALK-1, TALK-2 (TASK-4). Эти каналы акти-
вируются при защелачивании внеклеточной сре-
ды в диапазоне pH 7.5–10. Чувствительность к pH
TALK-1 и TALK-2 смещена в щелочную сторону
по сравнению с TASK-1, TASK-3, а также TASK-2.
Их токи в значительной степени (TALK-1) или
почти полностью (TALK-2) ингибируются при
физиологическом значении pH 7.4, и максималь-
ная активация достигается выше pH 10 [35, 36].
Ионные каналы TREK-1 и TREK-2 чувствительны
к изменениям как внеклеточного, так и внутри-
клеточного pH. TREK-1 активируется при повы-
шении внеклеточного pH > 6.9, достигая максиму-
ма активации при pH около 8. TREK-2 наоборот
активируется при понижении pH ниже 8.5, с мак-
симумом активации при pH около 6 [37]. При
этом внутриклеточное закисление ниже pH 7.2
вызывает активацию обоих каналов [38, 39].

Каналы TRESK блокируются внеклеточным и
внутриклеточным подкислением и активируются
внеклеточным и внутриклеточным подщелачива-
нием среды [40]. Изменения внеклеточного pH от
7.3 до 5.6 и 8.9 приводили к ингибированию (80%)
и усилению (120%) токов TRESK соответственно,
от активности канала, наблюдаемой при pH 7.3.
Такой же эффект наблюдался при изменениях
внутриклеточного рН. Изменения pH от 7.3 до 5.6
и 8.9 привели к ингибированию (39%) и усиле-
нию (140%) токов TRESK соответственно [40].
TRESK является основным фоновым каналом K2P
в нейронах DRG, нокаут гена TRESK показал,
что этот канал играет роль в регуляции возбуди-
мости нейронов DRG [14].

Калиевые каналы Kir. Еще одними калиевыми
каналами, реагирующими на изменение pH, яв-
ляются калиевые каналы Kir (Inwardly-rectifying
potassium channels). Эти каналы характеризуются
тем, что входящий ток ионов калия проходит че-
рез них с большей легкостью, чем выходящий.
Семейство каналов Kir состоит по крайней мере
из 16 различных субъединиц, которые разделяют
на семь подсемейств (Kir1.x–Kir7.x). Все Kir кана-
лы состоят из 4 α-субъединиц, образующих гомо-
мерные или гетеромерные каналы, обладающие
различными свойствами [41]. Калиевые каналы Kir
регулируют различные процессы, включая кле-
точную возбудимость, сосудистый тонус, сердеч-
ный ритм [41]. Kir2.3 экспрессируется в мозге,
главным образом, в переднем мозге и обонятель-
ной луковице. Внеклеточные протоны ингибиру-
ют токи Kir2.3, в то же время при щелочном pH 8.5
наблюдалось увеличение входящего тока [42]. Kir2.3
может активироваться также при увеличении внут-
риклеточного pH в диапазоне от 6 до 7. Калие-
вый канал Kir 2.4 активируется при повышении
внеклеточного pH > 6, достигая максимума при
pH 8.5–9. В мозге экспрессируются также чув-
ствительные к pH калиевые каналы Kir1.1, Kir4.1,
Kir4.2, Kir5.1, Kir6.1, Kir6.2. Эти каналы высоко-
чувствительны к изменениям внутриклеточного
pH в области физиологических значений. Актив-
ность калиевых каналов Kir1.1, Kir4.1, Kir4.2 и
Kir5.1 ингибируется при понижении внутрикле-
точного pH. Kir6.1 и Kir6.2 активируются при по-
нижении внутриклеточного pH, достигая макси-
мума активации при pH 6.5–6.8, при дальнейшем
понижении pH канал ингибируется [14]. Kir5.1
субъединицы не образуют функциональные го-
момерные каналы, но преимущественно гетеро-
меризуются с Kir4.1 субъединицами в астроцитах,
in situ гибридизацией показан высокий уровень
экспрессии Kir4.1 и Kir5.1 в RTN. В RTN астроцитах
были зарегистрированы pH-чувствительные токи,
которые ингибировались при добавлении специ-
фических ингибиторов Kir4.1 и Kir5.1 каналов [43].
Таким образом, гетеромерные Kir4.1–Kir5.1 кана-
лы рассматриваются как возможные кандидаты
на роль pH-сенсоров в RTN астроцитах. Так как эти
каналы чувствительны к изменениям внутрикле-
точного pH, предполагается, что эффект наблюдае-
мый в RTN астроцитах опосредован 
котранспортером [43].

Потенциал-зависимые К+ каналы (Kv). Другими
pH-чувствительными молекулами в нейронах яв-
ляются Kv каналы. Каналы Kv, состоящие из
субъединиц, содержащих шесть трансмембранных
сегментов, регулируются изменениями мембран-
ного потенциала. Инактивация активированного
канала Kv1.3 задерживается при снижении внекле-
точного рН [44], тогда как инактивацию каналов
Kv1.2, Kv1.4, Kv1.5 и Kv11.1 ускоряет внеклеточный

3Na HCO+ −
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ацидоз [44–47], но чувствительность к изменени-
ям pH широко варьируется среди субъединиц
Kv каналов. Kv1.2 и Kv2.1 относительно нечувстви-
телены к ингибированию при понижении внекле-
точного pH, с pK 5 и < 6.2 [48]. Напротив, Kv1.4 и
Kv1.5 более чувствительны к ингибированию при
понижении внеклеточного pH, с pK 6.3 [45] и
6.2–7.2 [48] соответственно. Интересно, что Kv1.4,
по-видимому, очень чувствителен к ингибиро-
ванию при понижении внутриклеточного pH с
pK 7.5 [48]. Влияние кислотного pH на токи Kv1.2
зависит от потенциала, чем более положитель-
ный потенциал, тем меньше ингибирование. То-
гда как влияние кислотного pH на токи Kv1.4 не
зависело от напряжения [45].

Роль Kv-каналов в центральной хеморецепции
не ясна. То, что эти каналы обладают чувстви-
тельностью к изменениям как внутриклеточного,
так и внеклеточного pH, делает их возможными
мишенями в условиях гиперкапнии. Было пока-
зано, что ингибиторы Kv-каналов TEA и 4-ами-
нопиридин уменьшают эффект гиперкапнии на
хемочувствительные нейроны области LC и NTS,
что предполагает участие Kv-каналов в хеморе-
цепции [48].

TRPs. К изменению концентрации H+ могут
быть чувствительны ионные каналы TRP (tran-
sient receptor potential channels, каналы транзиент-
ного рецепторного потенциала). Выделяют семь се-
мейств TRP каналов: TRPC, TRPV, TRPM, TRPA,
TRPP, TRPML и TRPN. Эти каналы широко экс-
прессируются на плазматической мембране в раз-
личных клетках, включая нейроны. Также много-
образны внеклеточные стимулы, активирующие
TRP-каналы. К pH-чувствительным относятся
TRPV1, TRPV4, TRPC4, TRPC5 и TRPC6 каналы.
TRPV1 – неселективный катионный канал, кото-
рый активируется при pH ниже 6 и преимуще-
ственно проводит ионы Ca2+. По некоторым дан-
ным TRPV1 может проводит ионы H+, вызывая
внутриклеточное закисление, что может активи-
ровать другие ионные каналы, чувствительные к
внутриклеточному pH [14]. Подобно TRPV1 ка-
нал TRPV4 также активируется при понижении
pH ниже 6. Каналы TRPC4 и TRPC5 активируют-
ся при более физиологических значениях pH от 7.4
до 6.5. При дальнейшем понижении pH ниже 6.5–
6.0 наблюдается ингибирование каналов. TRPC6 –
ингибируется при понижении рН [49]. Исследо-
вания указывают на роль каналов TRP в ответе на
изменение pH/рCO2 в глиальных клетках, пред-
полагается активация каналов при понижении
внутриклеточного pH [6]. При этом в нейронах
locus coeruleus (LC), которые участвуют в регуля-
ции дыхания в ответ на повышение рCO2 в крови,
было показано, что TRPC5 канал активируется
внеклеточным и Са2+-зависимым внутриклеточ-
ным закислением [50]. Применение специфиче-

ских ингибиторов TRPC каналов SKF-96365, в
присутствии которых LC нейроны не реагирова-
ли на изменение pH, свидетельствует о роли ка-
налов TRPC в хеморецепции в LC нейронах [50].
С применением капсаицина специфического аго-
ниста TRPV1 был показан незначительный вклад
каналов TRPV1 в центральную хеморецепцию [51].
В отличие от ионных каналов TRPV1, TRPV4,
TRPC4, TRPC5 и TRPC6 ионный канал TRPP2 ак-
тивируется щелочным pH. 

При экспрессии TRPP2 в HEK293T клетках на-
блюдалось увеличение токов в диапазоне рН от 8
до 9, дальнейшее повышение pH до 10, уменьша-
ло TRPP2 токи [52]. TRPP2 экспрессируется во
многих тканях, включая мозг. Однако роль
TRPP2 в центральной хеморецепции остается
предметом изучения.

Ионоторопные рецепторы

GABA. Одним из рецепторов, реагирующих
на изменение pH, является GABAA рецептор.
GABAA рецептор представляет собой ионотроп-
ный рецептор, эндогенный лиганд которого ГАМК
(γ-аминомасляная кислота) является главным ин-
гибиторным нейротрансмиттером центральной
нервной системы. При активации GABAA рецеп-
торы селективно проводит ионы Cl–, что приво-
дит к гиперполяризации нейрона и ингибирова-
нию синаптической передачи. GABAA рецепторы
состоят из пяти субъединиц. Существование ше-
сти α, трех β, трех γ, одной δ, одной ε, одной θ, од-
ной π и трех ρ субъединиц обусловливает много-
образие GABAA рецепторов с различным соста-
вом субъединиц, с различной локализацией и с
отличающимися фармакологическими свойства-
ми [53]. Однако большинство GABAA рецепторов
состоят из двух α, двух β и одной γ2 субъединицы.
Изменения рН вызывают аллостерические изме-
нения молекулы рецептора, приводящие к изме-
нению лиганд-зависимой активности. Интересно,
что в зависимости от состава субъединиц, разные
формы рецепторов обладают разной чувствитель-
ностью к изменению pH внеклеточной среды. В
общих случаях наблюдается уменьшение актив-
ности рецептора при кислых значениях pH, то-
гда как в некоторых случаях этот эффект мини-
мален [54, 55]. По сравнению с контролем при
рН 7.3 при повышении pH до 8.4 ток GABA был
увеличен в 3 и 2.6 раза в GABA рецепторах α1β2γ2
и α3β2γ2 соответственно. Подкисление внекле-
точного pH имело противоположный эффект, при
рН 6,4 токи GABA понижались в 2 раза [56].

Прямых доказательств роли GABA рецептора
как pH-сенсора в центральной хеморецепции нет.
Однако известно, что ГАМК-синтезирующие ней-
роны ингибируют серотониновые нейроны, кото-
рые играют важную роль в хеморецепции pH/CO2
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в области medullary raphe, при участии GABAA и
GABAВ рецепторов. CO2 ингибирует в свою оче-
редь ГАМК-синтезирующие нейроны, таким об-
разом при изменении pH/CO2 помимо непосред-
ственной активации серотониновых нейронов
отсутствует эффект их ингибирования, что в ре-
зультате стимулирует дыхание [57].

P2X. Пуриноцепторы P2X представляют собой
АТФ-зависимые ионотропные каналы. При свя-
зывании внеклеточного АТФ P2X неселективно
проводят ионы Na+, K+, Ca2+. Субъединицы P2X
образуют гомо- или гетеротримеры. На данный
момент идентифицированы семь субъединиц P2X
(P2X1–P2X7). Их мембранная топология характери-
зуется двумя трансмембранными доменами, между
ними располагается очень длинная внеклеточная
полипептидная петля, которая состоит из при-
мерно 280 аминокислот и богата цистеином. N- и
C-концы белка ориентированы внутрь клетки [58].
На изменения pH реагируют P2X1, P2X2, P2X3,
P2X4, P2X5 и P2X7 субъединицы [14, 59]. Пониже-
ние pH снижает эффективность связывания АТФ
гомомультимерных рецепторов P2X1, P2X3, P2X4,
P2X5 и P2X7, повышение pH не оказывает никако-
го эффекта. Напротив, подкисление сенсибили-
зирует гомомультимерные рецепторы P2X2 к ак-
тивирующему действию АТФ, тогда как при ще-
лочных значениях рН выше 7.5 эффективность
действия агониста на гомомультимерные рецеп-
торы P2X2 снижается [14]. Субъединицы P2X спе-
цифически экспрессируются в различных частях
мозга, встречаются как гомо- так и гетеромульти-
мерные комплексы, которые различаются рН-чув-
ствительными свойствами. Гетеромультимерный
комплекс P2X2/6 активируется при понижении рН
от 8 до 6.3 и ингибируется при дальнейшем пони-
жении pH ниже 6.3 [60]. Гетеромультимерный
комплекс P2X2/3 также активируется при пониже-
нии pH от 8.3 до 6.3 [59]. Комплекс P2X1/5 ингиби-
руется при рН выше и ниже 7.3 [59]. Высокая
экспрессия P2X2 в областях мозга, отвечающих
за респираторную активность, включая preBötC
и VRG [61], делают P2X2 вероятным кандидатом
на роль pH-сенсора, играющего роль в централь-
ной хеморецепции. Хотя прямых доказательств
этого нет, многочисленные экспериментальные
данные свидетельствуют о роли пуриновых ре-
цепторов в опосредовании клеточного ответа хе-
мочувствительных респираторных нейронов на
увеличение концентраций H+ и CO2. Увеличение
внеклеточной концентрации АТФ в ответ на из-
менение pH/рCO2 в респираторных областях моз-
га активирует пуриновые рецепторы и соответ-
ствующие сигнальные пути, что в результате сти-
мулирует дыхание [10, 62, 63].

NMDAR. Еще одними рецепторами, реагиру-
ющими на изменение внеклеточного pH, являют-

ся NMDAR рецепторы (N-methyl-D-aspartate re-
ceptors). NMDAR рецепторы участвуют в контро-
ле формирования памяти, пластичности
синаптических связей, неправильная работа ре-
цепторов, как гипер-активация, так и гипо-акти-
вация связана со многими неврологическими и
психиатрическими заболеваниями, включая пато-
логическую боль, эпилепсию, болезнь Альцгейме-
ра, шизофрению, депрессию и слабоумие [64].
NMDAR рецепторы представляют собой боль-
шие гетеротетрамерные мембранные комплексы.
Различные лиганды и аллостерические соедине-
ния, связываясь с большими внеклеточными до-
менами рецепторов, регулируют активность транс-
мембранного домена, представляющего собой
ионный канал. Активность NMDAR рецепторов
сильно зависит от изменения внеклеточного pH.
При pH 8.4 рецепторы полностью активированы,
тогда как понижение pH до 6 полностью ингиби-
рует рецептор [65–67]. Есть данные, свидетель-
ствующие о том, что значительная часть постси-
наптического тока NMDAR зависит от внекле-
точного защелачивания, генерируемого Ca2+-
АТФазой плазматической мембраны (PMCA) [68].
Ингибирование NMDAR рецепторов при внекле-
точном ацидозе способствует уменьшению по-
вреждений кортикальных нейронов, вызванных
токсичным воздействием глутамата [67]. Показа-
но, что астроциты в области продолговатого моз-
га мыши могут синтезировать, хранить и высво-
бождать D-серин, агонист NMDAR, в ответ на по-
вышение уровня CO2. Введение D-серина
увеличивало частоту дыхания мышей, блокирова-
ние NMDAR ингибировало этот эффект, что свиде-
тельствует о роли NMDAR в центральной хеморе-
цепции [69].

G-белоксопряженные рецепторы

К G-белоксопряженным рецепторам, реаги-
рующим на понижение pH, относятся рецепторы
мини-семейства G2A/OGR1, включающего G2A,
GPR4, OGR1/GPR68 и TDAG8/GPR65. Первыми
G-белоксопряженными рецепторами, реагирую-
щими на изменение pH, были обнаружены ре-
цепторы OGR1 и GPR4. При pH 7.8 рецепторы
неактивны, тогда как при pH 6.8 полностью акти-
вированы. Однако понижение pH вызывает раз-
личные клеточные ответы. При активации OGR1
наблюдается образование инозитол фосфата, то-
гда как активация GPR4 стимулирует образова-
ние cAMP [70]. Рецептор G2A, активируясь вне-
клеточными протонами, вызывает образование
инозитол фосфата [71], в то время как активация
TDAG8 приводит к накоплению cAMP [72]. Сто-
ит отметить, что активация рецептора G2A про-
тонами, а также его принадлежность этому мини-
семейству рецепторов ставится под сомнение не-
которыми авторами [73].



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 4  2020

ЗНАЧЕНИЕ рН-СЕНСОРОВ В ПОДДЕРЖАНИИ 377

Считается, что рецепторы семейства G2A/OGR1
вовлечены в поддержание кислотно-основного
гомеостаза. Ранние исследования указывают на
важнейшие функции рецепторов в организме. Так
была продемонстрирована важная роль OGR1 в
костной и мышечной тканях, GPR4 в эндотели-
альной ткани сосудов, TDAG8 в иммунной систе-
ме [73]. Известно, что OGR1 экспрессируется в
нервной системе, однако функция рецептора в
мозге не изучена, также как и его способность ак-
тивироваться протонами [73]. Было показано, что
TDAG8 экспрессируется в мозге, а именно в пе-
реднем мозге, и активируется при кислых значе-
ниях pH. При активации рецептора наблюдается
увеличение концентрации cAMP и pCREB [74].
Недавние исследования показали важнейшую роль
GPR4 в мозге. GPR4 экспрессируется в хемосен-
сорных нейронах RTN (retrotrapezoid nucleus), ко-
торые поддерживают кислотно-щелочной баланс
в организме, посредством регуляции дыхания. Уда-
ление гена GPR4 приводило к нарушению аци-
доз-зависимой активации RTN нейронов и уве-
личению частоты случаев удушья. Таким образом,
GPR4, наряду с упомянутым выше ионным кана-
лом TASK-2, также экспрессирующимся в RTN
нейронах, является одним из главных медиаторов
респираторной хемочувствительности [30].

Рецепторные тирозинкиназы

IRR. Рецептор, подобный рецептору инсулина
(IRR) является членом минисемейства рецептора
инсулина, которое также включает рецептор ин-
сулина (IR) и рецептор инсулиноподобного фак-
тора роста (IGF-IR). Рецепторы минисемейства
рецептора инсулина существуют на мембране в
виде гомологичных димеров, соединенных ди-
сульфидными связями. При созревании оба мо-
номера подвергаются протеолизу в примембран-
ной зоне внеклеточной части. В результате моле-
кула рецептора состоит из двух пар ковалентно
связанных α- и β-субъединиц. Во внеклеточной
N-концевой части α-субъединицы у всех трех ре-
цепторов находятся два лейцин-богатых домена
L1 и L2, между которыми располагается фурин-
подобный богатый цистеином домен С. Далее
следуют три фибронектиновых повтора III типа
FnIII-1, FnIII-2 и FnIII-3. С-концевая внутрикле-
точная часть β-субъединицы содержит каталити-
ческий домен, способный фосфорилировать ти-
розин, что является общим свойством рецептор-
ных тирозинкиназ.

Физиологическая роль рецептора IRR до не-
давнего времени была неизвестна, так как попыт-
ки найти природный лиганд рецептора белковой
или пептидной природы были безуспешными [75].
Нами было установлено, что IRR может напря-
мую активироваться слабощелочной внеклеточ-
ной средой pH > 7.9. Активация IRR щелочной

средой специфична, дозозависима, а также обу-
словливается конформационными изменениями
во внеклеточной части рецептора при повыше-
нии pH внеклеточной среды [76, 77].

Очевидный фундаментальный интерес пред-
ставляет вопрос, чем определяются столь разитель-
ные отличия функций рецепторов IR и IGF-IR,
имеющих белковые лиганды, с одной стороны, и
IRR, с другой.

Эксперименты с химерными белками, в которых
отдельные домены IRR были заменены на гомоло-
гичные участки рецепторов IR и IGF-IR [78–80],
продемонстрировали важнейшую роль внекле-
точных доменов L1C, L2 в pH-чувствительности
рецептора. Также была показана роль фибронек-
тиновых доменов в активации рецептора IRR. За-
мена FnIII-2 и FnIII-3 доменов гомологичными
участками IR приводила к значительному сниже-
нию или исчезновению pH-чувствительности хи-
мерного рецептора [81], а мутации аминокислот-
ных остатков, потенциальных сайтов гликозили-
рования, на Ala в химерных белках, приводили к
частичному восстановлению pH-чувствительно-
сти [82]. Предположено что, активация IRR вклю-
чает два отдельных pH-зависимых центра в экто-
домене рецептора, которые действуют совместно,
индуцируя конформационные изменения в мо-
лекуле IRR, приводящие к автофосфорилирова-
нию внутриклеточных киназных доменов рецеп-
тора [81].

Функцию IRR как сенсора щелочной внекле-
точной среды подтверждают физиологические экс-
перименты. У мышей с направленной инактиваци-
ей гена insrr, кодирующего рецептор IRR, наблюда-
лось нарушение регуляции кислотно-щелочного
равновесия. У мышей, нокаутных по гену insrr, ще-
лочная нагрузка на организм сопровождалась ме-
таболическим алколозом и пониженной секреци-
ей бикарбоната в мочу [77]. Животные дикого ти-
па и с нокаутом гена insrr по-разному реагировали
на острый экспериментальный алкалоз, вызван-
ный введением бикарбоната в кровь. Интересно,
что у мышей с нокаутом IRR, также как и у мы-
шей дикого типа, наблюдается компенсация ал-
калоза, судя по снижению рН крови, однако это
происходит не вследствие секреции избыточного
бикарбоната в мочу, а в результате повышения
концентрации СО2 в крови, что, по-видимому,
вызвано замедлением дыхания или ускорением
метаболизма [83].

В отличие от своих близких гомологов рецепто-
ров IR и IGF-IR, которые экспрессируются в широ-
ком спектре тканей и клеток, экспрессия IRR спе-
цифична, рецептор обнаруживается в некоторых
органах, в определенных типах клеток. Наиболь-
шее количество IRR было обнаружено в почке. В
меньших концентрациях мРНК IRR была обна-
ружена в мозге, желудке, поджелудочной железе.
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В нервной системе мРНК IRR обнаружена в сен-
сорных и симпатических нейронах, где IRR ко-
экспрессируется с тирозинкиназным рецептором
фактора роста нервов (NGF) TrkA [75]. Экспрес-
сия IRR и TrkA появляется на перинатальной ста-
дии развития в базальных нейронах переднего
мозга, причем мРНК обоих рецепторов обнаружи-
вается в развивающейся нервной системе только
совместно. Также имеются данные об экспрессии
IRR в холинергических нейронах переднего моз-
га, где также наблюдается коэкспрессия с рецеп-
тором TrkA [75]. Кроме того, IRR был обнаружен
в нейробластомах. Экспрессия IRR значительно
коррелировала с благоприятным прогнозом в
случае нейробластомы [84].

По данным Allen Brain Atlas (http://mouse.brain-
map.org) наибольшая экспрессия IRR наблюдает-
ся в области таламуса, а именно в области PVT –
paraventricular nucleus of thalamus, меньшее коли-
чество обнаружено в областях ствола мозга, Area
Postrema и область ядра ХII пары черепных нер-
вов. Область PVT вносит вклад в регуляцию пове-
дения, стресса, мотивации, настроения, аппети-
та. Также представлены анатомические данные,
которые показывают, что PVT передает информа-
цию от нейронов, участвующих в висцеральной
или гомеостатической функции [85, 86]. Area
postrema (AP), область продолговатого мозга, яв-
ляется одним из циркумвентрикулярных орга-
нов, обеспечивающих связь между центральной
нервной системой и кровеносной системой в об-
ласти, где гемато-энцефалический барьер являет-
ся наиболее проницаемым. AР обеспечивает пере-
дачу информации о химическом составе крови в
другие области нервной системы. 

Местоположение AP за пределами гематоэнце-
фалического барьера делает этот участок мозга жиз-
ненно важным в управлении автономными функ-
циями центральной нервной системы, AP участвует
в вегетативном контроле многих физиологических
систем, включая сердечно-сосудистую систему и
системы, контролирующие питание и обмен ве-
ществ [87]. Известно, что АР отвечает за рвотный
рефлекс и образует комплекс с соседней областью
NTS, которая участвует в регуляции дыхания и
поддержании pH [88]. По данным электронного
ресурса (http://www.emouseatlas.org) IRR также
обнаружен на эмбриональной стадии развития мы-
ши в большом количестве в ганглиях тройничного
нерва (trigeminal V ganglion), языкоглоточного нерва
(glossopharyngeal IX ganglion), спиномозгового нер-
ва (dorsal root ganglion) и поджелудочной железе, в
меньшем количестве в почечных канальцах. Также
экспрессия IRR была показана в нейронах спино-
мозговых ганглиев взрослых мышей (6–8 недель) с
использованием метода РНК-секвенирования
отдельных клеток, причем в этих же клетках на-
блюдается высокий уровень экспрессии рецепто-
ра TrkA [89]. С использованием метода RT-PCR

(reverse transcription PCR) была показана экс-
прессия рецептора IRR, а также других членов се-
мейства IR и IGF-IR, в одноклеточных эмбрио-
нах мыши и бластоцистах, что также предполага-
ет роль рецептора в развитии организма [90].

Так как IRR и TrkA располагаются рядом на
хромосоме и имеют общие регуляторные элемен-
ты, расположенные между этими двумя генами,
было предположено, что IRR не играет специфи-
ческой роли в нервной системе, и его присутствие
определяется только экспрессией TrkA [91]. Тем
не менее, значительные изменения внеклеточно-
го рН в нервной ткани происходят как во время
нормального физиологического функционирова-
ния, так и при патологических состояниях, таких
как эпилепсия, инсульт, диабет и др. Значитель-
ный алкалоз в тканях периферической или цен-
тральной нервной системы может наблюдаться во
время гипогликемии, ишемии или почечной не-
достаточности. В частности, алкалоз тканей явля-
ется одним из отличительных признаков повре-
ждения головного мозга, вызванного гипоглике-
мией [92]. Можно предположить, что одной из
функций IRR является нейропротекторная пере-
дача сигнала, способствующая выживанию клет-
ки, в ответ на острый алкалоз нервных тканей в
результате патофизиологических состояний.

У мышей, нокаутных по гену IRR, был обнару-
жен поведенческий фенотип, заключающийся в
дефиците агрессивно-оборонительного поведе-
ния животных [93]. Насколько данный фенотип
связан с функцией IRR в качестве физиологиче-
ского сенсора рН, остается предметом изучения.

ErbB2 и c-Met. ErbB2 является онкогенной ре-
цепторной тирозинкиназой, связанной с раком
молочной железы. Он является членом минисе-
мейства рецептора эпидермального фактора ро-
ста (EGFR). Минисемейство EGFR состоит из че-
тырех членов ErbB1–4. ErbB2 в настоящее время
рассматривается как рецептор-сирота, поскольку
сам по себе он не связывает EGF-подобные лиган-
ды и может быть активирован только тогда, когда
сверхэкспрессируется в злокачественных клетках
или находится в комплексе с ErbB3, другим членом
минисемейства EGFR. Как показали структурные
исследования, ErbB2 не способен связывать лиганд,
поскольку его внеклеточный лиганд-связывающий
домен уже находится в конформации, связанной с
лигандом, тем самым блокируя доступ любого дру-
гого пептидного лиганда в эту область [94]. Акти-
вация ErbB2 происходит при нефизиологически
высоких уровнях экспрессии (например, в рако-
вых клетках), что приводит к фосфорилированию
лиганд-независимого рецептора. Активация ErbB2
наблюдалась в клетках рака мочевого пузыря, лег-
ких, желудка, яичников, простаты и молочной же-
лезы. Это явление связано с амплификацией гена
ErbB2, что приводит к сверхэкспрессии белка ErbB2
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на поверхности клетки [95]. Недавние исследова-
ния показали, что ErbB2 может быть активирован
обработкой внеклеточной слабощелочной средой
(pH > 8). Таким образом, был описан новый ли-
ганд-независимый механизм активации рецепто-
ра ErbB2 [96]. ErbB2 экспрессируется в нервной
ткани в небольшом количестве. ErbB2 экспресси-
руется в мозжечке [97]. Экспрессия ErbB2 и ErbB3
наблюдается в ганглиях спинного мозга зрелой
крысы, тогда как ErbB1 и ErbB4 демонстрировали
низкую экспрессию. При повреждении перифе-
рического нерва наблюдалось значительное уве-
личение экспрессии ErbB2 и ErbB3 по сравнению
с неповрежденным нервом [98]. 

Известно, что ErbB рецепторы экспрессиру-
ются в Шванновских клетках, и их экспрессия ре-
гулируется при повреждениях нервной ткани
[99]. Недавние исследования показали, что акти-
вация рецептора ErbB2 в Шванновских клетках
способствует увеличению регенерации спинно-
мозговых аксонов при повреждениях [100].

Другой активируемой щелочью рецепторной
тирозинкиназой является c-Met (Met). Met был
обнаружен в качестве рецептора для фактора роста
гепатоцитов (HGF), также известного как фактор
рассеяния (SF). Связывание лиганда активирует
Met-киназный домен, путем димеризации Met-
субъединиц и приводит к аутофосфорилирова-
нию. Было показано, что активация сигнального
пути Met ведет к широкому спектру клеточных
реакций, включая ангиогенез, заживление ран, ре-
генерацию тканей, пролиферацию, выживание,
рассеяние, подвижность и инвазию [101]. Исполь-
зуя иммуноаффинную хроматографию с антифос-
фотирозиновым антителом, было обнаружено фос-
форилирование эндогенного Met-рецептора при
щелочной обработке в клеточной линии CAKI-1.
Активация Met щелочью наблюдается при pH > 8.0
и является дозозависимой. Специфичность отве-
та Met на щелочь была подтверждена обработкой
с ингибитором Met киназы SU11274, а также с по-
мощью нокаута Met-рецептора с использованием
система редактирования генома CRISPR/CAS9.
Оба подхода полностью блокировали фосфори-
лирование Met в клетках CAKI-1 в ответ на обра-
ботку клеток щелочной средой [102].

Рецептор Met экспрессирется как в цен-
тральной, так и в периферической нервной си-
стеме [103, 104]. Рецепторная тирозинкиназа Мet
участвует во многих процессах развития нервной
системы, включая миграцию клеток, развитие
дендритов и аксонов и синаптогенез [105, 106]. Экс-
прессия Met была обнаружена на пренатальной
стадии развития в стволе мозга: включая субпопу-
ляцию нейронов в черепных ядрах (cranial motor
nuclei) (nVII, nA и nXII), подгруппу B6 dorsal raphe,
ядре Баррингтона и в небольшом подмножестве
нейронов в ядре одиночного тракта (nucleus of sol-

itary tract). В отличие от Met, ни полноразмерная
форма, ни известные сплайсированные формы
HGF не были обнаружены в пренатальном стволе
мозга. Была выявлена экспрессия HGF в тканях-
мишенях Met-экспрессирующих нейронов ство-
ла мозга, что позволило предположить, что MET
в этих нейронах может активироваться HGF из
периферических источников [107]. Также можно
предположить лиганд-независимый способ акти-
вации рецептора Met в стволе мозга. Вместе эти
данные предполагают, что передача сигналов MET
может влиять на развитие нейронов, которые участ-
вуют в центральной регуляции желудочно-кишеч-
ной функции, движения языка, глотания, речи,
стресса и настроения. Исследования долговре-
менных изменений экспрессии мРНК белка HGF
и его рецептора Met после повреждения спинного
мозга у крыс выявили увеличение экспрессии как
HGF, так и Met. Экспрессия мРНК HGF была
значительно увеличена через 7 дней после трав-
мы в поврежденном сегменте, а пик был через
7 дней. Экспрессия мРНК Met была повышена
через 1 день после повреждения и достигла пика
через 14 дней [108].

Изменения экспрессии рецепторов ErbB и Met
в поврежденных тканях, по-видимому, играют
важную роль в последующей регенерации нерв-
ной ткани. Алкалоз тканей, возникающий при
некоторых повреждениях мозга может быть фак-
тором, активирующим рецепторы ErbB2 и Met,
которые активируют процессы регенерации.

Коннексины
Коннексины – семейство мембранных бел-

ков, образующих коннексоны. Субъединица кон-
нексина состоит их четырех трансмембранных
доменов, двух внеклеточных петель, одной внут-
риклеточной петли, при этом оба конца белка
ориентированы внутрь клетки. Шесть субъеди-
ниц белка образуют коннексон. Коннексоны со-
седних клеток образуют непрерывный канал (ге-
миканал), который осуществляет трансмембран-
ный транспорт маленьких молекул, таких как ATP,
NAD+, глутамат, простагландин E2, глюкоза. В че-
ловеческом геноме обнаружена 21 изоформа кон-
нексинов, которые широко экспрессируются во
многих тканях организма [109]. Коннексины иг-
рают важную роль в развитии и гомеостазе орга-
низма [109, 110]. Было обнаружено, что гемика-
нал, образуемый коннексином Cx43, экспресси-
руемый в HeLa клетках, активируется щелочной
внеклеточной средой при повышении внеклеточ-
ного pH от 7.4 до 8.5. Активация канала приводит
к притоку ионов Ca2+ в клетку [111]. К pH-чув-
ствительному каналу относится также Cx26. При
pH 8 канал активен, тогда как понижение pH до
6.5 ингибирует канал [112]. Cx26, наряду с другими
коннексинами чувствителен также к изменению
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внутриклеточного pH. Внутриклеточное закисле-
ние ингибирует каналы, образованные коннекси-
нами Cx50 > Cx46 > Cx45 > Cx26 > Cx37 > Cx43 >
> Cx40 > Cx32. Самый чувствительный к измене-
нию pH Cx50 (pKa 7.2), далее каналы расположены
в порядке уменьшения pH-чувствительности, для
Cx32 pKa 6.5 [113]. Каналы, образованные Cx45 и
Cx57 активируются при повышении внутриклеточ-
ного pH выше 6.4 и 7.2 соответственно [114, 115].
Высокая экспрессия коннексинов Cx26, Cx32,
Cx36, Cx43 в хемосенсорных областях мозга пред-
полагает их участие в центральной хеморецеп-
ции [109]. Кроме того, коннексины рН-чувстви-
тельных астроцитов могут напрямую взаимодей-
ствовать с СО2. Так в коннексинах 26, 30, 32 (Cx26,
Cx30, Cx32) содержится сайт связывания СО2.
При повышении рСО2 гемиканалы открываются
и высвобождают АТФ [116, 117], который в свою
очередь активирует хемочувствительные нейро-
ны RTN [9, 10].

Рецепторные гуанилатциклазы

Было обнаружено, что трансмембранная ре-
цепторная гуанилатциклаза GCY-14, экспресси-
рующаяся в хемосенсорных нейронах C. elegans,
чувствует щелочной pH в диапазоне от 8 до 10.9.
При активации GCY-14 образуется циклический
гуанозинмонофосфат (cGMP), который связыва-
ется с cGMP-зависимыми каналами, которые в
свою очередь проводят ионы Ca2+ внутрь клетки,
что приводит к активации нейрона [118]. Рецеп-
торные гуанилатциклазы состоят из большого ли-
ганд-связывающего внеклеточного домена, одно-
го трансмембранного домена, внутриклеточного
домена, подобного киназному и С-концевого гуа-
нилатциклазного домена. Сайт-направленным
мутагенезом показана роль остатка His174 во вне-
клеточном домене GCY-14 в pH-чувствительности
белка. У животных экспрессируются семь форм
мембранных гуанилатциклаз GC-A, GC-B, GC-C,
GC-D, GC-E, GC-F и GC-G. Есть данные, что
GC-D активируется CO2 или  а GC-G –

 [119].

Лиганд-зависимые хлоридные каналы

pH-чувствительные Cl–-каналы являются чле-
нами семейства лиганд-зависимых ионных кана-
лов. Их мембранная топология характеризуется
четырьмя трансмембранными доменами и боль-
шой внеклеточной N-концевой частью. У беспо-
звоночных известны два pH-чувствительных Cl–-
канала pHCl и SsCl, которые активируются вне-
клеточным щелочным pH (при повышении pH
больше 6.5). Хлоридный канал pHCl экспресси-
руется в нейронах дрозофилы. При экспрессии

3HCO ,−

3HCO−

pHCl в Xenopus oocytes или клетках насекомых Sf9
наблюдались Cl– токи при изменении pH от ней-
тральных значений до 9.0, тогда как внеклеточное
закисление до pH 5.8 ингибировало эти токи. Хло-
ридный канал SsCl клеща Sarcoptes scabiei, экспрес-
сированный в Xenopus oocytes также обратимо акти-
вировался внеклеточным щелочным pH [120].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В рамках основной догмы гомеостаза считает-
ся, что рН крови и внеклеточной среды организ-
ма должен быть близким к нейтральным величи-
нам, а отклонения в физиологических условиях
минимальными. Непрерывный процесс метабо-
лизма и поступление пищи вызывают сдвиги кис-
лотно-щелочного равновесия и требуют удаления
избыточных кислот или оснований. В рамках це-
лостного организма выведение части кислот или
оснований в малом объеме невозможно без экс-
тремальных изменений рН выводимых экстра-
корпоральных жидкостей, в частности почечного
фильтрата [121]. Также направленное изменение
рН необходимо для осуществления определен-
ных внеклеточных функций, таких как пищева-
рение. В рамках одной клетки возможны измене-
ния рН в органеллах от кислого (лизосомы) до
щелочного (митохондрии). Таким образом, при
жестком контроле рН основных жидкостей орга-
низма, в отдельных локациях возможны существен-
ные сдвиги кислотно-щелочного равновесия.

На сегодняшний день считается, что в нервной
системе поддержание рН в нейтральном диапазоне
(рН 7.2–7.6) является абсолютно необходимым для
ее нормального функционирования, при этом ма-
лые изменения рН влияют на возбудимость нейро-
нов, синаптическую передачу, поглощение нейро-
медиаторов и межклеточную коммуникацию [2, 3].
Чувствительность к изменению рН среды являет-
ся особенностью многих мембранных белков, ко-
торые играют ключевую роль в нейропередаче.
Кроме того, было предположено, что малые гра-
диенты рН могут иметь значение в процессах ней-
рональной дифференцировки, развития, обучения
и памяти [3].

В частности, основной причиной колебаний
pH в синапсах является сильное закисление си-
наптических везикул вакуолярной H+-АТФазой,
которая обеспечивает энергией процесс загрузки
нейротрансмиттеров в синаптические везикулы.
Экзоцитоз синаптических везикул приводит к
высвобождению протонов в синаптическую щель.
Таким образом, синаптическая передача вызыва-
ет относительно короткое, но сильное закисле-
ние синаптической щели. Повышенная синапти-
ческая/нейрональная активность также может вы-
звать закисление внеклеточной среды в связи с
повышенным клеточным метаболизмом [122]. Из-
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вестно также, что различные патологические состо-
яния такие как ишемия, воспаления, рак или трав-
мы связаны с понижением внеклеточного pH [3].

Исследования последних лет выявили наличие
в нервной системе белковых молекул, являющих-
ся сенсорами существенного изменения рН вне-
клеточной среды как в кислую (до рН 5), так и ще-
лочную (до рН 9) область. Экспрессию данных
белков в нервной системе в рамках современных
представлений о контроле кислотно-щелочного
баланса объяснить сложно. Не исключено, что в
нервной системе возможны локальные измене-
ния рН, как в нормальных, так и патологических
условиях, которые в настоящее время являются
малоизученными и недооцененными.
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The Value of pH Sensors in Maintaining Homeostasis of the Nervous System
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#E-mail: oxana.serova@gmail.com
*Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry,

ul.  Miklukho-Maklaya 16/10, GSP-7, Moscow, 117997, Russia

Maintaining pH homeostasis is vital for all mammalian cells, since hydrogen and hydroxyl ions perform im-
portant functions in the regulation of metabolism. Today, it is believed that maintaining the pH in the neutral
range (pH 7.2–7.6) in the nervous system is necessary for its normal functioning, while small changes in pH
affect the excitability of neurons, synaptic transmission, neurotransmitter transport and intercellular commu-
nication. Sensitivity to changes in pH is a feature of many membrane proteins that play a key role in neuro-
transmission. Recent studies have revealed the presence in the nervous system of protein molecules, which
are sensors of a significant change in the pH of the extracellular environment in both acidic (to pH 5) and
alkaline (to pH 9) areas. It has been established that a change in the pH of the extracellular environment caus-
es various cellular responses in which ion channels, ionotropic receptors, G-protein-coupled receptors, con-
nexins and receptor tyrosine kinases are involved. The presence of these proteins in the nervous system sug-
gests that local acid-base balance shifts are one of the key factors regulating neuronal activity. This review de-
scribes the properties of neuronal pH-sensitive proteins.

Keywords: acid-base balance, pH in the nervous system, pH sensors, IRR



385

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2020, том 46, № 4, с. 385–395

ОПТИМИЗАЦИЯ ТВЕРДОФАЗНОГО СИНТЕЗА ИНГРАМОНА – 
ПЕПТИДНОГО АНТАГОНИСТА МОНОЦИТАРНОГО 

ХЕМОТАКСИЧЕСКОГО БЕЛКА 1 (МСР-1) ЧЕЛОВЕКА
© 2020 г.   М. В. Сидорова*, #, У. С. Дудкина*, Д. В. Авдеев*,

М. Е. Палькеева*, А. С. Молокоедов*, М. В. Овчинников*, А. А. Азьмуко*,
С. Б. Гречишников**, Е. В. Кудрявцева**, В. Н. Бушуев*, Т. И. Арефьева*

*ФГБУ “Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии” Минздрава РФ,
Россия, 121552, Москва, 3-я Черепковская ул., 15а

**ЗАО “Синтез пептидов”, Россия, 121552, Москва, 3-я Черепковская ул., 15а
Поступила в редакцию 20.01.2020 г.

После доработки 29.01.2020 г.
Принята к публикации 31.01.2020 г.

Оптимизирован способ твердофазного синтеза (ТФС) инграмона H-Asp-His-Leu-Asp-Lys-Gln-Thr-
Gln-Thr-Pro-Lys-Thr-OH – пептидного антагониста моноцитарного хемотаксического белка 1 (МСР-1)
человека, обладающего противовоспалительным действием. Изучены побочные продукты ТФС этого
пептида с использованием Fmoc-методологии, их структура установлена спектроскопией 1Н-ЯМР и
масс-спектрометрией и подтверждена встречным синтезом. Найдены методические приемы, поз-
воляющие минимизировать образование примесей в ходе ТФС инграмона. Разработана воспроиз-
водимая методика получения инграмона, позволяющая свести к минимуму образование побочных
продуктов – соответствующих [Asi4]-, [D-Asp4]- и [βAsp4]пептидов – в ходе его твердофазного синтеза.

Ключевые слова: моноцитарный хемотаксический белок 1 человека, инграмон, твердофазный синтез,
транспептидация, спектроскопия ЯМР
DOI: 10.31857/S0132342320040272

ВВЕДЕНИЕ
Ранее нами было показано, что 12-членный

пептидный фрагмент (65–76) моноцитарного хе-
мотаксического белка 1 (МСР-1) человека H-Asp-
His-Leu-Asp-Lys-Gln-Thr-Gln-Thr-Pro-Lys-Thr-OH
является его антагонистом [1, 2]. Этот пептид по-
лучил название инграмон1 (ингибитор гранулоци-
тов и моноцитов). В серии экспериментальных
работ, выполненных на грызунах и приматах, до-

казана способность этого пептида подавлять ми-
грацию моноцитов и оказывать противовоспали-
тельное действие [3–5], установлено, что ингра-
мон, меченный технецием (99mTc), накапливается
в очаге воспаления [4].

В модели экспериментального рестеноза ар-
терий после ангиопластики ежедневные инъек-
ции инграмона замедляли формирование нео-
интимы [6]. Показано, что противовоспалитель-
ное действие инграмона реализуется благодаря
конкурированию с МСР-1 за связывание с гликоз-
аминогликанами на поверхности клеток и в со-
ставе внеклеточного матрикса; т. о. препарат пре-
пятствует созданию концентрационного гради-
ента хемокина, необходимого для привлечения
моноцитов в очаг воспаления [7, 8]. Результаты
доклинического токсикологического исследова-
ния показали, что препарат нетоксичен, не обла-
дает мутагенными, тератогенными свойствами, не
влияет на репродуктивную функцию, не проявляет
аллергизирующих и иммунотоксических свойств.
Безопасность инграмона была подтверждена у здо-
ровых добровольцев и в клинических исследова-
ниях, в том числе у пациентов с сердечно-сосуди-
стыми заболеваниями. Противовоспалительная ак-

Сокращения: Asi – аспартимид; βAsp – остаток аспараги-
новой кислоты с β-карбоксамидной связью; Boc – трет-
бутилоксикарбонил; But – трет-бутил; 2-СТС – 2-хлор-
тритилхлорид; DBU – 1,8-диазабицикло[5.4.0]-ундец-7-ен;
DCM – дихлорметан; DIC – N,N '-диизопропилкарбоди-
имид; DIEA – N,N-диизопропилэтиламин; DMF – диме-
тилформамид; DMSO – диметилсульфоксид; Fmoc – 9-
флуоренилметилоксикарбонил; HOBt – 1-гидроксибензо-
триазол; MALDI – матрично активированная десорбция/
ионизация; MС-масс-спектрометрия; MePip – 4-метилпи-
перидин; NMM – N-метилморфолин; TBTU – N,N,N ',N '-
тетраметил-О-(бензотриазол-1-ил)урония тетрафторборат;
TFA – трифторуксусная кислота; TIS – триизопропилсилан;
Trt – тритил; ИБС – ишемическая болезнь сердца; ТФС –
твердофазный синтез.

# Автор для связи: (тел.: + 7 (495) 414-67-16, факс: +7 (495)
414-67-86, эл. почта: peptide-cardio@yandex.ru).
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тивность инграмона была доказана у пациентов с
ИБС, стентированием коронарных артерий: до-
полнительное к стандартной терапии ежедневное
внутривенное введение препарата до и после про-
цедуры ангиопластики препятствовало подъему
концентрации в крови белков острой фазы [8, 9].

Данная работа является продолжением наших
исследований инграмона и посвящена изучению
состава образующихся в ходе его ТФС примесей,
поискам путей минимизации побочных процес-
сов и созданию оптимизированной методики его
синтеза.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение структуры примесей,

образующихся при ТФС инграмона
Для разработки схемы ТФС инграмона за ос-

нову была принята его Fmoc-методология. Для
блокирования функциональных групп боковых
цепей аминокислот были выбраны следующие за-
щиты: Boc – для ε-аминогрупп лизина; But – для
карбоксильных групп аспарагиновой кислоты и
гидроксильных групп треонина и Trt – для карбокс-
амидных функций глутамина и имидазольного
кольца гистидина. Автоматический ТФС инграмо-
на был проведен по стандартной программе автома-
тического пептидного синтезатора “Tribute UV” с
иcпользованием раствора 2% 4-MePip/2% DBU/
DMF для отщепления Fmoc-защит и метода уро-
ниевых солей (TBTU/NMM) для создания амид-
ных связей. На рис. 1а представлен профиль ана-
литической ВЭЖХ неочищенного продукта ТФС.
Наиболее существенные примеси – соединения (II)
и (III) на рис. 1а, были выделены и проанализи-
рованы с помощью масс-спектрометрии и 1Н-
ЯМР-спектроскопии. Было установлено, что оба
примесных соединения являются продуктами по-
бочных реакций по остатку Asp4, вещество, соответ-
ствующее пику II, имело корректную для целево-
го продукта молекулярную массу (1411.8 Да) и,
следовательно, являлось либо оптическим, либо
стерическим его изомером. На основании данных
спектроскопии 1Н-ЯМР, представленных в табл. 1,
можно предполагать, что это соединение является
диастереомерным [D-Asp4]инграмоном, т.к. наи-
более заметные изменения наблюдаются у сигна-
ла протона при хиральном α-углеродном атоме
остатка Asp4: в инграмоне – α-СН (4.58 м.д.), в
побочном продукте – при 4.68 м.д. и амидного
протона остатка Lys5: в инграмоне – NH (7.79 м.д.),
в побочном продукте – 8.08 м.д.

Соединение, соответствующее пику III (рис. 1а),
имело молекулярную массу (1393.5 Да) на 18 Да
меньше, чем у целевого инграмона. По всей веро-
ятности, пептид (III) является продуктом дегид-
ратации. В спектре 1Н-ЯМР этого вещества (см.
табл. 1) присутствуют сигналы протонов всех ами-

нокислотных остатков, входящих в состав ингра-
мона. Однако химические сдвиги сигналов ряда
остатков побочного продукта отличаются от их зна-
чений в спектре целевого вещества (I). В первую
очередь это относится ко всем сигналам остатков
Asp4 и Lys5. Так, сигналы Asp4 в спектре инграмо-
на – α-СН (4.58 м.д.), β-СН2 (2.52; 2.72 м.д.) и NH
(8.43 м.д.), в побочном продукте наблюдаются со-
ответственно при 4.49 для α-СН, 2.68; 3.05 для
β-СН2 и 8.80 м.д. для NH. Столь значительные
различия (особенно сигналов протонов при β-угле-
родном атоме) можно объяснить модификацией
боковой цепи остатка аспарагиновой кислоты.
Сигналы протонов остатка Lys5 также сильно от-
личаются: в инграмоне – α-СН (4.25 м.д.), β-СН2
(1.50; 1.635 м.д.) и NH (7.79 м.д.), в побочном про-
дукте наблюдаются – α-СН (4.49 м.д.), β-СН2
(1.83; 2.04 м.д.), сигнал амидного протона в спек-
тре вещества (III) отсутствует. Отсутствие сигна-
ла этого протона свидетельствует об образовании
циклического продукта с участием α-аминогруп-
пы остатка Lys5. На основании данных масс-спек-
трометрии и 1Н-ЯМР-спектроскопии было сделано
предположение, что соединение (III) представляет
собой аспартимид – промежуточный циклический
продукт α → β-перегруппировки амидной связи,
образуемой карбоксильной группой остатка Asp4.
В результате щелочного гидролиза полученного
вещества (III) (1% раствором гидроокиси аммо-
ния при рН 9.0 в течение 16 ч) получаются 2 продук-
та (рис. 2а), один из которых по ВЭЖХ совпадает с
инграмоном, а второй, вероятно, представляет со-
бой побочный изоаспартилпептид ([βAsp4]ингра-
мон) (IV). Известно, что при синтезе аспартил-
пептидов на стадиях отщепления Fmoc-защит
действием вторичных аминов происходит обра-
зование циклического аспартимида, результатом
чего является α → β-перегруппировка амидной
связи с образованием изомерного побочного про-
дукта [10]. Образование аспартимида, катализи-
руемое кислотой или основанием, является од-
ной из наиболее серьезных побочных реакций в
ТФС пептидов, содержащих аспарагиновую кис-
лоту, и до сих пор не разработана экономически
эффективная стратегия ее подавления [11, 12]. На
рис. 3 схематически представлена α → β-пере-
группировка амидной связи, образуемой карбок-
сильной группой остатка Asp4 в последовательно-
сти инграмона. Степень протекания транспепти-
дации главным образом определяется природой
соседнего с аспарагиновой аминокислотой остатка,
но зависит также и от конкретной аминокислотной
последовательности пептида. Надо отметить, что
последовательность Asp-Lys, судя по литературным
данным [12], не является “критической” с точки
зрения возможности протекания этой побочной
реакции. В обзоре [12] показано, что при исполь-
зовании Fmoc-методологии наиболее подвержены
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Рис. 1. Аналитическая ВЭЖХ (условия 1, см. эксперим. ч.) продуктов синтеза инграмона (I): а – неочищенный про-
дукт ТФС, полученный с использованием для отщепления Fmoc-защит смеси 2% DBU/ 2% 4-MePip/DMF; б – неочи-
щенный продукт, полученный с использованием деблокирующей смеси 25% 4-МеPip/DMF/0.1 M HOBt; в – искус-
ственная смесь образцов целевого (I) и побочных продуктов (II)–(IV); г – пептид (I), очищенный с помощью препа-
ративной ВЭЖХ (см. эксперимент. ч.) (условия 1). Детекция при 220 нм.

4 8 12 16 22 246 10 14 18 20 26
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A220
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III

мин
4 8 12 16 22 246 10 14 18 20 26
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I + IV
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III
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4 8 12 16 22 246 10 14 18 20 26

(г)
I

мин
4 8 12 16 22 246 10 14 18 20 26

(б)

I

мин

транспептидации последовательности Asp-Gly и
Asp-Asn [12]. Однако мы применяли для деблоки-
рования α-аминогрупп сильное основание – DBU,
которое может ускорить побочный процесс обра-
зования аспартимида [12, 13].

Следующим этапом работы было подтвер-
ждение структуры примесей, образующихся при
ТФС инграмона. Для этого был проведен направ-
ленный ТФС [D-Asp4]инграмона (II) с использо-
ванием производного Fmoc-D-Asp(OBut)-OH. Так-
же был синтезирован [βAsp4]инграмон (IV) c ис-
пользованием соответствующего производного с
незамещенной β-карбоксильной группой Fmoc-
Asp-OBut. Изоаспартилпептид (IV) был необхо-
дим для идентификации продуктов гидролиза по-
бочного [Asi4]инграмона (III) и ВЭЖХ-анализа
продуктов ТФС. Полученные пептиды (II) и (IV)
были очищены с использованием ВЭЖХ, их ха-
рактеристики приведены в табл. 2. Сравнение со-
единения (II) с примесью, выделенной из пика II
реакционной смеси синтеза инграмона, показа-
ло их идентичность (данные аналитической ВЭЖХ,
1H-ЯМР и MС). На рис. 1в приведен профиль

ВЭЖХ искусственной смеси инграмона (I) и при-
месей: [D-Asp4]- (II), [Asi4]- (III) и [βAsp4]ингра-
мона (IV). Видно, что инграмон (I) и [βAsp4]ингра-
мон (IV) имеют одинаковое время удерживания
при рН 3.0, а диастереомеры по остатку Asp4 – со-
единения (I) и (II) – удается разделить.

Для анализа качества целевого пептида было
очень важно подобрать условия ВЭЖХ, в которых
изомерные пептиды с α- и β-амидной связью, обра-
зуемой карбоксильной группой остатка Asp4, име-
ют разное время удерживания (делятся). Оказа-
лось, что при повышении значения рН подвиж-
ной фазы в ВЭЖХ до 5.95 соединения (I) и (IV)
удается разделить (см. рис. 2б). Следует отметить,
что при рН 5.95 не происходит разделения диасте-
реоизомерных пептидов (I) и (II). Поэтому для
анализа качества инграмона необходимо прово-
дить ВЭЖХ при разных значениях рН подвиж-
ной фазы. Сравнение продуктов гидролиза
[Asi4]инграмона с продуктами встречного синте-
за пептидов (I) и (IV) подтвердило наше предпо-
ложение о том, что в ходе ТФС инграмона при
деблокировании α-аминогрупп раствором
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2%DBU/2% 4-MePip/DMF происходит α → β-пере-
группировка амидной связи в последовательно-
сти Asp4-Lys5 с образованием циклического ас-
партимида (III).

Таким образом, были идентифицированы наи-
более существенные примеси, образующиеся при
ТФС инграмона с использованием Fmoc-методо-
логии, и их структура была подтверждена незави-
симыми физико-химическими методами и встреч-
ным синтезом. Следующей задачей была оптими-
зация методики получения инграмона.

Оптимизация методики синтеза инграмона
Для разработки оптимальной методики было

изучено влияние различных факторов на состав не-
очищенного продукта ТФС. Нами был получен ок-
тапептидилполимер H-Lys(Boc)-Gln(Trt)-Thr(But)-
Gln(Trt)-Thr(But)-Pro-Lys(Boc)-Thr(But)-полимер (V),
образец которого был полностью деблокирован
для оценки его чистоты c помощью ВЭЖХ. Со-
держание основного вещества в этом продукте
составляло не менее 90%. В дальнейшем аликво-
ты октапептидилполимера (V) были использова-
ны в качестве исходных соединений в серии те-
стовых синтезов инграмона, в которых меняли
реагенты для отщепления Fmoc-группы и способ
создания амидной связи.

Из литературы известны различные методиче-
ские приемы подавления транспептидации: ис-
пользуют объемные, стерически затрудненные за-
щитные группы для β-карбоксильной функции
аспарагиновой кислоты; полимерные носители
со стерически затрудненными якорными группа-
ми; модифицированные реагенты для отщепле-
ния Fmoc-защит, сокращают суммарное время
воздействия основных реагентов [12, 14]. В первую
очередь было изучено влияние состава деблоки-
рующего реагента на качество неочищенного
продукта ТФС, результаты этих опытов приведе-
ны в табл. 3.

Представленные в табл. 3 данные показывают,
что использование сильного основания – DBU –
в составе смеси для отщепления Fmoc-защит
приводит к образованию более 20% побочного ас-
партимида, отсутствие DBU в деблокирующем реа-
генте практически на порядок снижает содержание
аспартимида (до 2.67%), а добавка 1-гидроксибен-
зотриазола к 25% раствору 4-метилпиперидина [14]
в DMF минимизирует протекание этого побоч-
ного процесса (содержание аспартимида (III) в
этом случае колеблется от 0.6 до 0.9%). Вариация
суммарного времени деблокирования в пределах
40–60 мин в наших экспериментах не отражалось
на результатах синтеза.

В серии экспериментов, проводившихся с ис-
пользованием оптимального деблокирующего ре-
агента, было изучено влияние способа создания

амидных связей и используемого полимерного
носителя на качество неочищенного инграмона.
Результаты этих опытов приведены в табл. 4 и 5.

Из данных, представленных в табл. 4, следует,
что при ступенчатом наращивании пептидной це-

Рис. 2. Аналитическая ВЭЖХ (условия 2, см. экспе-
римент. ч.): а – продуктов щелочного гидролиза
[Asi4]инграмона (1% NH4OH, pH 9.0, 16 ч); б – искус-
ственной смеси образцов инграмона (I) и [βAsp4]ин-
грамона (IV); в – пептид (I), очищенный с помощью
препаративной ВЭЖХ (см. эксперимент. часть).
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пи лучшие результаты получаются при использо-
вании карбодиимидного метода, применение со-
лей урония в реакциях пептидообразования дает
более высокий выход диастереомерного продукта –

[D-Asp4]инграмона (II). Однако при 20-кратном
увеличении масштаба синтеза даже при исполь-
зовании смеси DCC/HOBt содержание примеси
диастереомерного пептида (II) растет. Видимо,

Таблица 2. Характеристики пептидов

ВЭЖХ*: колонка Kromasil 100-5-C18 (4.6 × 250 мм). Подвижная фаза: буфер А – 0.05 М КH2PO4, буфер Б – 70% ацетонитрил,
градиент Б в А от 0 до 40% за 40 мин, скорость потока – 1 мл/мин. Детекция пептидов при длине волны 220 нм. Модификации
пептидной цепи выделены жирным шрифтом.

Пептид Последовательность (Мол. масса) Чистота
по ВЭЖХ, %

ВЭЖХ*, Rt (мин)
МC (MALDI), m/z

рН 3.0 рН 5.95

(I) H-Asp-His-Leu-Asp-Lys-Gln-Thr-Gln-Thr-
Pro-Lys-Thr-OH
Инграмон (М 1411.52)

99 16.82 17.90 1411.826 [M + H]+

1433.858 [M + Na]+

1449.854 [M + K]+

(II) H-Asp-His-Leu-D-Asp-Lys-Gln-Thr-Gln-Thr-
Pro-Lys-Thr-OH
[D-Asp4]Инграмон (М 1411.52)

95 17.35 17 .90 1411.787 [M + H]+ 
1433.814 [M + Na]+

1449.807 [M + K]+

(III) H-Asp-His-Leu-Asi-Lys-Gln-Thr-Gln-Thr-
Pro-Lys-Thr-OH
[Asi4]Инграмон (М 1393.52)

95 18.04 19.72 1393.371 [M + H]+

1455.334 [M + Na + K]+

(IV) H-Asp-His-Leu-Asp(Lys-Gln-Thr-Gln-Thr-
Pro-Lys-Thr-OH)-OH
[βAsp4]Инграмон (М 1411.52)

96 16.82 17.07 1411.845 [M + H]+

1433.808 [M + Na]+ 
1449.800 [M + K]+

Таблица 3. Влияние реагента для отщепления Fmoc-защит на состав неочищенного продукта ТФС инграмона
на полимере Ванга

* В скобках приведено суммарное время (в ходе 4-х циклов) обработки аспартил-полимера основным деблокирующим
реагентом.
** Приведены данные ВЭЖХ на колонке (4.6 × 250 мм) Kromasil 100-5-C18 в условиях 1.

Деблокирующий 
реагент

Время 
деблокиро-
вания, мин 
(Σ*, мин)

Конденсирующий 
реагент

Содержание 
инграмона (I)

в неочищенном 
продукте

по ВЭЖХ**, %

Содержание примесей по ВЭЖХ, %

[D-Asp4]инграмон 
(II)

[Asi4]инграмон 
(III)

2% 4-МеPip/2% DBU/ 
DMF

10 (40) TBTU/NMM 46.80 5.90 21.70

25% 4-МеPip/DMF 15 (60) DCC/HOBt 77.78 0.68 2.67

25% 4-МеPip/DMF/ 
0.1 M HOBt

15 (60) DCC/HOBt 84.20 0.52 0.60

Таблица 4. Влияние способа создания амидной связи на состав неочищенного продукта ТФС инграмона при
использовании 25% 4-МеPip/DMF/0.1 M HOBt для отщепления Fmoc-защит

Масштаб ТФС,
ммоль стартовой 

аминокислоты

Конденсирующий 
агент

Содержание инграмона (I) 
в неочищенном продукте 

по ВЭЖХ, %

Содержание примесей по ВЭЖХ, %

[D-Asp4]инграмон (II) [Asi4]инграмон (III)

0.5 TBTU/NMM 74.5 0.89 0.72
0.5 DIC/HOBt 84.2 0.52 0.60
9.0 DIC/HOBt 83.7 1.16 0.87
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это связано с увеличением времени, необходимо-
го для проведения отдельных процедур ТФС при
увеличении масштаба синтеза.

Данные, приведенные в табл. 5, показывают,
что при использовании оптимальных деблокиру-
ющего и конденсирующего реагентов результа-
ты ТФС инграмона на стандартном полимере
Ванга с 4-гидроксиметилфеноксиметильной якор-
ной группой и полимере с объемной 2-хлортри-
тилхлоридной (2-CTC) якорной группой сравнимы
с точки зрения содержания целевого пептида (I),
однако содержание примесей (II) и (III) в послед-
нем случае почти вдвое меньше. Выход пептида (I)
при синтезе на 2-СТС-полимере также несколько
выше – 54.2%. При тест-синтезе на полимере
Ванга выход пептида (I) составлял 48.7%. Этот ре-
зультат согласуется с литературными данными [12]
о том, что в некоторых синтезах использование
2-СТС-полимера обеспечивало снижение обра-
зования побочного аспартимида.

В результате проведенных исследований
‒ разработана методика ТФС инграмона, со-

гласно которой использование модифицирован-
ного реагента для отщепления Fmoc-защит (рас-
твора 25% 4-МеPip/DMF с добавкой 0.1 M HOBt),
карбодиимидного способа создания пептидных
связей (DIC/HOBt) и полимерного носителя с
2-хлортритилхлоридной якорной группой обес-
печивают получение целевого пептида с хорошей
чистотой и низким содержанием побочных про-
дуктов транспептидации и рацемизации по остат-
ку Asp4 (рис. 1г и 2в);

‒ идентифицированы примеси родственных
инграмону пептидов, образование которых воз-
можно в процессе его ТФС;

‒ разработана методика контроля качества
продуктов ТФС инграмона, предполагающая обя-
зательное использование при его ВЭЖХ буферов
с различными значениями рН.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали производные амино-

кислот (Novabiochem, ФРГ), DMF, NMM, HOBt,
TBTU, TIS, дихлорметан и трифторуксусную кис-

лоту (Fluka, Швейцария). Для ВЭЖХ применяли
ацетонитрил фирмы “Carl Roth GmbH” (ФРГ).

Аналитическую ВЭЖХ проводили на хромато-
графе Knauer (ФРГ) на колонке (4.6 × 250 мм)
Kromasil 100-5 C18 (Швеция), размер частиц сор-
бента 5 мкм, размер пор порядка 100А. В качестве
элюентов использовали: буфер А – 0.05 М КН2РО4,
pH 3.0 (условия 1) или 0.05 М КН2РО4, pH 5.95
(условия 2); в условиях 1 и 2 буфер Б – 70% ацето-
нитрил в буфере А, элюцию проводили со скоро-
стью 1 мл/мин в градиенте концентрации буфера Б
в буфере А от 0 до 40% за 40 мин. Детекция – при
длине волны 220 нм. Препаративную ВЭЖХ пеп-
тидов (II)–(IV) осуществляли на колонке Kroma-
sil 100-10-С18 (30 × 250 мм) с размером частиц
сорбента 10 мкм. В качестве элюентов использо-
вали буфер А – 0.1% водный раствор TFA, содер-
жащий 3% ацетонитрила, буфер Б – 80% ацето-
нитрила в буфере А. Элюцию проводили от 100% бу-
фера А в градиенте концентрации 0.5%/мин буфера
Б со скоростью 20 мл/мин. ВЭЖХ пептида (I) выпол-
няли на колонках Kromasil 100-10-С18 (30 × 250 мм)
или (50 × 250 мм) с размером частиц сорбента
10 мкм. В качестве элюентов использовали бу-
фер А – 0.01 М водный раствор ацетата аммония
с рН 4.5, содержащий 3% ацетонитрила, буфер Б –
80% ацетонитрила в буфере А. Элюцию проводи-
ли от 100% буфера А в градиенте концентрации
0.5% мин буфера Б со скоростью 50 мл/мин.
Пептиды детектировали при длине волны 220 нм.
Фракции, соответствующие целевому веществу,
объединяли, концентрировали в вакууме и лио-
филизовали.

1Н-ЯМР-спектры регистрировали на спектро-
метре WH-500 Bruker 500 МГц (ФРГ) в DMSO-d6
при 300 K, концентрация пептидов составляла 2–
3 мг/мл, химические сдвиги (δ, м.д.) измеряли от-
носительно тетраметилсилана. Отнесение сигна-
лов к определенным группам протонов аминокис-
лотных остатков проводили с помощью метода
дифференциального двойного резонанса. Масс-
спектры регистрировали на масс-спектрометре
Bruker Autoflex speed (Bruker Daltonics Inc., ФРГ),
оснащенном твердотельным УФ-лазером с λ 355 нм
и рефлектроном, в режиме регистрации положи-

Таблица 5. Влияние природы полимерного носителя на состав неочищенного продукта ТФС инграмона в мас-
штабе 0.5 ммоль при использовании смеси 25% 4-МеPip/DMF/0.1 M HOBt для отщепления Fmoc-защит и
DIC/HOBt-метода для создания амидных связей

* Выходы приведены в расчете на стартовую аминокислоту, присоединенную к полимеру.

Полимерный 
носитель

Содержание 
стартовой 

аминокислоты, 
моль/г

Содержание 
инграмона (I)

в неочищенном 
продукте по ВЭЖХ, %

Содержание примесей по ВЭЖХ, %
Выход*, 

%[D-Asp4]инграмон (II) [Asi4]инграмон (III)

Полимер Ванга 0.50 84.20 0.52 0.60 48.7
2-СТС-полимер 0.46 85.51 0.30 0.32 54.2
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тельно заряженных ионов. Для регистрации масс-
спектров MALDI использовали стальную мишень
MTP 384 ground steel. Частота облучения 50 Гц, при
регистрации масс-спектра суммировались дан-
ные, полученные при 10 последовательных облу-
чениях.

Твердофазный синтез пептидов
Автоматический синтез пептидов H-Asp-His-

Leu-D-Asp-Lys-Gln-Thr-Gln-Thr-Pro-Lys-Thr-OH (II)
и H-Asp-His-Leu-Asp(Lys-Gln-Thr-Gln-Thr-Pro-
Lys-Thr-OH)-OH (IV) проводили на синтезаторе
Tribute-UV (Protein Technologies, Inc., США) в мас-
штабе 0.5 ммоль в соответствии с программой од-
нократной конденсации Fmoc-аминокислот.
Пептидную цепь наращивали с С-конца по одной
аминокислоте, исходя из Fmoc-Thr(But)-полиме-
ра Ванга (Novabiochem, ФРГ), содержащего
0.50 ммоль/г стартовой аминокислоты. Цикл
ТФС включал следующие стадии: 1) промывки
DMF Fmoc-аминоацил- или пептидилполимера;
2) деблокирование α-аминогрупп 25% 4-МеPip/
DMF/0.1 M HOBt (2 × 5 мин), 3) конденсация 0.4 М
раствора 4-кратного избытка ацилирующего агента
(2.0 ммоль Fmoc-аминокислоты + 2.0 ммоль HOBt +
+ 2.0 ммоль DIC) в DMF в течение 1 ч; 4) промыв-
ки DMF. Пептиды отщепляли от полимерного но-
сителя действием смеси TFA/TIS/H2O (90 : 5 : 5 v/v)
в течение 1.5 ч при комнатной температуре. По-
лимер отфильтровывали, промывали на фильтре
деблокирующей смесью, фильтрат упаривали, про-
дукт осаждали сухим диэтиловым эфиром. Оса-
док отфильтровывали, промывали эфиром, DCM,
эфиром и высушивали. Пептиды очищали с по-
мощью ВЭЖХ, как описано выше. Выходы пеп-
тидов (II) и (IV) составили 48.2 и 45.0% соответ-
ственно, в расчете на стартовую аминокислоту.
Их характеристики приведены в табл. 1 и 2.

H-Asp-His-Leu-Asp-Lys-Gln-
Thr-Gln-Thr-Pro-Lys-Thr-OH (I)

ТФС на полимере Ванга
Синтез пептида (I) проводили в ручном режи-

ме, исходя из 22 г (11.0 ммоль) Fmoc-Thr(But)-по-
лимера Ванга (содержание стартовой аминокис-
лоты – 0.5 ммоль/г).

Получение октапептидилполимера Fmoc-Lys(Boc)-
Gln(Trt)-Thr(But)-Gln(Trt)-Thr(But)-Pro-Lys(Boc)-
Thr(But)-полимера (V). Цикл ТФС включал сле-
дующие стадии: 1) промывки Fmoc-аминоацил-
/пептидилполимера DMF; 2) деблокирование
α-аминогрупп 25% 4-МеPip/DMF (5 + + 10 мин),
3) конденсация c 0.4 М раствором 4-кратного из-
бытка ацилирующего агента (44.0 ммоль Fmoc-ами-
нокислоты + 44.0 ммоль HOBt + 44.0 ммоль DIC) в
DMF в течение 1.5 ч; 4) промывки DMF, 5) тест с

нингидрином на остаточные аминогруппы [15].
Для оценки качества промежуточного октапепти-
да образец Nα –свободного пептидил-полимера
(V) был обработан деблокирующей смесью
TFA/TIS/H2O (90 : 5 : 5 v/v) в течение 1 ч и после
осаждения диэтиловым эфиром продукт анали-
зировали ВЭЖХ в условиях 1. Содержание ос-
новного вещества в образце составило 91%.
Аликвоты пептидилполимера (V), содержание пеп-
тида в которых составляло ≈0.5 ммоль, использо-
вали для тест-синтезов инграмона (I), условия и
результаты которых представлены в табл. 3–5. Ос-
новную часть октапептидилполимера (V) с содер-
жанием пептида ≈9.0 ммоль использовали для по-
лучения целевого продукта (I). Цикл ТФС вклю-
чал следующие стадии: 1) промывки Fmoc-
аминоацил-/пептидилполимера DMF; 2) дебло-
кирование α-аминогрупп 25% 4-МеPip/DMF/
0.1 M HOBt (5 + 10 мин), 3) конденсация 0.4 М
раствора 4-кратного избытка ацилирующего аген-
та (36.0 ммоль Fmoc-аминокислоты + 36.0 ммоль
HOBt + 36.0 ммоль DIC) в DMF в течение 1.5 ч;
4) промывки DMF, 5) тест с нингидрином на оста-
точные аминогруппы. После заключительного от-
щепления Fmoc-группы и промывок пептидил-
полимер высушивали и деблокировали действи-
ем 350 мл смеси TFA/TIS/H2O (90 : 5 : 5 v/v) в
течение 1.5 ч при комнатной температуре. Полимер
отфильтровывали, промывали на фильтре дебло-
кирующей смесью, фильтрат упаривали, продукт
осаждали сухим диэтиловым эфиром. Осадок от-
фильтровывали, промывали эфиром, DCM, эфи-
ром и высушивали. Пептид (I) очищали с помо-
щью ВЭЖХ, как описано выше.

Получено 7.2 г инграмона-ацетата (выход 46.6%
в расчете на стартовую аминокислоту), содержа-
ние уксусной кислоты, определенное ВЭЖХ, со-
ставило 4.0%, содержание воды, определенное ме-
тодом К. Фишера, – 4.7%. Масс-спектр: найдено
m/z 1411.8, вычислено для C59H98N18O22 М – 1411.52.
Спектр 1Н-ЯМР см. табл. 1.

ТФС на 2-СТС-полимере

Автоматический синтез пептида (I) проводили
на синтезаторе Tribute-UV с использованием по-
лимерного носителя (Iris Biotech, ФРГ) с 2-хлор-
тритилхлоридной (2-СТС) якорной группой, со-
держащего 1.2 экв. Cl/г 2-CTC-полимера. Для
присоединения стартовой аминокислоты [16] к
1.5 г (1.8 ммоль) 2-CTC-полимера прибавляли рас-
твор 1.43 г (3.6 ммоль) Fmoc-Thr(But)-OH в 15 мл
DCM, в полученную суспензию приливали 1.53 мл
(9.0 ммоль) DIEA и перемешивали 30 мин при
25°С, полимер отфильтровывали и промывали
DCM 2 × 15 мл, DMF 2 × 15 мл, DCM 2 × 15 мл. Для
отщепления остаточного хлора аминоацилполимер
обрабатывали 15 мл смеси DCM–MeOH–DIEA
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(80 : 15 : 5 v/v) 2 × 10 мин, промывали DCM 4 × 15 мл,
высушивали и сразу использовали. Содержание
стартовой аминокислоты, определенное спектро-
фотометрически, составило 0.46 ммоль Fmoc-
Thr(But)/г аминоацилполимера. ТФС пептида (I)
проводили, исходя из 1.1 г (0.5 ммоль) амино-
ацилполимера. Цикл ТФС включал те же стадии,
что и при получении пептидов (II) и (IV): 1) про-
мывки Fmoc-аминоацил- или пептидилполимера
DMF; 2) деблокирование α-аминогрупп 25%
4-МеPip/ DMF/0.1 M HOBt (2 × 5 мин), 3) конден-
сация 0.4 М раствора 4-кратного избытка ацилиру-
ющего агента (2.0 ммоль Fmoc-аминокислоты +
+ 2.0 ммоль HOBt + 2.0 ммоль DIC) в DMF в тече-
ние 1 ч; 4) промывки DMF. Пептид отщепляли от
полимерного носителя действием смеси
TFA/TIS/H2O (90 : 5 : : 5 v/v) в течение 1.5 ч при
комнатной температуре и очищали с помощью
ВЭЖХ, как описано выше. Выход пептида (I) со-
ставил 54.2% в расчете на стартовую аминокис-
лоту. Масс-спектр: найдено m/z 1411.9, вычисле-
но для C59H98N18O22 М – 1411.52. Спектр 1Н-ЯМР
см. табл. 1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На сегодняшний день доказана способность
инграмона подавлять миграцию моноцитов и ока-
зывать противовоспалительное действие как в
экспериментальных, так и в клинических иссле-
дованиях (у здоровых добровольцев и больных с
ишемической болезнью сердца). Возможность ис-
пользования этого пептида для терапии сердеч-
но-сосудистых заболеваний диктует необходимость
разработки оптимизированных способов его син-
теза. Оптимальная методика синтеза инграмона,
позволяющая получать этот пептид с низким содер-
жанием родственных примесей, предполагает ис-
пользование для отщепления Fmoc-защит раствора
25% 4-МеPip/DMF с добавкой 0.1 M HOBt, кар-
бодиимидного способа создания пептидных свя-
зей и полимерного носителя с 2-хлортритилхлорид-
ной якорной группой. Разработанная методика
воспроизводится при масштабировании синтеза
инграмона. Эти результаты являются принципи-
ально важными для организации в ФГБУ “НМИЦ
кардиологии” Минздрава России эксперименталь-
ного производства инграмона и его запланиро-
ванных клинических испытаний.
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Optimization of the Solid Phase Synthesis of Ingramon –
Peptide Antagonist of the Human Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1)
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The method of solid-phase synthesis (SPS) of an ingramon – H-Asp-His-Leu-Asp-Lys-Gln-Thr-Gln-Thr-
Pro-Lys-Thr-OH – peptide antagonist of human monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) with anti-
inflammatory effect was optimized. By-products of Fmoc – SPS were studied, their structure was established
by 1H-NMR spectroscopy and mass spectrometry and confirmed by counter synthesis. Methodic skills
allowing to minimize the formation of impurities during SPS of ingramon were proposed. A reproducible
technique for producing ingramon has been developed to minimize the formation of by-products corre-
sponding to [Asi4]-, [D-Asp4]- and [β-Asp4]-peptides during its solid-phase synthesis.

Keywords: human monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), ingramon, solid phase peptide synthesis, aspar-
timide formation, 1H NMR spectroscopy
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ЦИТОСКЕЛЕТНЫЙ БЕЛОК ЗИКСИН МОДУЛИРУЕТ ЭКСПРЕССИЮ 
ГЕНОВ-МИШЕНЕЙ Shh CИГНАЛЬНОГО КАСКАДА В КЛЕТКАХ НЕРВНОЙ 

ПЛАСТИНКИ ЭМБРИОНОВ ШПОРЦЕВОЙ ЛЯГУШКИ Xenopus laevis
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Ранее, в результате исследования роли цитоскелетного белка зиксина в процессах дифференциров-
ки клеток в зачатке центральной нервной системы (ЦНС) шпорцевой лягушки Xenopus laevis, мы об-
наружили его взаимодействие с тремя компонентами сигнального каскада секретируемого фактора
Sonic hedgehog (Shh): трансмембранным рецептором Shh – Patched2 (Ptc2), а так же транскрипци-
онными регуляторами Gli1 и Zic1. В настоящей работе мы изучили влияние нокдауна зиксина на
экспрессию некоторых ключевых белков Shh-каскада. Методом ОТ-к ПЦР было показано, что по-
давление трансляции зиксина усиливает ингибирующее действие Shh на экспрессию таких генов-
мишеней этого каскада, как Pax6, Irx3 и Dbx2, а также влияет на количество транскриптов ряда ге-
нов, кодирующих белки, непосредственно обеспечивающих функционирование Shh-каскада: Shh,
Gli1, Ptc2 и Zic1. В результате предложена гипотеза о том, что зиксин участвует в регуляции про-
странственной разметки клеток нервной пластинки за счет ингибирующего влияния на Shh-каскад.

Ключевые слова: зиксин, sonic hedgehog, сигнальный путь, развитие, Gli1, Zic1
DOI: 10.31857/S013234232004020X

ВВЕДЕНИЕ
Зиксин – лим-доменный белок (LIM-domain

protein), локализованный преимущественно во
внутриклеточной части клеточных контактов, где
он регулирует динамику актинового цитоскелета, –
был впервые идентифицирован в 1991 г [1]. В по-
следнее время зиксин привлекает все большее вни-
мание в связи с его способностью к перемещению
в ядро при механических воздействиях и регули-
ровать там генную экспрессию [2]. В связи с этим
можно предположить, что зиксин может оказы-
вать модулирующее влияние на функционирование
различных сигнальных каскадов, связывающих
внешние воздействия на клетку с генной экспрес-
сией. Такое предположение базируется на следую-
щих данных, полученных как в нашей лаборато-
рии, так и в мировой литературе:

— зиксин, благодаря своей локализации в под-
мембранном пространстве, способен взаимодей-
ствовать с трансмембранными рецепторами раз-
личных лигандов и влиять на передачу от них
сигналов внутрь клетки. Примером, подтвержда-
ющим возможность подобного взаимодействия,

является связывание зиксина с гомодимерным
трансмембранным гликопротеином эндоглином –
рецептором III типа для TGF-β (transforming growth
factor β) [3], а так же данные, полученные в нашей
лаборатории о взаимодействии зиксина с транс-
мембранным рецептором фактора Hh – Patched2
(Ptc2) [4];

— как было показано ранее на культуре кле-
ток [5] и в наших недавних работах на клетках
нервной пластинки зародышей Xenopus для тран-
скрипционных регуляторов Shh-каскада Gli1 и
Zic1, зиксин оказывает влияние на генную экс-
прессию, связывая транскрипционные факторы
и изменяя их внутриклеточную локализацию бла-
годаря своей сигнальной последовательности экс-
порта из ядра (NES – от nuclear export signal] [6, 7];

— предполагается, что зиксин, перемещаясь в
ядро, может влиять на транскрипционную актив-
ность генов за счет взаимодействия с регулятор-
ными участками ДНК и/или с определенными
транскрипционными факторами и их белковыми
партнерами, что так же подтверждено как миро-
выми исследованиями [8] так и данными, полу-
ченными нами для транскрипционного репрес-
сора Xanf1 [9, 10].

# Автор для связи: (тел.: +7 (916) 181-16-32; факс: +7 (495)
3368611; эл. почта: martnat61@gmail.com).

УДК 577.218
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В настоящей работе мы изучили на эмбрионах
шпорцевой лягушки Xenopus laevis влияние транс-
ляционного нокдауна зиксина, вызванного с по-
мощью инъекций морфолиновых олигонуклео-
тидов, на экспрессию ряда генов, кодирующих
белки, участвующие в функционировании Shh-
каскада. В результате было показано, что подав-
ление трансляции мРНК зиксина вызывает инги-
бирование экспрессии самого Shh, одного из трех
основных эффекторов этого каскада, транскрип-
ционного фактора Gli2, а также транскрипцион-
ного фактора Zic5, участвующего в формировании
нервного гребня [11]. В то же время, наблюдалось
усиление транскрипции трансмембранного ре-
цептора Smo и транскрипционного фактора Zic1,
образующего тройной комплекса с зиксином и
фактором Gli1 и способствующего перемещению
этого комплекса в ядро [7]. Кроме этого, показа-
но, что при снижении уровня зиксина происхо-
дит усиление ингибирования генов-мишеней Shh-
каскада, которые подавляются в ответ на высокие
концентрации Shh.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

1. Подавление трансляции эндогенного зиксина 
морфолиновыми олигонуклеотидами

Для микроинъекций в зародыши использова-
лось 2 типа морфолиновых олигонуклеотидов,
первые блокировали трансляцию его эндогенной
мРНК за счет связывания с ее 5' областью в райо-
не инициации трансляции (МО Zyxin), другие свя-
зывались с последовательностью мРНК на грани-
це 3 экзона и 3 интрона (5588–5613 н.п.) и нару-
шали ее сплайсинг (Splice MO). Поскольку ранее
применение морфолиновых олигонуклеотидов,
блокирующих трансляцию мРНК эндогенного
зиксина приводило к ранней гибели зародышей в
результате нарушения межклеточной адгезии и дез-
агрегации клеток [6, 10] в ходе гаструляции, были
подобраны концентрации морфолиновых оли-
гонуклеотидов в диапазоне, которые вызывали
повреждения в формирующейся нервной трубки
(рис. 1а) и достоверно детектируемое уменьше-
ние уровня зиксина (рис. 1б).

Степень подавления зиксина детектировали при
помощи вестерн-блоттинга лизатов зародышей на
стадии нейрулы с анти-зиксин поликлональны-
ми антителами кролика, полученными ранее [10]
(рис. 1б'). Как показало дальнейшее сравнение
интенсивности полосы эндогенного зиксина на
блоте экстрактов из контрольных и опытных эм-
брионов, умеренное подавление трансляции зик-
сина в эмбрионах (в 3.8 раза) происходило в слу-
чае инъекций морфолино блокирующего транс-
ляцию в концентрации 0.15–0.3 мМ (4 нанолитра на
бластомер). В то же время, морфолино, блокирую-
щие сплайсинг вызывало аналогичное подавление

при более высоких концентрациях (0.5–0.8 mМ).
(рис. 1б'').

2. Анализ изменений в экспрессии генов-участников 
и генов-мишеней Shh-каскада в клетках нервной 

пластинки в ответ на подавление зиксина

Для понимания нашего выбора исследуемых
генов приведем краткое описание Shh сигнального
каскада. Канонический Shh-каскад запускается
секреторным белком Sonic hedgehog (Shh), кото-
рый синтезируются в виде про-белка мол. весом
около 45 кДа, но в процессе секреции проходит
стадию автокаталитического расщепления на два
фрагмента – N (около 19 кДа) и С (около 25 кДа).
Именно N-фрагмент отвечает за все известные на
сегодняшний день сигнальные функции hedge-
hog [12–14]. Канонический сигнальный каскад
состоит из трех основных этапов – рецепторно-
го – прием сигнала; этап трансмиссии внутри
клетки и активация мишеней каскада транскрип-
ционными факторами в ядре. На первом этапе
участниками этого каскада являются два транс-
мембранных белка: рецепторы Patched (Ptc) и
Smoothened (Smo) [15, 16]. В отсутствие молекул
Shh во внеклеточном пространстве, Ptc связывает
Smo, блокируя внутриклеточную активацию кас-
када. При появлении же Shh, происходит его свя-
зывание с Ptc, что приводит к высвобождению
Smo и к активации каскада. На втором этапе
трансмиссии сигнала Smo, свободный от взаимо-
действия с Ptc, вызывает инактивацию внутри-
клеточного ингибитора каскада – белка Suppres-
sor of Fused (SuF)], что в свою очередь приводит к
перемещению в ядро активных форм белков се-
мейства Gli (Gli1, Gli2 и Gli3), которые непосред-
ственно регулируют экспрессию геномных ми-
шеней Shh-каскада [17, 18]. Кроме этого, в пере-
даче сигнала участвуют факторы Zic, которые
физически взаимодействует с Gli, облегчая их
транспорт в ядро [19, 20]. Регуляция экспрессии,
как и репертуар геномных мишеней зависит от
“чувствительности” генов транскрипционных фак-
торов Gli к уровню активации каскада [20].

Данный сигнальный каскад играет ключевую
роль в разметке дифференцировки клеток в ран-
нем зачатке ЦНС. На стадии нейрулы Shh – экс-
прессируется вдоль продольной средней линии
нервной пластинки и кодируемый им белок-мор-
фоген Shh диффундирует в стороны от этой ли-
нии, образуя поперечные градиенты в правой и
левой половине пластинки. Профиль градиента
морфогена Shh определяет, какие дифференци-
ровки будут на том или ином расстоянии от сред-
ней линии [21]. Например, гены Nkx2.2 и Nkx6.1
экспрессируются вблизи средней линии нервной
пластинки – в зоне высоких концентраций Shh. В
тоже время, ген Pax6 экспрессируется, начиная с
некоторого расстояния от средней линии, т.е.
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Рис. 1. Влияние подавления зиксина на Shh каскад. (а–а'' подавление трансляции зиксина вызывает дефекты при формиро-
вании нервной пластинки и затрудняет смыкание нервной трубки в ходе нейруляции, а – схема эксперимента, а'– дефекты
нервной пластинки при подавлении зиксина морфолиновыми олигонуклеотидами в концентрации 0.3 мМ, а'' –детекция ме-
ста попадания инъецированного материала за счет добавления флуоресцин-лизин декстрана (FLD). б–б'' оценка степени по-
давления трансляции зиксина при помощи морфолиновых олигонуклеотидов, б – схема эксперимента, б' – вестерн блоттинг
с анти-зиксиновыми антителами из лизатов инъецированных зародышей на 14 стадии развития, в качестве контроля исполь-
зовали анти-тубулиновые моноклональные антитела, б'' – проверка статистической достоверности подавления зиксина при
помощи Zyxin MO и Splice MO. в – схема канонического Shh-каскада с обозначением трех основных этапов – рецепторного,
трансмиссии и активация транскрипции с указанием основных участников и мишеней. г –изменение уровня экспрессии ге-
нов-участников и мишеней Shh-каскада, показанное методом ОТ-к ПЦР, г – изменение генов-участников каскада при по-
давлении зиксина, г' – изменение генов-мишеней каскада 1 и 2 классов при подавлении зиксина).
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там, где концентрация Shh снижается до опреде-
ленного значения. В зависимости от того, инги-
бируется или активируется данный гомеобокс-
ный ген высокой концентрацией Shh, мишени
этого сигнального каскада подразделяются на два
класса. Гены класса I (Pax6, Irx3, Dbx) – ингиби-
руются Shh , а гены класса II (Nkx2.2 и Nkx6.1) –
активируются им [22].

Таким образом, гены, которые были отобраны
для исследования делились на гены-участники
Shh-каскада: основной морфоген – секретируе-
мый фактор Shh, на рецепторном этапе – транс-
мембранные белки-рецепторы patched 2 и Smo,
на этапе трансмиссии основные эффекторы кас-
када, гены Gli1,2,3 и факторы Zic1 и Zic5, и на
этапе воздействия на геномные мишени мы тести-
ровали гены двух классов: гены 1 класса, ингиби-
руемые высокими концентрациями Shh (Pax6, Dbx,
Irx3) и гены 2 класса, активируемые им (Nkx2, Nkx6,
Foxa2). Для анализа подавления экспрессии зик-
сина инъекции морфолиновых олигонуклеотидов
проводили в оба дорсальных бластомера на стадии
8 клеток. Таким образом были получены следую-
щие типы эмбрионов:

1 – контроль (инъекции контрольных МО),
2 – эмбрионы с пониженной концентрацией

зиксина за счет инъекций Zyxin МО в концентра-
ции 0.3 мМ,

3 – эмбрионы с пониженной концентрацией
зиксина за счет инъекций ZyxinSplice MO в кон-
центрации 0.6 мМ.

Полученные эмбрионы инкубировали до ста-
дии начала формирования нервной пластинки
(нейрула) и затем анализировали экспрессию вы-
бранных генов методом ОТ-кПЦР. В результате
было установлено, что при подавлении трансля-
ции зиксина достоверно уменьшается количество
транскриптов следующих основных участников
Shh-каскада: самого фактора Shh, его рецептора
Patched (Ptc2) одного из основных транскрипци-
онных эффекторов Shh семейства Gli-транскрип-
ционного фактора Gli2, а также одного из Zic-фак-
торов: Zic5. В то же время, возрастает экспрессия
фактора Zic1, способного к взаимодействию с Gli1
и перемещению его в ядро, а так же трансмем-
бранного рецептора Smoothened (Smo), кото-
рый запускает каскад при высвобождении от Ptc2
(рис. 1в, 1г).

Кроме того были исследованы изменения в экс-
прессии генов-мишеней Shh-каскада 1 и 2 классов.
В результате было выяснено что гены 2 класса,
активирующиеся в ответ на Shh-сигнал (Nkx2.2 и
Nkx6.1), практически не меняют свою экспрес-
сию в ответ на подавление зиксина. В то же вре-
мя, гены 1 класса, подавляющиеся при высокой
концентрации Shh (Pax6, Dbx, Irx3), реагируют
еще более сильным подавлением. То есть влия-
ние зиксина на гены-мишени 1 класса Shh-каска-

да является отрицательным, поскольку его подав-
ление усиливает ингибирующий эффект Shh на
эти гены.

Полученные результаты дополняют получен-
ные нами ранее данные о влиянии зиксина на
регуляцию экспрессии генов, вовлеченных в про-
цесс ранней разметки зачатка центральной нерв-
ной системы. Ранее при помощи метода гибриди-
зации in situ мы показали сильное уменьшение ак-
тивности генов-мишеней 1 класса, в норме
экспрессирующихся в латеральной области нерв-
ной трубки (Pax6, Dbx1, Olig4). Так же мы наблю-
дали слабо детектируемые этим методом измене-
ния в зоне экспрессии генов-мишеней 2 класса
экспрессирующихся в вентральной области нерв-
ной трубки (Foxa2, Gli1, Ptc2) [6].

Мы использовали метод ОТ-кПЦР для иссле-
дования и получили результаты, которые под-
твердили и дополнили данные предыдущих ра-
бот. Было подтверждено ингибирующее влияние
подавления зиксина на гены-мишени 1 класса-
Dbx1, Pax6, Olig4, Irx3, которые экспрессируются
в презумптивно дорсальной области нервной пла-
стинки, то есть в зоне низких концентраций Shh
(рис. 2). Важно, что метод ОТ-кПЦР дает воз-
можность количественно и статистически досто-
верно оценить степень этого подавления.

Получено подтверждение данных о слабом вли-
янии зиксина на гены 2 класса (Foxa2, Nkx2.2,
Nkx6.1), экспрессирующихся в презумтивно вен-
тральнй зоне нервной пластинки, т.е. вблизи ее
центральной линии, в зоне высоких концентра-
ций фактора Shh.

Получены новые данные о влиянии зиксина
на гены-участники Shh сигнального каскада, в
частности, усиление экспрессии мембранного бел-
ка Smo и фактора Zic1 и уменьшение количества
транскриптов секретируемого фактора Shh и фак-
торов Gli2 и Zic5 в ответ на подавление зиксина.

В настоящее время остается открытым вопрос
о физиологической роли взаимодействия зикси-
на с цитоплазматическим С-концевым доменом
трансмембранного рецептора PTC2. Поскольку это
взаимодействие эволюционно консервативно и ак-
туально для человека, как мы показали в работе [4]
полученные данные о непосредственном взаимо-
действии этих белков имеют не только научный,
так и практический интерес, поскольку суще-
ствует множество данных о роли мутаций С-кон-
цевых доменов Ptc рецепторов в процессах фор-
мирования нервной системы и канцерогенезе,
при этом механизмы функционирования этих ре-
цепторов изучены пока недостаточно, что откры-
вает возможность для дальнейших исследований
в этой области.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ.

1. Микроинъекции морфолиновых олигонуклеотидов

Зародышей Xenopus получали в результате опло-
дотворения in vitro и растворяли оболочки в 2% ци-
стеине при рН 7.8. Инъекции выполняли в бла-
стомеры на 2-клеточной стадии в 0.1× MMR, в
один или оба, в зависимости от целей экспери-
мента, в 4% фиколле и через 2 часа инъецирован-
ные яйца переносили в 0.1× MMR для дальней-
шей инкубации. Морфолиновые олигонуклеоти-
ды (МО) смешивали с флуоресцеин-лизин-
декстраном (FLD, Invitrogen, 40 кДа, 5 мкг/мкл) и
микроинъецировали 5–6 нанолитров раствора
МО в различных концентрациях. На стадии ней-
рулы (стадия 14) эксплантаты нейроэктодермы
вырезали из эмбрионов, инъецированных Zyxin
MO и контрольных MO, и немедленно лизирова-

ли в реагенте TrizolH (Ambion) для выделения
РНК. 3 × 10 эксплантатов нейроэктодермы полу-
чали для каждого эксперимента, всего было про-
ведено три независимых эксперимента.

МО были приобретены у Gene Tools (Филомат,
Орегон, США). Последовательности морфоли-
новых олигонуклеотидов, использованных в ра-
боте приведены в табл. 1.

Электрофорез

Образцы анализировали с помощью SDS-PAGE
в 10% гелях по методу Laemmli и подвергали элек-
троблоттингу на PVDF-мембрану (Millipore Corp.
Inc.). В качестве первичных антител использова-
ли анти-зиксиновые моноспецифичные поликло-
нальные антитела кролика, полученные ранее [10]

Рис. 2. Схема формирования нервной трубки в ходе нейруляции и позиции областей экспрессии генов-мишеней Shh
каскада 1 и 2 класса (в рисунке использованы материалы с сайта https://slide-share.ru/slide/2325962.jpeg).
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Таблица 1. Последовательности морфолиновых олигонуклеотидов, использованных в работе

Название Позиция и последовательность морфолиновых олигонуклеотидов

MO Zyxin Позиция +32...+57 мРНК, кодирующая зиксин для обеих псевдоаллелей зиксина у Xenopus 
laevis: TGAAATGTTGATGGTGAAGGAGGAC

MO Splice Позиция +953...+972 незрелой мРНК, кодирующая зиксин для обеих псевдоаллелей зик-
сина у Xenopus laevis: ctcccactactcacaactcaCCTGATG (intron) (exon)

MO контрольные Вариант MO Zyxin c точечными мутациями TTAACTGTTTAATGTTGAATGAGAAC
в качестве негативного контроля

и моноклональные антитела к α-тубулину (Sigma).
Вторичными антителами были: козий анти-кроли-
чий F (ab') фрагмент антитела, конъюгированный с
щелочной фосфатазой (Sigma) и анти-мышиный
F (ab') фрагмент антитела, конъюгированный с
щелочной фосфатазой (Sigma). Стабилизирован-
ный субстрат Western Blue (Promega) использова-
ли для обнаружения антител, конъюгированных с
щелочной фосфатазой.

ОТ-кПЦР

Тотальную РНК из вырезанных на 14 стадии
нервных пластинок выделяли с использовани-
ем реагента ExtractRNA (Evrogen) в соответствии с
протоколом производителя. РНК осаждали по
стандартной методике на основе EtOH и очищали
с использованием наборов CleanRNA Standard
(Evrogen) и растворяли в 20 мкл воды без РНКазы.
Для синтеза первой цепи 250 нг суммарной РНК,
выделенной из каждого образца, подвергали об-
ратной транскрипции в 20 мкл конечного объема
обратной транскриптазой M-MLV в присутствии
10 пмоль олиго-dT праймера в соответствии с ре-
комендациями производителя (Evrogen) (+ОТ об-
разец). В качестве отрицательного контроля в реак-
цию не добавляли обратную транскриптазу M-MLV
(образец –ОТ). Для реакции кПЦР использовали
приготовленную реакционную смесь, фирменное
название qPCRmix-HS SYBR в соответствии с ин-
струкциями производителя (Evrogen). Общий объ-
ем 25 мкл смеси содержал: 5 мкл 5× qPCRmix-HS
SYBR реакционной смеси, 0.2 мкМ праймеров,
10 нг кДНК-матрицы. Использовалась стандарт-
ная программа 40 циклов с горячим стартом; тем-
пература отжига составляла 59°С, относительное
удлинение – 72°С и плавление 95°С – все длилось
25 секунд. Проверку длины фрагментов ДНК и
отсутствие неспецифичных продуктов в результа-
те после проведения PCR проводили один раз по-
сле первой реакции с использованием данной па-

ры праймеров с использованием электрофореза в
агарозном геле. В результате проверки неспеци-
фичных продуктов выявлено не было, фрагменты
ДНК соответствовали предполагаемой длине про-
дукта (табл. 2).

2. Статистические методики, использованные
для анализа достоверности полученных данных

Для проверки статистической достоверности
данные ОТ-кПЦР, полученные от трех независи-
мых экспериментов, были импортированы в Mic-
rosoft Excel и проанализированы с использованием
метода ΔΔCt. Для нормировки уровня экспрессии
генов в качестве внутреннего контроля использо-
вали уровень экспрессии гена фактора элонга-
ции EF-1α и орнитин-декарбоксилазы (ODC),
уровни экспрессии которых в данных экспери-
ментальных условиях считались неизменными.

Для статистического анализа изменений в экс-
прессии зиксина на проявленных специфическими
антителами PVDF мембранах измеряли площади
полосы с молекулярной массой 100 кДа, соттвет-
ствующей зиксину или 58 кДа, соответствующей
α-тубулину при помощи программного обеспече-
ния ImageJ (NIH, США). Получали численные
значения, которые анализировали в программах:
Microsoft Excel 2013 (Microsoft corporation, США):
сначала получали численное выражение отноше-
ния значений, соответствующих полосе зиксина
к значениям, соответствующим референсной по-
лосе (α-тубулин). Далее использовали данные, по-
лученные в более, чем 5-кратном повторении экс-
преримента для статистического анализа с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента в программе Excel.

Критический уровень значимости (p) для всех
статистических критериев принимали равным 0.05.
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Таблица 2. Последовательности олигонуклеотидов (праймеров), использованных для анализа экспрессии
исследуемых факторов (с их индентификационными номерами в системе PubMed-NCBI) методом кПЦР с ука-
занием длины амплифицированного фрагмента

№ Название гена Идентификационный 
номер белка в NCBI Последовательность праймера

Длина 
амплификата, н.п. 
(нуклеотидных пар)

1 Elongation factor 1
alpha, EF-α

NP_001080911 Прямой: GTTCATTTACCGCACAGGTTATCA
Обратный: ACACAGGGGCATATCCAGCA

70

2 Ornithine
decarboxylase 1
(ODC)

NP_001080167.1 Прямой: GCCAGTTCTAACAAAGAAACCCA
Обратный: TCTACGATACGATCCAGCCCA

93

3 NK2 homeobox 1
(Nkx2)

NP_001079093 Прямой: GCTCTGATTATGGCTCGGCT
Обратный: CCTCCCACTTCCCTTTTTG

181

4 Homeobox B
(Foxa2)

NP_001165629.1 Прямой: ATGGACAGTCCAACATCAACAGA
Обратный: AAACAGAGCCCAGGTGACAAGT

91

5 Sonic hedgehog
(Shh)

Q92000 Прямой: AGCAACATCCAACCAGGAGA
Обратный: CCACTTTCACCGCCTTCA

73

6 Dbx1 NP_001079210.1 Прямой: CGAAACTCCAAGGAACGGGA
Обратный: CCCCGAGGATTTCTTGCTCA

114

7 Gli2 AF109923_1 Прямой: CAACATTGGCGGAGGAAAGC
Обратный: TTTGTGGGTATCAAACACTCTCT

239

8 Gli3 NP_001081440.1 Прямой: GGTTGGATTCACAGGGGACT
Обратный: CATCATCCCGGTCAGTCACG

191

9 Ptc2 NP_001129638.1 Прямой: GACCCCCGGCTATATGAACG
TATTGCCTGGAACATCCTGGT

142

10 Zic1 NP_001083799.1 Прямой: CCTGCAGGCTTGGTAAGAGA
Обратный: GCCCGATGAGACATGCAGAT

151

11 Zic5 NP_001079126.1 Прямой: CAAACTCTCACGTGGACTGGA
Обратный: GAGAGCAGAGAACACTGGCG

249

12 Smo NP_001128704.1 Прямой: TGCCCGAATGAAGTACAGAAC
Обратный: AAGGTGGCCAGAGTAAAGAAGG

224

13 Irx3 NP_001084204.1 Прямой: GTGGTTGGTCAAAGGCAACTT
Обратный: GGTTTATGGGCTACGGGCAT

158

14 Nkx6.1 NP_001093386.1 Прямой: CAAGTCAAGCAGCGCCATAC
Обратный: TGAGGCTTTAGCTGTGTCCC

129

15 Gli1 AAC24946 Прямой: CATGAGCCGGAAACAGTGTA
Обратный: TGACTTGCATTGTACTGGCCAT

169

16 Olig4 NP_001039180.1 Прямой: GCCAGCATCAGACTATGCCA
Обратный: CGTGGTGGTTGTGGCAGATA
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Сytoskeletal Protein Zyxin Modulates the Expression of the Shh Signaling Cascade 
Target Genes in the Cells of the Neural Plate of the Xenopus laevis Embryo

N. U. Martynova*, #, E. A. Parshina*, F. M. Eroshkin*, and A. G. Zaraisky*
#Phone: +7 (916) 181-16-32; fax: +7 (495) 336-36-22; e-mail: martnat61@gmail.com

*Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Sciences,
ul. Miklukho-Maklaya 16/10, GSP-7, Moscow, 117997 Russia

Earlier, as a result of studying the role of the zyxin cytoskeletal protein in cell differentiation processes in the
primordium of the central nervous system (CNS) of the Xenopus laevis, we found its interaction with three
components of Shh signaling cascade: the transmembrane receptor – Patched2 (Ptc2 ), as well as transcrip-
tional regulators Gli1 and Zic1. In the present work, we studied the effect of zyxin knockdown on the expres-
sion of some key proteins of the Shh cascade. Using RT-q PCR, it was shown that suppression of zyxin trans-
lation enhances the inhibitory effect of Shh on the expression of target genes, such as Pax6, Irx3, and Dbx2,
and also affects the number of transcripts of a number of genes encoding proteins that directly support the func-
tioning of the Shh cascade: Shh, Gli1, Ptc2, and Zic1. As a result, a hypothesis was proposed that zyxin is involved
in the regulation of the spatial marking of neural plate cells due to the inhibitory effect on the Shh cascade.

Keywords: embryogenesis, differentiation, Sonic Hedgehog (Shh) signaling pathway, Zyxin, Gli1, Zic1
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В статье приведены результаты оценки антимикробной и антиоксидантной активности синтезиро-
ванных биологически активных веществ в сравнении со стандартным антиоксидантом – аскорби-
новой кислотой. Антиоксидантную активность изучали по способности взаимодействовать с ради-
калом – 2,2-дифенил-1-пикрилгидразилом (ДФПГ, ). Установлено, что в условиях данной
тест-системы выраженную антирадикальную активность проявили образцы 2-(2-гидроксибензо-
ил)-N-фенилгидразинкарботиоамид (1) IC50(DPPH) = 15.5 μМ, для 2-(4-гидроксибензоил)-N-фе-
нилгидразинкарботиоамид (2) IC50(DPPH) оказалось равной 31.7 μМ. Результаты оценки антимик-
робной активности в отношении грамположительных и грамотрицательных тест-штаммов показа-
ли слабую антибактериальную активность.

Ключевые слова: антиоксидант, антирадикальная активность, антимикробная активность, штамм,
свободный радикал, тиосемикарбазид, 1,2,4-триазол, ДФПГ
DOI: 10.31857/S0132342320040235

ВВЕДЕНИЕ

Производные cалициловой кислоты (салици-
латы) вошли в клиническую практику с конца
XIX века и повсеместно применяются до настоя-
щего времени. Такие производные cалициловой
кислоты как ацетилсалициловая кислота (аспи-
рин), салицилат натрия, салициланилид, салици-
ламид (САМ), метилсалицилат используются в
медицине в качестве анальгетиков (болеутоляю-
щее), антипиретиков (жаропонижающее) и анти-
агрегантов (антитромботическое), антиоксидан-
тов, антипролиферативных и цитотоксических
агентов [1–3], они также показали противоопухо-
левую активность [4–6]. По последним данным
производные салициловой кислоты можно рас-
сматривать как биорегуляторы, которые синтези-
руются самим организмом и выполняют защит-
ные функции. И это позволяет переосмыслить
роль салициловой кислоты в патофизиологии че-
ловека и животных.

В соседних положениях бензойного кольца у
молекулы салициловой кислоты находится груп-
па ОН, как у фенола, и группа СООН – как у
бензойной кислоты, которые имеют большие воз-
можности для химической трансформации ее мо-
лекулы. Салициловая кислота является природ-
ным фенольным гормоном, которая играет важную
роль в защите растений от разного рода грибов и
патогенных микроорганизмов. Из анализа лите-
ратурных данных [7, 8] по различным производ-
ным салициловой кислоты можно отметить сле-
дующую особенность взаимосвязи “структура–
биологическая активность” в молекулах ее про-
изводных:

а) Все замещения по кислотным группам (участ-
ки I и II) обеспечивали сохранение жаропонижа-
ющих, анальгезирующих, противовоспалитель-
ных свойств и появлению новых видов активности
(R' = OCH3, OC3H7-i, NH2, NHCH2CH2, COOR)
и др. [9–11].

б) Замещения по фенильному кольцу молеку-
лы салициловой кислоты (участок III) – появле-

DPPHi

# Автор для связи: (эл. почта: е-mail: satpaeva_zh@mail.ru).

УДК 547,543.253



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 4  2020

АНТИРАДИКАЛЬНАЯ И АНТИМИКРОБНАЯ АКТИВНОСТЬ 405

нию противотуберкулезных, фунгицидных, про-
тивогрибковых, антидепрессантных и др. свойств.
При этом во многих препаратах также сохраняет-
ся обезболивающее, жаропонижающее свойства
исходного субстрата [12–14].

В Новосибирском институте органической хи-
мии (НИОХ) им. Н.Н. Ворожцова СО РАН на ба-
зе структур осалмида и парацетамола направлен-
ным синтезом была получена группа замещенных
амидов салициловой кислоты, имеющих в орто-
положении экранирующие трет-бутильные за-
местители и изучены их антиоксидантные свой-
ства [15]. Антиоксидантные свойства изученных
веществ авторы объясняют протеканием двух ме-
ханизмов: взаимодействием с пероксильными ра-
дикалами и разрушением гипероксидов с образо-
ванием молекулярных продуктов.

Целенаправленный поиск эффективных но-
вых терапевтических агентов на основе салици-
ловой кислоты, отличающихся повышенной био-
логической активностью в сочетании с низкой
токсичностью и менее выраженным побочным
действием, по прежнему является актуальной за-
дачей. Перспективным направлением создания
новых биоактивных производных салициловой
кислоты является синтез “гибридных молекул”,
сочетающих в своей структуре несколько функ-
циональных групп, независимо или синергиче-
ски действующих на процесс окисления субстра-
тов в липидной или водной фазе.

Целью настоящей работы является исследо-
вание антимикробной и антирадикальной ак-

тивности тиосемикарбазидных и триазоловых
производных орто- и пара-гидроксибензойных
кислот (1–4) на модели 2,2-дифенил-1-пикрил-
гидразила (ДФПГ), расширение арсенала антиок-
сидантных средств синтетического происхождения
на основе салициловой кислоты, его аналога.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

Объекты исследования приведены в табл. 1.

Ранее нами были синтезированы производ-
ные салициловой кислоты и его аналога (1–4),
имеющего в пара-положении гидроксильную
группу [16, 17], которые содержат в своей структу-
ре тиоамидную группу, остаток фенильного коль-
ца, а также 1,2,4-триазольные группы. Оценка ан-
тирадикальных свойств соединений (1–4) с целью
выявления среди них активных антиоксидантов
была проведена впервые.

Из табл. 2 мы видим, что из представленных
соединений (1–4) только 2-(2-гидроксибензоил)-
N-фенилгидразинкарботиоамид (1) и 2-(4-гид-
роксибензоил)-N-фенилгидразинкарботиоамид
(2) снижают оптическую плотность исходного
раствора ДФПГ-радикала более чем на 50%, а
значит являются перспективными для дальней-
ших исследований.

Во второй серии эксперимента изучали спо-
собность соединений 1 и 2 взаимодействовать с
ДФПГ-радикалом в различных концентрациях
(от 2.5 до 50 μМ) (табл. 3).

Таблица 1. Химические формулы изучаемых биологически активных веществ
№ пп Названия веществ Структурная формула

1 2-(2-Гидроксибензоил)-N-фенилгидразинкарботиоамид (1)

2 2-(4-Гидроксибензоил)-N-фенилгидразинкарботиоамид (2)

3 3-(2-Гидроксифенил)-4-фенил-1H-1,2,4-триазол-5(4H)-тион (3)

4 3-(4-Гидроксифенил)-4-фенил-1H-1,2,4-триазол-5(4H)-тион (4)

C
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NHNH C
S
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САТПАЕВА и др.

Зависимость оптической плотности раствора
ДФПГ-радикала от концентрации соединений 1
и 2 представлена на рис. 1.

С помощью построенных калибровочных кри-
вых (рис. 1) определили концентрации 2-(2-гид-
роксибензоил)-N-фенилгидразинкарботиоамида
(1) и 2-(4-гидроксибензоил)-N-фенилгидразин-
карботиоамида (2), способные на 50% снижать оп-
тическую плотность 100 μМ раствора ДФПГ-ра-
дикала. Для соединения (1) IC50(DPPH) равна
15.5 μМ, а для соединения (2) IC50(DPPH) оказа-
лось равной 31.7 μМ.

В качестве стандартного вещества с антиокси-
дантным действием использовали аскорбиновую
кислоту, для которой мы изучили способность в
различных концентрациях (от 2.5 до 50 μМ) взаи-
модействовать с ДФПГ-радикалом (табл. 4). В об-
зоре Е. Niki [18, 19] аскорбиновая кислота отнесена
к водорастворимым антирадикальным соединени-
ям и показана ее возможность взаимодействия со
свободными радикалами жирнокислотных ком-
понентов липидов.

С помощью построенной калибровочной кри-
вой (рис. 2) определили концентрацию аскорбино-
вой кислоты, способную на 50% снижать оптиче-

Таблица 2. Значения оптической плотности раствора 100 μМ ДФПГ-радикала после 10-минутной инкубации
с испытуемым веществом в финальной концентрации 50 μМ

№ Названия соединения Оптическая плотность, отн. ед.

1 2-(2-Гидроксибензоил)-N-фенилгидразинкарботиоамид (1) 0.049
2 2-(4-Гидроксибензоил)-N-фенилгидразинкарботиоамид (2) 0.297
3 3-(2-Гидроксифенил)-4-фенил-1H-1,2,4-триазол-5(4H)-тион (3) 0.82
4 3-(4-Гидроксифенил)-4-фенил-1H-1,2,4-триазол-5(4H)-тион(4) 0.882

Контроль (раствор ДФПГ без испытуемого образца) 1.038

Таблица 3. Значения оптической плотности раствора 100 μМ ДФПГ-радикала после 10-минутной инкубации
с веществами 1 и 2 в финальных концентрациях в реакционной смеси 50, 25, 20, 15, 10, 5 и 2.5 μМ

№ Финальная концентрация
веществ 1 и 2 в реакционной смеси, μМ

Оптическая плотность, 
отн. ед. для 1

Оптическая плотность, 
отн. ед. для 2

1 50 0.048 0.315
2 25 0.294 0.575
3 20 0.413 0.644
4 15 0.562 0.708
5 10 0.698 0.758
6 5 0.848 0.817
7 2.5 0.929 0.858

Контроль (раствор ДФПГ без испытуемого образца) 1.038 1.038

Таблица 4. Значения оптической плотности раствора 100 μМ ДФПГ-радикала после 10-минутной инкубации
с аскорбиновой кислотой в финальных концентрациях в реакционной смеси 50, 25, 20, 15, 10, 5 и 2.5 μМ

№ Финальная концентрация аскорбиновой кислоты
в реакционной смеси, μМ Оптическая плотность, отн. ед.

1 50 0.029
2 25 0.418
3 20 0.51
4 15 0.635
5 10 0.694
6 5 0.791
7 2.5 0.865

Контроль (раствор ДФПГ без испытуемого образца) 1.028
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скую плотность 100 μМ раствора ДФПГ-радикала.
Для аскорбиновой кислоты IC50(DPPH) оказалась
равной 19.9 μМ.

Оценка антирадикального действия образ-
цов (1–4) в отношении ДФПГ-радикала показала,
что в условиях данной тест-системы, наиболее вы-
раженную антирадикальную активность проявили
образцы 1 и 2, для которых была определена кон-
центрация, способная на 50% снижать оптическую
плотность 100 μМ раствора ДФПГ-радикала. Для
2-(2-гидроксибензоил)-N-фенилгидразинкарбо-
тиоамид (1) IC50(DPPH) оказалась равной 15.5 μМ,
для 2-(4-гидроксибензоил)-N-фенилгидразин-
карботиоамид (2) IC50(DPPH) оказалось равной
31.7 μМ.

По полученным нами данным IC50(DPPH) (μМ)
для референтного образца, в данном случае для ас-
корбиновой кислоты – 19.9 μМ. Активность об-
разца 2-(2-гидроксибензоил)-N-фенилгидразин-
карботиоамид (1) IC50(DPPH) = 15.5 μМ, не уступа-
ет референтному образцу аскорбиновой кислоте.

По литературным данным [20] IC50(DPPH) (μМ)
для известных антиоксидантов, таких как, глута-
тион – 49, гидрохинон – 27, тролокс – 28, α-токо-
ферол – 28, кверцетин – 8. Таким образом, анти-
радикальная активность образцов 1 и 2 сопоста-
вима с активностью известных антиоксидантов.

Продолжая исследования по обнаружению
среди синтезированных производных веществ с
выраженной биологической активностью, были
проведены первичные скрининговые испытания
соединений (1–4) на антимикробную активность
в отношении грамположительных (Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis), грамотрицательных (Pseu-
domonas aeruginosa, Escherichia coli) и к дрожжево-
му грибку Candida ablicans штаммов методом диф-
фузии в агар. Препарат сравнения – гентамицин
для бактерий и нистатин для дрожжевого грибка
C. ablicans.

Антимикробную активность соединений (1–4)
оценивали по диаметру зон задержки роста тест-
штаммов (мм). Диаметр зон задержки роста меньше
10 мм и сплошной рост в чашке оценивали как
отсутствие антибактериальной активности, 10–
15 мм – слабая активность, 15–20 мм – умеренно
выраженная активность, свыше 20 мм – выра-
женная. Каждый образец испытывался в трех па-
раллельных опытах [21].

Результаты исследования антимикробной ак-
тивности образцов приведены в табл. 5.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе был использован ДФПГ фирмы

“Sigma Aldrich”. Для оценки антирадикальной
активности исследуемых образцов (1–4) в тесте с

Рис. 1. Зависимость оптической плотности раствора
ДФПГ-радикала от концентрации 2-(2-гидроксибен-
зоил)-N-фенил-гидразинкарботиоамид (1) и 2-(4-гид-
роксибензоил)-N-фенил-гидразинкарботиоамид (2).
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Рис. 2. Зависимость оптической плотности раствора
ДФПГ-радикала от концентрации аскорбиновой
кислоты.
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САТПАЕВА и др.

ДФПГ-радикалом использовали метанольный рас-
твор ДФПГ (100 μМ). Для отбора веществ с выра-
женной антирадикальной активностью смешива-
ли 2 мл 100 μМ метанольного раствора ДФПГ с 20
мкл исследуемого объекта, растворенного в мета-
ноле в концентрации 5 μМ. Таким образом, фи-
нальная концентрация испытуемого вещества в
реакционной смеси составила 50 μМ. Через 10 ми-
нут после добавления раствора испытуемого со-
единения к раствору ДФПГ-радикала измеряли
снижение оптической плотности при 515 нм. Для
веществ, способных снижать оптическую плот-
ность более чем на 50%, проводили тест на взаи-
модействие с ДФПГ-радикалом в финальных
концентрациях исследуемых веществ 50, 25, 20,
15, 10, 5 и 2.5 μМ. После чего определяли концен-
трацию испытуемого вещества, способную на
50% снижать оптическую плотность –
IC50(DPPH).

Изучение антимикробной активности выше-
указанных образцов проводилось по отношению
к штаммам грамположительных бактерий Staphy-
lococus aureus, Bacillus subtilis, к грамотрицатель-
ным штаммам Escherichia coli, Pseudomonaus aeru-
ginosa и к дрожжевому грибку Candida albicans
методом диффузии в агар (лунок). Препараты
сравнения – гентамицин для бактерий и ниста-
тин для дрожжевого грибка C. albicans.

Культуры выращивали на жидкой среде рН 7.3 ±
± 0.2 при температуре от 30 до 35°С в течение 18–
20 часов. Культуры разводили 1 : 1000 в стерильном
0.9% растворе натрия хлорида изотоническом,
вносили по 1 мл в чашки с соответствующими
элективными, питательными средами для изучае-
мых тест-штаммов и засевали по методу “сплош-
ного газона”. После подсушивания на поверхно-
сти агара формировали лунки размером 6.0 мм, в
которые вносили раствор исследуемого образца,
гентамицина, нистатина. В контроле использова-
ли этиловый спирт в эквиобъемных количествах.
Посевы инкубировали при 37°С, учет растущих
культур проводили через 24 часа.

ВЫВОДЫ
1. На основании результатов исследования ан-

тирадикальных свойств синтезированных веществ
установлено, что антирадикальная активность об-
разцов 1 и 2 сопоставима с активностью извест-
ных антиоксидантов. Они обладает выраженным
антирадикальным действием.

2. В результате проведенного биоскрининга на
антимикробную активность установлено, что все
исследованные вещества проявляют слабую ан-
тибактериальную активность в отношении грампо-
ложительных и грамотрицательных тест-штаммов.
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Anti-Radical and Antimicrobial Activity of Thiosemicarbaside
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The article presents the results of the evaluation of the antimicrobial and antioxidant activity of synthesized
biologically active substances in comparison with the standard antioxidant – ascorbic acid. Antioxidant ac-
tivity was studied by the ability to interact with the radical – 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl  It was
established that under the conditions of this test system, 2-(2-hydroxybenzoyl)-N-phenylhydrazinecarboth-
ioamide (1) IC50(DPPH) = 15.5 μM showed pronounced anti-radical activity, for 2-(4-hydroxybenzoyl)N-
phenylhydrazinecarbothiamide (2) IC50(DPPH) was found to be 31.7 μM. The results of the evaluation of an-
timicrobial activity against gram-positive and gram-negative test strains showed weak antibacterial activity.

Keywords: antioxidant, antiradical activity, antimicrobial activity, strain, free radical, thiosemicarbazide, 1,2,4-
triazole, DPPH

(DPPH ).i
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СТРУКТУРА п-ХЛОРБЕНЗОЙНОЙ КИСЛОТЫ ПО ДАННЫМ 
РЕНТГЕНОСТРУКТУРНОГО АНАЛИЗА И РАСЧЕТА МЕТОДОМ DFT,

А ТАКЖЕ РАСЧЕТ in silico МОЛЕКУЛЯРНОГО ДОКИНГА
КИСЛОТЫ С ФЕРМЕНТОМ ТАНКИРАЗА I1
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п-Хлорбензойная кислота несет атом хлора в положении 4, где он может влиять на координацию
молекулы и контролировать определенные биологические параметры, он может ингибировать дей-
ствие специфического фермента в организмах. Данные рентеноструктурного анализа дают количе-
ственную информацию о ковалентных и нековалентных взаимодействиях в 3D-формате. Перекри-
сталлизацию п-хлорбензойной кислоты проводили для удаления возможных примесей и получения
ее в чистом кристаллическом виде. С помощью рентгеноструктурного анализа изучены строение и
геометрические параметры молекулы. Экспериментальные данные сравнивались с расчетными для
оптимизированной структуры, полученной методом вычислительного квантово-механического мо-
делирования – теории функционала плотности (DFT). Оказалось, что структура п-хлорбензойной
кислоты представляет собой димер, стабилизированный межмолекулярными водродными связями.
Изучены инфракрасные спектры и проведен термический анализ этого соединения. Структурные
геометрические параметры оценены с помощью метода DFT. Молекулярный докинг in silico тести-
руемого лиганда в ферменте танкираза I показывает наличие ряда водородных связей, взаимодей-
ствий хлора и ароматического кольца, эти расчитанные взаимодействия могут ингибировать ами-
нокислотные активные сайты фермента танкираза I. И поэтому такое ингибирование может пре-
пятствовать некоторым видам биологической активности, и особенно – противоопухолевому
эффекту.

Ключевые слова: п-хлорбензойная кислота, кристаллография, инфракрасный, метод DFT, in silico, мо-
лекулярный докинг
DOI: 10.31857/S0132342320040259
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# Автор для связи: (эл. почта: doaasaied75@yahoo.com).
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МЕТОД ТЕРМИЧЕСКОЙ ДИССОЦИАЦИИ
ДЛЯ ПРОВЕДЕНИЯ СЕЛЕКЦИИ ДНК-АПТАМЕРОВ
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Разработан метод термической диссоциации комплексов ДНК/мишень (ТДА) для отбора аптаме-
ров к альфа-фетопротеину человека. Метод основан на выявлении наиболее специфичных к мише-
ни ДНК-олигонуклеотидов из комбинаторной ДНК-библиотеки, оставшихся в форме комплекса с
мишенью после проведения двух стадий: а) отмывки несвязавшихся последовательностей и б) сня-
тия с мишени связавшихся ДНК-последовательностей, но обладающих низким сродством к ней.
После этого проводится термическая диссоциация оставшихся наиболее устойчивых комплексов и
вовлечение соответствующих олигонуклеотидов в следующие раунды селекции. Показано более
интенсивное обогащение библиотеки с использованием предложенного метода по сравнению со
стандартной отмывкой. Благодаря созданию более жестких условий отмывки связавшихся с мише-
нью ДНК-олигонуклеотидов, использование термической диссоциации способно увеличивать эф-
фективность получения высокоспецифичных аптамеров к их молекулярным мишеням.

Ключевые слова: ДНК-аптамеры, альфа-фетопротеин человека, термическая диссоциация аптамеров
DOI: 10.31857/S0132342320040156

ВВЕДЕНИЕ
Аптамеры – одноцепочечные ДНК- или РНК-

олигонуклеотиды, способные проявлять аффин-
ное сродство к широкому спектру биомолекул.
Это качество позволяет рассматривать их в каче-
стве функциональных аналогов моноклональных
антител. Аптамеры находят применение в клини-
ческой диагностике, в настоящее время предпри-
нимаются попытки их использования в качестве
самостоятельных терапевтических средств [1, 2].
Процесс отбора специфичных к индивидуальной
мишени аптамеров из исходной комбинаторной
библиотеки олигонуклеотидов называется SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by EXponential En-
richment) и представляет собой ряд циклов связы-
вания олигонуклеотидов с мишенью, выделение
связавшейся фракции и амплификацию связав-
шейся фракции [3, 4]. В случае использования
ДНК-библиотек, каждый цикл в методологии

SELEX можно разбить на несколько стандартных
шагов-стадий:

— взаимодействие ДНК-библиотеки, представ-
ляющей собой комбинацию из множества инди-
видуальных ДНК-олигонуклеотидов, с молеку-
лярной мишенью;

— отмывка несвязавшихся с мишенью ДНК-
олигонуклеотидов;

— снятие с молекулы-мишени связавшихся
ДНК-олигонуклеотидов;

— амплификация связавшихся ДНК-олигонук-
леотидов;

— повторное вовлечение связавшихся ДНК-
олигонуклеотидов в раунды селекции с молеку-
лярной мишенью с целью обогащения комбина-
торной ДНК-библиотеки олигонуклеотидами с
последовательностями, наиболее специфичными
к заданной мишени.

Проведение селекции аптамеров из комбина-
торных библиотек является сложной задачей, тре-
бующей комплексного подхода для успешного
решения. Каждая из стадий селекции требует тща-
тельного конструирования, и в настоящее время
существует множество разновидностей методо-
логии, направленных на оптимизацию процесса с

Сокращения: ТДА – термическая диссоциация аптамеров;
АФП – альфа-фетопротеин; dUTP – 2'-дезоксиуридин-
трифосфат; NHS – N-гидросисукцинимид; EDC – гидро-
хлорид 1-этил-3-(3-диметиламинопропил) карбодиимида;
MES – 2-(N-морфолино)этансульфоновая кислота.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 135-98-00; факс: +7 (495)
135-14-05; эл. почта: lapa@biochip.ru).

УДК 577.113.4:577.113.7:577.27
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учетом выбранной природы исходной библиоте-
ки (ДНК или РНК), мишени (малые молекулы,
макромолекулы, живые клетки), применяемых
ферментативных реакций (ПЦР, реакция удлине-
ния праймера), доступной приборной базы (раз-
личные варианты “микрофлюидик”, биологиче-
ские микрочипы) и др.

Стадия отмывки является одним из наиболее
важных этапов процесса. От ее эффективности
зависит степень обогащения библиотеки специ-
фическими к мишени олигонуклеотидами. В об-
щепринятом варианте селекции аптамеров прин-
цип отмывки заключается в разбавлении смеси
целевой мишени c ДНК-библиотекой специаль-
ными буферными растворами. При этом как не-
связавшиеся вовсе, так и связавшиеся ДНК-оли-
гонуклеотиды библиотеки, но имеющие низкое
сродство к мишени, отмываются.

В настоящее время существует множество фор-
матов проведения селекции аптамеров. Авторы
обзорной статьи [5] провели сравнение т.н. клас-
сического SELEX и различных современных вари-
антов, таких как селекция с применением капил-
лярного электрофореза, магнитных микрочастиц,
различных разновидностей формата “микрофлю-
идик”.

Капиллярный электрофорез для отбора апта-
меров впервые предложен Mendonsa и соавт. в
2004 году [6]. Работа рассматривает применение
капиллярного электрофореза для отбора аптаме-
ров к человеческому иммуноглобулину Е (IgE).
При этом разделение комплексов от несвязавших-
ся олигонуклеотидов осуществляется по разнице
их подвижности в электрическом поле. Авторы [7]
описывают разработанный ими т.н. неравновес-
ный капиллярный электрофорез равновесных
смесей (NECEEM), который применим для ана-
лиза кинетических и термодинамических пара-
метров пула нуклеиновых кислот. Путем подачи
свободного от мишени буфера на вход капилляра
мигрирующие комплексы медленно освобожда-
лись в зависимости от равновесной константы
диссоциации аптамера и констант скорости (kd и
koff соответственно), которые анализировались в
электрофореграмме разделения.

В работе [8] предложен метод отмывки связав-
шихся аптамеров, использующий реакцию вы-
теснения цепи (strand displacement reaction). Ав-
торы позиционируют предложенный подход вы-
теснения аптамера как для обнаружения целевых
белковых мишеней, так и для повышения эффек-
тивности клеточного SELEX (cell-SELEX).

Интересный способ удаления неспецифичных
последовательностей предложен в работе [9]. Для
удаления несвязавшихся с белковой мишенью оли-
гонуклеотидов использовали обработку нитроцел-
люлозных мембран с нанесенным целевым белком
и ДНК-библиотекой с помощью ДНКазы I, за ко-

торой следовала градиентная отмывка буферами,
содержащими мочевину. Метод позволил полу-
чать специфичные к выбранной белковой мише-
ни аптамеры за одну стадию селекции.

В настоящей работе предложен метод терми-
ческой диссоциации обогащенных библиотек ап-
тамеров (ТДА) из электрофорезного геля после
образования комплексов ДНК/мишень для уве-
личения сродства пула олигонуклеотидов обога-
щенной библиотеки к белковой мишени – альфа-
фетопротеину человека. При этом заведомо неспе-
цифичные ДНК-олигонуклеотиды предварительно
отделяются от комплексов методом электрофореза
в акриламидном геле, а ДНК-олигонуклеотиды, об-
ладающие недостаточным сродством к мишени,
удаляются методом экстракции из геля при разру-
шении комплексов ДНК/мишень. После этого
проводится термическая диссоциация наиболее
устойчивых комплексов и вовлечение соответ-
ствующих олигонуклеотидов в следующие раун-
ды селекции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Целью настоящего исследования явилась раз-
работка способа обогащения ДНК-библиотек для
селекции аптамеров с применением термической
диссоциации комплексов лиганд – мишень (ТДА)
на примере ДНК-библиотек и мишени белковой
природы.

В качестве целевого белка использован альфа-
фетопротеин человека (АФП), являющийся мар-
кером пре- и неонатальных заболеваний, а также
онкомаркером некоторых видов рака. АФП пред-
ставляет собой гликопротеин с молекулярной мас-
сой 69 000 Да, состоящий из одной полипептид-
ной цепи, включающей около 600 аминокислот.
Эксперимент проводили как с применением не-
модифицированной (природной) ДНК-библио-
теки, так и с введением модифицированного три-
фосфата дозоксиуридина (mod-dUTP), структура
которого приведена на рис. 1.

Для инициирующего обогащения комбинатор-
ных библиотек проводили пять раундов селекции
с иммобилизованным на магнитных частицах
целевым белком (АФП), включающих стадии:
отрицательная селекция к магнитным частицам,
образование комплекса с белком, отмывка, ам-
плификация специфичных к белку ДНК-олиго-
нуклеотидов. При амплификации обогащенных в
процессе селекции ДНК-библиотек использова-
ли биотинилированный праймер для разделения
цепей на магнитных частицах. Для получения
целевой цепи использовали праймер, флуорес-
центно-меченный цианиновым красителем Cy5.
Введение метки позволяло при электрофорети-
ческом разделении достоверно визуализировать
полосу, соответствующую цепи аптамера.
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После этого обогащенные библиотеки инку-
бировали со свободным АФП в микромолярных
концентрациях, и полученный комплекс ДНК/бе-
лок подвергали электрофоретическому разделе-
нию в акриламидном геле для отделения несвзя-
завшихся с белком олигонуклеотидов (рис. 2).
Стрелками показаны: комплексы олигонуклеоти-
дов обогащенных библиотек с АФП, несвязавшие-
ся олигонуклеотиды, свободный АФП без добавле-
ния ДНК-библиотеки. Из рисунка видно, что при
электрофоретическом разделении визуализируют-
ся образовавшиеся комплексы ДНК/белок.

С учетом молекулярной массы АФП и длины
модифицированных олигонуклеотидов, входящих
в состав библиотеки, был выбран следующий со-
став геля: 12% акриламид/бис-акриламид (19 : 1) в
1× TBE, содержащем 10 mM KCl и 3 mM MgCl2.
Наличие в буфере солей калия и магния обу-
словлено необходимостью стабилизировать не-
канонические типы вторичной структуры ДНК,
которые могут присутствовать в аптамерах:

G-квадруплексы и шпилечные структуры ДНК.
Разделение проводили при поддерживаемой тер-
мостатом температуре 20°С, что предотвращает
неконтролируемую термическую диссоциацию
комплексов в процессе электрофореза. С этой же
целью в электрофоретической ячейке поддержи-
вали относительно невысокое напряжение (по-
рядка 120–150 вольт на 20 см геля).

Затем осуществляли элюцию из соответствую-
щего участка геля связавшихся аптамеров в вод-
ный раствор 2%-ного перхлората лития с сохране-
нием микромолярных концентраций аптамеров и
их мишени. Это позволило сохранить неразру-
шенные комплексы наиболее специфичных апта-
меров с целевым белком, но удалить аптамеры с
низким сродством к мишени. Гель после элюции
использовали для проведения термической дис-
социации.

Термическая диссоциация представляет собой
процесс разложения комплексов лиганд-мишень
под воздействием температуры, характеризующий-

Рис. 1. Производное 5-аминоаллил-2'-дезоксиуридин-5'-трифосфата, модифицированное по аминоаллильному фраг-
менту фенилмасляной кислотой.
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Рис. 2. Электрофореграмма, показывающая разделение комплексов ДНК-олигонуклеотидов с белком от несвязав-
шихся ДНК-олигонуклеотидов после 5-го раунда селекции до применения ТДА. 1 – комплекс одноцепочечной ДНК-
библиотеки (химически модифицированная) c альфа-фетопротеином человека (АФП); 2 – одноцепочечная ДНК-
библиотека (химически модифицированная); 3 – комплекс одноцепочечной ДНК-библиотеки (природная) с АФП,
4 – одноцепочечная ДНК-библиотека (природная); 5 — маркер длин ДНК “GeneRuler 50 bp” (Thermo Scientific,
США); 6 – АФП. Лунки 1–5, окрашивание SYBR Green I (Invitrogen, США). Лунка 6 – окрашивание “кумасси”. В лун-
ки 2 и 4 добавляли в пять раз меньшее количество библиотеки в пересчете на ДНК по сравнению с лунками 1 и 3, по-
скольку данные лунки использовались исключительно для оценки подвижности олигонуклеотидов библиотеки
(15 пмоль для лунок с комплексом ДНК/АФП и 3 пмоль для свободных библиотек). В качестве электродного буфера
использовали 1× TBE-буфер.
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ся константой равновесия, или степенью диссоциа-
ции. Поскольку диссоциация сопровождается по-
глощением энергии, в соответствии с принципом
Ле Шателье–Брауна нагрев увеличивает степень
диссоциации и смещает равновесие в направлении
продуктов разложения [10]. Нами предложено ис-
пользовать это свойство при проведении селекции
аптамеров и обогащения библиотек последова-
тельностями олигонуклеотидов, характеризующи-
мися большими показателями сродства к исполь-
зованной белковой мишени.

Электрофорезный гель после элюции инкуби-
ровали при температуре 60°С в течение 20 мин в
водном растворе 2%-ного перхлората лития без
использования хаотропных агентов и детерген-
тов. Разрушение сохранившихся комплексов при-
водило к получению фракции наиболее специфич-
ных аптамеров. В случае взаимодействия ДНК/бе-
лок, процессы, протекающие при проведении ТДА,
характеризуются не только увеличением скоро-
сти обратимой равновесной реакции разложения
комплексов. Важную роль играют также два про-
цесса – обратимый (разрушение вторичной струк-
туры олигонуклеотидов) и необратимый (терми-
ческая денатурация целевого белка). Следует
заметить, что для термолабильных белков терми-
ческая диссоциация обязательно сопровождается
денатурацией белка, что не мешает осуществле-
нию метода. Предположительно, метод может об-
ладать селективностью к определенным типам
аптамеров либо их конформаций с более термо-
стабильными вторичными структурами или более
высокими энергиями взаимодействия с мише-
нью. Это отличает предлагаемый метод от клас-
сического метода отмывки буферными раствора-
ми, где смещение равновесия в изотермических
условиях достигается изменением концентрации
лиганда и мишени.

ДНК-библиотеки после первого раунда ТДА
амплифицировали и подвергали термической дис-
социации после инкубации с мишенью еще два-
жды. В результате получали обогащенные высоко-
специфичными аптамерами библиотеки, готовые
к проведению секвенирования для определения
индивидуальных нуклеотидных последователь-
ностей.

Проводили сравнение эффективности способа
термодиссоциации с базовым вариантом селекции
аптамеров методом электрофоретического разде-
ления комплексов ДНК/АФП. На рис. 3 представ-
лена электрофореграмма, показывающая образо-
вание комплекса обогащенной одноцепочечной
ДНК-библиотеки с целевым белком (АФП) после
проведения пяти раундов селекции на магнитных
частицах и трех раундов ТДА. В качестве контро-
ля использовали библиотеку, обогащенную в во-
семь раундов без ТДА. В обоих случаях использо-
вали эквимолярные количества АФП и обога-

щенных ДНК-библиотек. Измеряли
интенсивности свечения окрашенных SYBR
Green I (Invitrogen, США) целевых полос с помо-
щью программы ImageJ (INH, США). Значение
оптической плотности полосы комплекса с биб-
лиотекой, полученной методом ТДА, превышало
на ~30% значение оптической плотности кон-
трольной полосы. По разнице в оптической плот-
ности образовавшихся комплексов с АФП на-
блюдали преимущество метода ТДА по сравне-
нию со стандартной отмывкой.

Таким образом, показано обогащение ДНК-
библиотек с помощью разработанного метода и
возможность его применения для проведения
SELEX к белковым мишеням, в том числе с ис-
пользованием модифицированных нуклеотидов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Комбинаторные ДНК-библиотеки и праймеры

Последовательности использованных в работе
комбинаторных библиотек, праймеров для их ам-
плификации и особенности их твердофазного
синтеза описаны ранее в [11].

Полимеразная цепная реакция

Амплификацию ДНК-библиотек после каж-
дого цикла SELEX производили методом ПЦР. Ре-
акционная смесь для проведения ПЦР содержала
1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8.3)
и 2.5 единицы (на реакционный объем 50 мкл) Taq
ДНК-полимеразы (ThermoFisher, США) для не-
модифицированных библиотек либо 0.5 единиц
Vent (exo-) полимеразы (NEB, США) в случае мо-
дифицированных библиотек. Смесь содержала три-
фосфаты (dATP, dCTP, dGTP и dTTP) в концентра-
ции 0.2 mM каждого. В случае модифицирован-
ных библиотек смесь вместо dTTP содержала
модифицированный трифосфат дезоксиуридина
(рис. 1). Рабочая концентрация праймеров со-
ставляла 100 nM каждого. Один из праймеров был
окрашен цианиновым красителем Cy5 для фор-
мирования окрашенной цепи аптамера, второй
праймер нес биотиновую метку. Реакцию прово-
дили на ДНК-амплификаторе Dyad (Bio-Rad,
США) по следующей программе: 4 мин при 95°C;
20 циклов по 30 с при 95°C, 30 с при 66°C и 40 с
при 72°C; завершали реакцию инкубированием в
течение 3 мин при 72°C.

Разделение цепей ДНК на магнитных частицах

Для получения однонитевой ДНК с красителем
Cy5 на 5'-конце проводили разделение цепей на
магнитных частицах Dynabeads™ M-270 Streptavidin
(Invitrogen Dynal AS, Norway). Биотинилирован-
ную по 5'-концу двухцепочечную ДНК (ПЦР-
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продукт, объем 50 мкл) смешивали с эквивалент-
ным объемом 10× ПЦР-буфера для Taq-полиме-
разы (Thermo Scientific, США), pH 8.8, нагревали
до 95°С, инкубировали 3 мин и охлаждали до ком-
натной температуры. Связывание ПЦР-продукта
с магнитными частицами проводили в 5× ПЦР-
буфере при 25°С в течение 30 мин при постоян-
ном перемешивании. С помощью магнитосепа-
ратора магнитные частицы с иммобилизованной
на них двухцепочечной ДНК отделяли от реакци-
онной смеси и промывали трижды 5× буфером.

Небиотинилированную цепь элюировали до-
бавлением к магнитным частицам 20% раствора
гидроксида аммония, инкубировали 2 мин, затем
частицы отделяли на магнитном сепараторе, элю-
ат переносили в чистую пробирку и переосаждали
спиртовым раствором, содержащим 0.125 М аце-
тата аммония и 70% этанола. Одноцепочечную
небиотинилированную ДНК осаждали цетрифу-
гированием (16000 g, 2 мин). Осадок промывали
спиртовым раствором ацетата аммония, затем
96% этиловым спиртом и высушивали на воздухе. К
высушенному осадку добавляли 20 мкл деионизо-
ванной воды (MQ-H2O) и определяли концентра-
цию ДНК на спектрофотометре NanoDrop 1000.

Магнитные частицы с биотинилированной це-
пью промывали 20% гидроксидом аммония 1 мин
при комнатной температуре, затем супернатант
удаляли, а частицы инкубировали с 50 мкл 30%

гидроксида аммония при 60°С при эпизодиче-
ском ручном перемешивании в течение 8 мин.
Элюат переносили в чистую пробирку, где перео-
саждали биотинилированную цепь добавлением
5 объемов спиртового раствора ацетата аммония,
содержащего 0.125 М ацетата аммония и 70% эта-
нола. Осадок промывали спиртовым раствором
ацетата аммония, затем 96% этиловым спиртом и
высушивали на воздухе. К высушенному осадку
добавляли 20 мкл деионизованной (MQ) H2O и
определяли концентрацию ДНК на спектрофото-
метре NanoDrop 1000. Эффективность разделе-
ния цепей определяли электрофоретическим ме-
тодом.

Эффективность элюции ДНК контролирова-
ли, добавляя к магнитным частицам 40 мкл рас-
твора, содержащего 8 М мочевины и 2 М тиомо-
чевины, что приводило к элюции всей ДНК,
оставшейся на магнитных частицах. Элюат анали-
зировали методом ПААГ-электрофореза.

Приготовление
иммобилизованного препарата АФП

Препараты водных растворов АФП были оха-
рактеризованы с помощью иммуноферментного
анализа с использованием набора АФП-ИФА
(Хема, Россия) в соответствии с инструкцией
производителя.

Рис. 3. Электрофореграмма комплексов АФП с ДНК-библиотеками. Лунка № 1 – молекулярный маркер длин ДНК
“GeneRuler 50bp” (Thermo Scientific, США), лунка № 2 – обогащенная ДНК-библиотека, полученная с применением
способа термической диссоциации (15 пмоль) после инкубации с АФП (15 пмоль), лунка № 3 – обогащенная ДНК-
библиотека, полученная без применения способа термической диссоциации (15 пмоль) после инкубации с АФП
(15 пмоль). Видно, что оптическая плотность комплекса ДНК/АФП выше в лунке № 2. В качестве электродного бу-
фера использовали 1× SELEX-буфер.

Комплекс
ДНК/АФП

100 п. о.

50 п. о.

1 2 3
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ЛАПА и др.

Для иммобилизации АФП использовали маг-
нитные частицы Dynabeads MyOne Carboxylic acid
(ThermoFisher, США). Иммобилизацию проводили
с использованием двухступенчатого протокола на
основе N-гидросисукцинимида (NHS) и гидрохло-
рида 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбоди-
имида (EDC). Частицы промывали дважды 25
mM MES pH 6 порциями по 300 мкл в течение 10
мин при перемешивании пипеткой. Готовили
свежие растворы EDC и NHS в холодном раство-
ре MES концентрацией 50 мг/мл. Смешивали по
50 мкл растворов EDC и NHS с промытыми ча-
стицами Dynabeads и инкубировали при комнат-
ной температуре 30 мин при медленном вращении.
После инкубации проводили отделение частиц от
раствора с помощью магнитного сепаратора и про-
мывали частицы дважды холодным раствором
MES порциями по 300 мкл. Добавляли АФП в
100 мкл раствора MES и инкубировали при ком-
натной температуре 1 ч при медленном враще-
нии. Отделяли частицы от раствора на магнитном
сепараторе и проводили кэпирование в 50 mM
Tris HCl pH 7.4 в течение 15 мин. Готовые к ис-
пользованию частицы хранили до 3 недель при
4°С в 25 mM Tris HCl pH 7.4, либо до 3 месяцев в
том же буфере в 50% глицерине при –20°С. Рас-
творы содержали 0.02% азида натрия.

Определение нагрузки магнитных частиц по
АФП проводили с помощью набора АФП-ИФА
(Хема, Россия).

Образование комплекса одноцепочечной
ДНК-библиотеки с иммобилизованным АФП

Первые пять раундов селекции проводили с
использованием иммобилизованного препарата
АФП. Модифицированную одноцепочечную биб-
лиотеку нагревали до 95°С в течение 2 мин и охла-
ждали до 37°C. Проводили раунд контр-селекции
на магнитных частицах, не содержащих иммоби-
лизованный АФП в 1× SELEX-буфере, приготов-
ленном из 2× SELEX-буфера, имеющего pH 7.5 и
содержащего 0.30 M NaCl, 60 mM HEPES, 20 mM
KCl, 20 mM MgCl2, 0.1% TWEEN-20. АФП, иммо-
билизированный на магнитных частицах с кон-
центрацией 15 пмоль/мг, промывали 1× SELEX-
буфером. Магнитные частицы разбавляли в 100 мкл
2× SELEX-буфера. Добавляли 100 мкл модифи-
цированной одноцепочечной библиотеки, созда-
вая молярное соотношении 5 : 1 к количеству им-
мобилизованного белка. Инкубировали 1 час при
перемешивании, 37°С. Отбирали супернатант –
несвязавшиеся олигонуклеотиды. Магнитные ча-
стицы, содержащие АФП со связавшимися после-
довательностями, промывали 1× SELEX-буфером
при комнатной температуре, растворяли в 100 мкл
H2O качества MQ и инкубировали 10 мин при
95°С, супернатант отделяли, определяли его кон-

центрацию на спектрофотометре NanoDrop 1000 и
использовали в дальнейших раундах SELEX.

Образование комплекса
одноцепочечной ДНК-библиотеки с АФП в растворе

Модифицированную одноцепочечную библио-
теку нагревали до 95°С в течение 2 мин и медлен-
но охлаждали до 37°C. К 50 мкл водного раствора
АФП с концентрацией 30 пмоль/мкл добавляли
50 мкл 2× SELEX-буфера. Добавляли 100 мкл мо-
дифицированной одноцепочечной библиотеки с
концентрацией 15 пмоль/мкл. Инкубировали 1 час
при перемешивании при 37°С.

Электрофоретическое разделение комплексов 
ДНК/АФП и несвязавшихся олигонуклеотидов
Метод применяли в качестве одного из трех

циклов SELEX с использованием ТДА. Электро-
форез проводили на термостатируемом приборе
Protean II xi Cell (Bio-Rad, США).

Готовили электрофорезный гель следующего
состава: 12% акриламид/бис-акриламид (19 : 1) в
1× TBE, содержащий 10 mM KCl и 3 mM MgCl2. В
лунки вносили по 20 мкл комплекса ДНК/АФП,
свободную библиотеку, а также контроли. Электро-
форез проводили при контролируемой температуре
20°С при напряжении порядка 120–150 вольт на
20 см геля. Контроль миграции связанной и не-
связанной ДНК осуществляли с использованием
45-мерного флуоресцентно-меченного олигонук-
леотида. Электрофорез проводили до длины про-
бега олигонуклеотидного контроля – 5–7 см. В
качестве дополнительных контролей были ис-
пользованы: несвязанная с АФП модифициро-
ванная библиотека после 5-го раунда, маркер
длин ДНК GeneRuler 50bp (Thermo Scientific,
США) и АФП и/или белковый маркер Precision
Plus Protein 10–250 кДа (Bio-Rad, США).

Визуализацию полос в геле проводили с ис-
пользованием SYBR Green I (Invitrogen, США)
для ДНК и Кумасси для белков. По электрофоре-
тической картине оценивали количество связав-
шейся с АФП и несвязавшейся ДНК.

Элюция ДНК из геля
Полосы геля, содержащие комплекс ДНК/

АФП, вырезали, помещали в пробирку объемом
1.5 мл и проводили элюцию связавшихся с бел-
ком ДНК-олигонуклеотидов, с помощью 100 мкл
раствора LiClO4 в H2O (Milli-Q). Смесь инкубиро-
вали 60 мин при 37°С, центрифугировали пробир-
ки при 2000 об./мин в течение 2 мин, супернатант
отбирали и измеряли концентрацию ДНК на спек-
трофотометре NanoDrop 1000. ДНК, содержащую-
ся в полученном супернатанте, не использовали
для дальнейших раундов селекции. Оставшийся в
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пробирках гель использовали для проведения тер-
мической диссоциации ДНК-олигонуклеотидов,
обладающих повышенным сродством к АФП.

Термическая диссоциация ДНК-олигонуклеотидов, 
обладающих повышенным сродством к АФП

К гелю после элюции добавляли 100 мкл 1×
SELEX-буфера, нагревали до 60°С и инкубирова-
ли в течение 20 мин. Супернатант отделяли, опре-
деляли концентрацию ДНК на спектрофотометре
NanoDrop 1000. Элюат после термической диссо-
циации вовлекали в последующий из трех раундов
селекции, в состав которого входит этап термиче-
ской диссоциации. После проведения трех раундов
SELEX с термической диссоциацией получали обо-
гащенную ДНК-библиотеку, пригодную для опре-
деления индивидуальных последовательностей
олигонуклеотидов, входящих в ее состав.

Для оценки эффективности обогащения биб-
лиотек методом ТДА проводили инкубацию биб-
лиотек с АФП (15 пмоль) и последующий элек-
трофорез комплексов АФП с ДНК-библиотеками
аналогично тому, как описано выше. Эффектив-
ность связывания ДНК с АФП оценивали по раз-
нице оптической плотности полос, соответству-
ющих образовавшемуся комплексу ДНК/АФП.
Измерения оптической плотности проводили с
помощью программы ImageJ (NIH, США).
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A method of thermal dissociation of DNA/target complexes (TDA) for selection of aptamers to human alpha-fe-
toprotein has been developed. The method is based on the identification of the most target-specific DNA oligonu-
cleotides from the combinatorial DNA library, remaining in the form of a complex with the target after two stages:
(a) washing of unbound sequences and (b) removal of bound DNA sequences from the target, but having low af-
finity for it. After that, the thermal dissociation of the remaining most stable complexes and the involvement of the
corresponding oligonucleotides in the next rounds of selection are carried out. A more intensive enrichment of the
library using the proposed method is shown in comparison with the standard wash. Due to the creation of more
stringent conditions for washing the target-bound DNA oligonucleotides, the use of thermal dissociation can in-
crease the efficiency of selection of highly specific aptamers for their molecular targets.
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ОДНОВРЕМЕННОЕ ПРИМЕНЕНИЕ Cy5-МОДИФИЦИРОВАННЫХ 
ПРОИЗВОДНЫХ ДЕЗОКСИУРИДИНА И ДЕЗОКСИЦИТИДИНА В ПЦР
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Изучены особенности одновременного встраивания в растущую цепь ДНК модифицированных
Cy5-дезоксиуридинов (Cy5-dU) и дезоксицитидинов (Cy5-dC) в ПЦР с Taq ДНК-полимеразой. Ис-
следования проводили для попарного встраивания нуклеотидов, модифицированных флуорофора-
ми, обладающими суммарным положительным, нейтральным и отрицательным зарядом. Варьиро-
вали долю модифицированых дезоксинуклеозидтрифосфатов (Cy5-dUTP и Cy5-dCTP) к природ-
ным аналогам (dTTP и dCTP) от 0 до 100% каждого в реакции, т.е. до полного замещения.
Проводили сравнение с индивидуальным встраиванием соответствующих модифицированных
производных. Пары (Cy5-dU + Cy5-dC) применяли для амплификации фрагментов бактериальных
геномов длиной 126, 283 и 370 пар оснований. Увеличение длины амплифицируемого фрагмента
ДНК снижало выход продукта при использовании Cy5-модифицированных нуклеотидов в выбран-
ных условиях амплификации. Электроотрицательные Cy5-dNTPs проявляли наименьший ингиби-
рующий эффект на ПЦР, в то время как электронейтральные – обеспечивали большую плотность
встраивания меток в растущую цепь ДНК.

Ключевые слова: модифицированные дезоксинуклеозидтрифосфаты, индодикарбоцианиновые краси-
тели, ПЦР
DOI: 10.31857/S0132342320040168

ВВЕДЕНИЕ

Ферментативное получение модифицирован-
ных ДНК интенсивно используется как для вве-
дения меток в молекулярно-генетическом анали-
зе, так и для расширения физико-химических
свойств молекулярных сенсоров и модифициро-
ванных аптамеров [1].

Наиболее распространенным модифицирован-
ным субстратом ДНК-полимераз является дезок-
сиуридинтрифосфат (dUTP) с различными функ-
циональными группами, введенными по С5-поло-
жению пиримидинового цикла [1–3]. Меньшее
распространение модифицированных производ-
ных трифосфатов дезоксицитидина (dCTP) и пу-
риновых оснований (dATP, dGTP) связано с более
сложным синтезом. В последнее время появляют-
ся сообщения об успешном применении модифи-
цированных dCTP в ферментативных реакциях

амплификации ДНК [4, 5]. Идет активный поиск
новых производных трифосфатов как пиримиди-
новой, так и пуриновой природы [6–8].

Важной задачей является изучение одновре-
менного множественного встраивания модифи-
цированных нуклеотидов в одну цепь ДНК. Пре-
имуществами одновременного использования
разноименных модифицированных нуклеоти-
дов (например, dU и dC) является, с одной сто-
роны, увеличение чувствительности анализа при
ферментативном введении меток, с другой –
расширение спектра мишеней для создания вы-
сокоспецифичных аптамеров с несколькими мо-
дифицированными группами [9, 10].

На сегодняшний момент данных по одновре-
менному использованию нескольких модифици-
рованных трифосфатов недостаточно. Одна из пер-
вых успешных попыток параллельного введения
различных модифицированных нуклеотидов в про-
цессе амплификации ДНК была осуществлена в
2003 году [11]. Описан ПЦР-продукт, при получе-
нии которого природные трифосфаты в ПЦР были
замещены модифицированными dUTP, dCTP и
dATP. В коротком сообщении не обсуждалось
практическое применение полученных результа-

Сокращения: dT – 2'-дезокситимидин; dC – 2'-дезоксици-
тидин; Cy5-dUTP – флуоресцентно-меченный 2'-дезокси-
уридин-5'-трифосфат; Cy5-dCTP – флуоресцентно-мечен-
ный 2'-дезоксицитидин-5'-трифосфат.

#  Автор для связи: (тел.: +7 (495) 135-98-00; факс: +7 (495)
135-14-05; эл. почта: lapa@biochip.ru).

УДК 577.113.4:577.151.35



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 4  2020

ОДНОВРЕМЕННОЕ ПРИМЕНЕНИЕ 419

тов. В 2017 году введение двух модифицирован-
ных оснований в одну цепь ДНК было применено
для поиска высокоспецифичных аптамеров к бел-
ковой мишени [10]. Установлено, что нахождение
определенных парных комбинаций модифици-
рованных нуклеотидов может приводить к более
высокому сродству к мишени, увеличивать мета-
болическую стабильность и ингибирующий тера-
певтический эффект по сравнению с аптамерами,
содержащими одну модификацию.

Ранее нами было показано, что в ПЦР с корот-
кой ДНК-матрицей бактериального генома [12] и
короткой синтетической матрицей [13] – наибо-
лее подходящими субстратами являются Cy5-мо-
дифицированные dU с нейтральным электриче-
ским зарядом флуорофора. При этом изучали
только индивидуальное введение в ДНК каждого
из модифицированных производных.

В настоящей работе изучено одновременное
применение в ПЦР аналогов dU и dC, модифици-
рованных индодикарбоцианиновыми красителями
(ряд Cy5) с различным зарядом флуорофора. В ка-
честве ДНК-матриц применены фрагменты бакте-
риальных геномов различной длины. Амплифика-
цию матриц проводили с помощью Taq ДНК-поли-
меразы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Изучено поведение Cy5-производных трифос-

фатов дезоксиуридина (Cy5-dU) и дезоксицити-
дина (Cy5-dC) в качестве субстратов Taq ДНК-
полимеразы в ПЦР при замещении природных
dTTP и dCTP. Флуорофоры, введенные по пири-
мидиновому основанию дезоксинуклеозидов, раз-
личались суммарным электрическим зарядом –
положительным, нейтральным и отрицательным –
и по этому признаку были распределены на пары
Cy5-dU1 (+) и Cy5-dC1 (+), Cy5-dU2 (0) и Cy5-
dC2 (0), Cy5-dU3 (–) и Cy5-dC3 (–), где в скобках
указано значение суммарного заряда флуорофора.
Структуры соединений приведены на рис. 1.

Пиримидиновое основание производных дез-
оксиуридина связано по 5-положению с флуорес-
центеными красителями через аминоаллильный
линкер Е-транс двойной связью. Пиримидиновое
основание производных дезоксицитидина связано
по 5-положению с флуоресцентными красителя-
ми через аминопропаргильный линкер тройной
связью. Модифицированные производные пири-
мидиновых нуклеотидов с обоими вариантами
линкеров, связанными с 5-положением, ориен-
тируют заместители в широкую бороздку двух-
спиральной ДНК и способны восприниматься
ДНК-полимеразами в качестве субстратов [14, 15].

Проводили замену в реакционной смеси одно-
го из природных dNTP на каждый из модифици-
рованных аналогов индивидуально в отдельных

реакциях. Массовую долю модифицированного
производного по отношению к соответствующе-
му природному трифосфату дезоксинуклеозида
увеличивали от 0 до 100%. Для амплификации ис-
пользовали фрагмент rpoB-гена Mycobacterium tu-
berculosis. Ингибирующий эффект определяли по
оптической плотности ПЦР-продуктов при элек-
трофоретическом разделении реакционной сме-
си.

Изучали субстратное поведение и эффект ин-
гибирования ПЦР при одновременном использо-
вании разноименных модифицированных нуклео-
тидов в одной реакции ПЦР (Cy5-dU + Cy5-dC) по
сравнению с индивидуальным использованием
одного производного (Cy5-dU или Cy5-dC). При
этом массовые доли модифицированных произ-
водных увеличивали соответственно, т.е. 0% Cy5-
dU + 0% Cy5-dC, 5% Cy5-dU + 5% Cy5-dC – и так
далее до полного замещения природных dT и dC
при сохранении постоянной суммарной концен-
трации (Cy5-dU + dT) и (Cy5-dC + dC), которая
составляла 200 мкМ. Выход измеряли по оптиче-
ской плотности соответствующих полос электро-
форезного геля с помощью программы ImageJ
(NIH, США). Данные приведены в табл. 1. Выход
для каждого модифицированного производного
и их комбинаций нормировали на выход с приме-
нением в реакции только природных дезоксинук-
леозидтрифосфатов (соответствует столбцу табл. 1
с массовой долей замены 0%). Одновременное
использование разноименных модифицирован-
ных производных не приводило к статистически
значимому увеличению ингибирующего эффекта
по сравнению с использованием их по-отдельности
в тех же концентрациях. Т.е. не наблюдали накоп-
ления эффекта ингибирования при совместном
применении. Наиболее сильно выраженный инги-
бирующий эффект в ПЦР наблюдали для модифи-
цированных dU и dC с суммарным положитель-
ным зарядом, минимальный – для отрицательно-
заряженных.

Суммарно-электронейтральные производные с
распределенным зарядом (цвиттер-ионы), при за-
метном ингибирующем эффекте, показывали хоро-
шую плотность встраивания в растущую цепь ДНК.
В то время как отицательно заряженные, при ми-
нимальном ингибирующем эффекте, демонстри-
ровали минимальную же плотность встраивания.
Субстратную эффективность определяли по со-
вокупности показателей кинетики амплифика-
ции (эффективность амплификации Е) и плотно-
сти встраивания метки в растущую цепь ДНК.
Плотность встраивания и эффективность ампли-
фикации определяли с помощью гибридизацион-
ного анализа и ПЦР в режиме реального времени,
соответственно, как описано в [12, 16]; получен-
ные данные будут обсуждены в отдельной публи-
кации.
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Изучали возможность применения пар (Cy5-
dU + Cy5-dC) для амплификации фрагментов бак-
териальных геномов длиной 126, 283 и 370 п. о.
Наблюдали усиление ингибирующего влияния мо-
дификаций на ПЦР с увеличением длины ПЦР-
продуктов. Результаты амплификации бактери-
альных генетических мишеней различной длины
приведены на рис. 2. Заметно снижение электро-
форетической подвижности для электроней-
тральных Cy5-dNTPs по мере увеличения массо-
вой доли модифицированных производных в ре-
акционной смеси. По-видимому, это связано с
возрастанием суммарного количества встроивших-
ся электронейтральных производных в растущую
цепь ДНК, т.е. с возрастанием плотности метки
на одну молекулу ПЦР-продукта. Из рис. 2 видно,
что при попарном одновременном введении в ре-
акцию разноименных модифицированных нук-
леотидов сохранялась зависимость от заряда флуо-
рофора, обнаруженная ранее при индивидуальном
введении модификаций. При попарном введении
производных dU и dC с электроположительными
флуорофорами наблюдался наибольший ингиби-
рующий эффект, с электроотрицательными –
наименьший.

Наблюдалась тенденция уменьшения выхода
продукта с увеличением длины используемой мат-
рицы для амплификации. Очевидно, при выбран-
ных параметрах ПЦР длина амплифицируемого
фрагмента существенно влияет на выход ПЦР-
продуктов с увеличением массовой доли Cy5-мо-
дифицированных субстратов. Следует ожидать,
что оптимизация условий ПЦР для амплифика-
ции длинных фрагментов, а именно увеличение
временных интервалов стадии элонгации прай-

меров, способно увеличить выход модифициро-
ванного целевого продукта.

Увеличение плотности встраивания метки за
счет одновременного применения разноименных
модифицированных нуклеотидов способно повы-
сить чувствительность молекулярно-генетическо-
го анализа. Применение флуоресцентно-модифи-
цированных dC в дополнение к dU, учитывая от-
сутствие наблюдаемого накопительного эффекта
ингибирования при совместном использовании,
когда суммарная концентрация модификации уве-
личивается в два раза по сравнению с индиви-
дуальным использованием, предпочтительно для
анализа ГЦ-богатых последовательностей.

По результатам исследования можно заклю-
чить, что при одновременном введении в ПЦР
Cy5-модифицированных производных разноимен-
ных нуклеотидов, наименьшим ингибирующим
эффектом на ДНК-полимеразу обладают соеди-
нения с отрицательным зарядом флуорофора. При
этом, по данным гибридизационного анализа,
наибольшая плотность введения меток достига-
ется при попарном использовании электроней-
тральных Cy5-модифицированных производных
dU и dC, но с меньшим выходом целевого про-
дукта.

Выход целевых продуктов амплификации при
одновременном использовании модифицирован-
ных dU и dC в ПЦР уменьшается с увеличением
длины ПЦР-продуктов и с увеличением массовой
доли модифицированных производных в реакци-
онной смеси.

Таблица 1. Сравнительные нормированные выходы продуктов при ПЦР-амплификации фрагмента гена rpoB
Mycobacterium tuberculosis, определенные по оптической плотности полосы целевого продукта в электрофорезном
геле. Массовая доля модифицированного дезоксинуклеозида указана в процентах по отношению к общему ко-
личеству одноименного модифицированного и немодифицированного трифосфата дезоксинуклеозида. Норми-
ровка произведена на выход реакции с использованием только природных дезоксинуклеозидтрифостфатов

Модифицированный 
субстрат

Массовая доля, %

0 10 25 50 75 100

dUTP1 (+) 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

dUTP2 (0) 1.00 0.31 0.17 0.00 0.00 0.00

dUTP3 (–) 1.00 0.9 0.69 0.13 0.02 0.00

dCTP1 (+) 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

dCTP2 (0) 1.00 0.48 0.19 0.00 0.00 0.00

dCTP3 (–) 1.00 1.00 0.81 0.15 0.03 0.00

dUTP1 (+) + dCTP1 (+) 1.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00

dUTP2 (0) + dCTP2 (0) 1.00 0.45 0.12 0.00 0.00 0.00

dUTP3 (–) + dCTP3 (–) 1.00 1.14 0.95 0.11 0.01 0.00
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Модифицированные

трифосфаты дезоксинуклеозидов

Cy5-модифицированные производные трифос-
фата дезоксиуридина и дезоксицитидина синте-
зировали по методу, описанному в [12, 17].

ДНК-матрицы для исследования субстратной 
эффективности Cy5-модифицированных 

трифосфатов дезоксинуклеозидов

В работе использованы образцы геномной
ДНК Mycobacterium tuberculosis из коллекции Ла-
боратории биологических микрочипов ФГБУН
ИМБ РАН (Россия). Образцы геномной ДНК
Staphylococcus aureus и Legionella pneumophila предо-
ставлены ФБУН ГНЦ ПМБ (Россия). В качестве
ДНК-матриц для амплификации использовали

три бактериальных генетических мишени различ-
ной длины, принадлежащих возбудителям легоч-
ных инфекций человека.

А. Фрагмент гена rpoB из деконтаминирован-
ной геномной ДНК Mycobacterium tuberculosis,
штамм H37rv; праймеры: прямой f1272 (5'-CGC-
CGCGATCAAGGAGTTCT-3') и обратный r1398
(5'-TCACGTGACAGACCGCCGGG-3') [18]. Дли-
на ПЦР-продукта – 126 п. о.

Для двух других бактериальных мишеней кон-
струировали видоспецифичные праймеры и оп-
тимизировали условия ПЦР.

Б. Фрагмент гена ebpS из деконтаминирован-
ной геномной ДНК Staphylococcus aureus, штамм
ATCC 25923; праймеры: прямой ebpS-f1 (5'-ACTC-
GACTGAGGATAAAGCGTCT-3') и обратный ebpS-
r1 (5'-CCTCCAAATATCGCTAATGCACC-3'). Дли-
на ПЦР-продукта – 283 п. о.

Рис. 2. Агарозный электрофорез продуктов ПЦР с бактериальных геномных мишеней различной длины с использо-
ванием пар Cy5-модифицированных производных дезоксиуридина и дезоксицитидина (замещение от 0 до 100% к
природным аналогам для каждого dNTP в паре). L – маркер длин двухцепочечной ДНК GeneRuler 50bp (ThermoSci-
entific, США), NC – отрицательный контроль. Цифровые обозначения над лунками геля обозначают процент заме-
щения в ПЦР каждого из пары природных dTTP и dCTP на соотвествующие Cy5-модифицированные аналоги при со-
хранении постоянной суммарной концентрации (Cy5-dNTP + природный dNTP) 200 мкМ. Окрашивание бромистым
этидием.

dU1(+) + dC1(+)
L 0 5 10 25 50 75 100 NC

dU2(0) + dC2(0)
L 0 5 10 25 50 75 100 NC

dU3(–) + dC3(–)
L 0 5 10 25 50 75 100

dU1(+) + dC1(+)
L 0 5 10 25 50 75 100 NC

dU2(0) + dC2(0)
L 0 5 10 25 50 75100 NC

dU3(–) + dC3(–)
L 0 5 10 25 50 75 100

dU1(+) + dC1(+)
L 0 5 10 25 50 75100NC

dU2(0) + dC2(0)
L 0 5 10 25 50 75100 NC

dU3(–) + dC3(–)
L 0 5 10 25 50 75 100

NC

NC

NC

Mycobacterium tuberculosis, фрагмент гена rpoB, 126 п. о.

Staphylococcus aureus, фрагмент гена ebpS, 283 п. о.

Legionella pneumophila, фрагмент гена sidA, 370 п. о.
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В. Фрагмент гена sidA из деконтаминирован-
ной геномной ДНК Legionella pneumophila, штамм
ATCC 33152; праймеры: прямой sidA-f1 (5'-TTC-
CACTGGTGGGTGGGGTTTTG-3') и обратный
sidA-r1 (5'-TCATGTTGGAGTTCTATGGCACG-3').
Длина ПЦР-продукта – 370 п. о.

Полимеразная цепная реакция

Для всех Cy5-модифицированных трифосфа-
тов дезоксиуридина и дезоксицитидина прово-
дили ПЦР как при индивидуальной замене соот-
ветствующего природного нуклеотида, так и при
попарной замене от 0 до 100% каждого в реакци-
онной смеси. Использовали Taq ДНК-полимера-
зу (Thermo Scientific, США), количество которой в
реакционную смесь брали согласно рекомендациям
производителя. Реакционная смесь содержала 200
мкM каждого из природных дезоксинуклеозид-
трифосфатов dATP и dGTP. Количество природ-
ных dTTP и dCTP варьировали в зависимости от
массовой доли при их замене на модифицирован-
ные аналоги при соблюдении суммарной концен-
трации (Cy5-dUTP + dTTP), равной 200 мкМ, и
суммарной концентрации (Cy5-dCTP + dCTP),
также равной 200 мкМ. Замену природного нук-
леотида на флуоресцентный аналог проводили с
увеличением массовой доли последнего от 0 до
100%, т.е. до полного замещения природного ана-
лога. Матрицы для амплификации добавляли в
реакционную смесь в количестве 105 копий на ре-
акционную пробирку.

Температурно-временной профиль ПЦР со-
стоял из предварительной денатурации при 95°С
в течение 3 мин, за которой следовали 40 циклов:
95°С в течение 30 с, 66°С в течение 30 с, 72°С в те-
чение 40 с и далее завершающая инкубация при
72°С в течение 5 мин.

Определение выхода продуктов амплификации

Полученные ПЦР-продукты разделяли в 4%
агарозном геле. Окрашивание проводили броми-
дом этидия. Количество продукта оценивали по
оптической плотности соответствующих полос в
дорожках геля с использованием программы Im-
ageJ (NIH, США).
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Simultaneous Use of Cy5-Modified Derivatives
of Deoxyuridine and Deoxycytidine in PCR

S. A. Lapa*, #, T. O. Guseinov*, A. S. Pavlov*,
V. E. Shershov*, V. E. Kuznetsova*, A. S. Zasedatelev*, and A. V. Chudinov*

#Phone: +7 (495) 135-98-00; fax: +7 (495) 135-14-05; e-mail: lapa@biochip.ru

*Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 32, Moscow, 119991 Russia

The features of simultaneous incorporation of modified Cy5-deoxyuridines (C5-dU) and deoxycytidines
(Cy5-dC) into the growing DNA chain in PCR with Taq DNA polymerase were studied. Studies were carried
out for pairwise incorporation of nucleotides modified with f luorophores having a total positive, neutral and
negative charge. The proportion of modified deoxynucleoside triphosphates (Cy5-dUTP and Cy5-dCTP) to
natural analogues (dTTP and dCTP) was varied from 0 to 100% of each in the reaction, i.e. to complete sub-
stitution. The comparison with the individual incorporation of the corresponding modified derivatives was
carried out. Pairs (Cy5-dU + Cy5-dC) were used to amplify fragments of bacterial genomes of 126, 283 and
370 base pairs. Increasing the length of the amplified DNA fragment reduced the yield of the product when
using Cy5-modified nucleotides under selected amplification conditions. Electronegative Cy5-dNTPs
showed the least inhibitory effect on PCR, while electroneutral – provided a greater density of labels incor-
poration in the growing DNA chain.

Keywords: modified deoxynucleoside triphosphates, indodicarbocyanine dyes, PCR
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Сульфатазы катализируют реакцию гидролиза эфиров серной кислоты и играют ключевую роль в
ряде биологических процессов как высших эукариот, так и прокариот. По литературным данным
для осуществления катализа некоторым представителям этой группы ферментов требуется пост-
трансляционная модификация остатков серина или цистеина в активном центре в уникальную ами-
нокислоту Cα-формилглицин. Тем не менее, подтверждено, что даже в отсутствии данной модифи-
кации некоторые сульфатазы способны катализировать реакцию гидролиза сульфоэфиров. В насто-
ящей работе были проведены исследования структурно-функциональных особенностей активной
рекомбинантной сульфатазы из мицелиального гриба Fusarium proliferatum LE1, содержащей в ак-
тивном центре каталитический остаток цистеина, не подвергшийся модификации. Впервые была
построена теоретическая атомарная модель фермента, определена структурная организация его ак-
тивного центра и выявлены ключевые аминокислотные остатки, принимающие участие в связыва-
нии п-нитрофенил сульфата и катализирующие его гидролиз. Точечные аминокислотные замены
выявленных остатков привели к инактивации фермента. В частности, мутантные формы фермента
с заменой каталитического цистеина на серин и треонин, содержащие гидроксильную группу в бо-
ковой цепи, полностью утрачивали активность, что свидетельствует о непосредственном участии
меркаптогруппы цистеина в реакции гидролиза.

Ключевые слова: сульфатаза, Cα-формилглицин, пост-трансляционная модификация, фермент-суб-
стратный комплекс
DOI: 10.31857/S0132342320040132

ВВЕДЕНИЕ
Сульфатазы (КФ 3.1.6.-) представляют собой

широко распространенный в природе класс гид-
ролаз, катализирующих реакцию гидролиза раз-
личных эфиров серной кислоты, таких как стеро-
иды, гормоны, а также различные гликоконъюгаты.
Данная группа ферментов обнаружена во множе-
стве микроорганизмов, в растениях, а также в боль-

шинстве животных и человеческих тканей [1]. У
человека было идентифицировано большое ко-
личество сульфатаз, играющих ключевые роли в
таких биологических процессах как синтез гор-
монов, деградацию гликозаминогликанов и гли-
колипидов, репродуктивные процессы, развитие
костей и хрящей и др. [2]. Нарушение их функций
связано с рядом заболеваний, включающих множе-
ственную сульфатазную недостаточность, Х-свя-
занный ихтиозис и др. [3, 4]. Микробные сульфа-
тазы изучены менее подробно [5]. Известно, что
сульфатазы микроорганизмов участвуют в про-
цессах утилизации альтернативных источников
серы и экспрессируются в условиях недостаточ-
ности неорганического сульфата [6]. Сульфатазы

Сокращения: FGly – Cα-формилглицин; F.p.Sulf-6His –
рекомбинантная сульфатаза из Fusarium proliferatum LE1;
pNPS – п-нитрофенил сульфат; SmCS – сульфатаза из
Sinorhizobium meliloti; HsS – сульфатаза из Homo sapiens;
BtS – сульфатаза из Bacteroides thetaiotaomicron; МД – мо-
лекулярная динамика.

# Автор для связи: (эл. почта: bobrov_ks@pnpi.nrcki.ru).

УДК 577.151.34
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на поверхности клеток некоторых патогенных
микроорганизмов участвуют в процессе взаимо-
действия “хозяин-патоген” [7]. Помимо этого, дан-
ные ферменты играют важную роль в росте и
морфологии грибов рода Fusarium, что делает их
потенциальной мишенью для разработки новых
фунгицидов [8].

Современная классификация сульфатаз осно-
вана на сравнении аминокислотных последова-
тельностей и разделяет ферменты на четыре семей-
ства [9]. При этом почти 90% известных сульфа-
таз являются представителями семейства S1 [10].
Ферменты, входящие в это семейство, содержат
в активном центре уникальный аминокислот-
ный остаток Cα-формилглицин (FGly), образу-
ющийся в результате пост-трансляционной мо-
дификации серина или цистеина в консерватив-
ном мотиве (C/S)XPXR на N-конце белка [11, 12].
Считается, что наличие FGly строго необходимо
для проявления сульфатазной активности, а фер-
менты с немодифицированным каталитическим
остатком образуют с субстратом ковалентный ком-
плекс, в дальнейшем негидролизуемый по тради-
ционной схеме [13–16]. Далее под модифициро-
ванным ферментом дикого типа мы будем под-
разумевать фермент без аминокислотных замен,
содержащий каталитический остаток FGly, соот-
ветственно немодифицированным будем назы-
вать фермент, содержащий каталитический оста-
ток Cys или Ser.

Тем не менее, в последнее время стали появ-
ляться работы, доказывающие, что некоторые фер-
менты, не подвергшиеся пост-трансляционной
модификации каталитического остатка, все-таки
способны катализировать гидролиз сульфатиро-
ванных соединений. Так, отсутствие FGly в ре-
комбинантной холинсульфатазе из Ensifer (Sinorhi-
zobium) meliloti было подтверждено методом масс-
спектрометрии, но при этом фермент проявлял
детектируемую активность в гидролизе холин-,
п-нитрофенил- и метилумбеллиферил-сульфа-
тов [17]. Аналогично, ранее охарактеризованная
нами рекомбинантная немодифицированная суль-
фатаза из мицелиального гриба Fusarium prolifera-
tum LE1 также катализировала реакцию гидроли-
за п-нитрофенил сульфата (pNPS) [18].

Опубликованные результаты указывают на не-
обходимость дальнейшего тщательного изучения
структурных особенностей, обеспечивающих ка-
талитическую активность как модифицированных,
так и немодифицированных сульфатаз. В настоя-
щей работе мы провели исследование структур-
ной организации активного центра рекомбинант-
ной немодифицированной сульфатазы из мице-
лиального гриба F. proliferatum LE1 для выявления
каталитических остатков, участвующих в катали-
зе гидролиза модельного субстрата pNPS, метода-

ми молекулярного моделирования и белковой ин-
женерии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ первичной структуры

и субстратная специфичность
В работе использовали созданную нами ранее

систему экспрессии рекомбинантной сульфата-
зы из мицелиального гриба F. proliferatum LE1
(F.p.Sulf-6His) [18]. Так, было установлено, что
данный фермент проявляет гидролитическую ак-
тивность в отношении таких субстратов, как pNPS
(удельная активность 2.3 × 10–2 ед. акт./мг белка)
и п-нитрофенил фосфат (удельная активность
3.8 × 10–4 ед. акт./мг белка). При этом отсутствие
пост-трансляционной модификации каталитиче-
ского цистеина в FGly было подтверждено мето-
дом масс-спектрометрии [18]. Анализ аминокис-
лотной последовательности F.p.Sulf-6His показал,
что изучаемый белок относится к семейству S1
сульфатаз, подсемейству S1_S12 (холинсульфата-
зы) [10]. В настоящей работе было проведено ис-
следование гидролитической активности F.p.Sulf-
6His в отношении его предполагаемого субстрата
холинсульфата. 

Анализ реакционной смеси показал отсутствие в
ней холина, являющегося непосредственным про-
дуктом реакции гидролиза холинсульфата. Следо-
вательно, можно заключить, что F.p.Sulf-6His не ка-
тализирует реакцию гидролиза холинсульфата.

Молекулярное моделирование
С помощью методов молекулярного модели-

рования построили атомарные модели F.p.Sulf-
6His, взяв за основу пространственные структуры
сульфатаз с гомологичными аминокислотными
последовательностями из трех организмов: Sinorhi-
zobium meliloti (SmCS, идентичность последова-
тельности 44%, PDB код: 4UG4, рис. 1а), Bacteroi-
des thetaiotaomicron (BtS, идентичность последова-
тельности 32%, PDB код: 5G2V, рис. 1б) и Homo
sapiens (HsS, идентичность последовательности
33%, PDB код: 4MHX, рис. 1в).

Наиболее полное совпадение модели и шабло-
на по аминокислотному составу, ходу полипеп-
тидной цепи и пространственному расположению
аминокислот активного центра наблюдается толь-
ко для структуры F.p.Sulf-6His, построенной на
основе сульфатазы SmCS (рис. 1а). Поэтому имен-
но эту модель использовали для исследования
фермент-субстратного комплекса F.p.Sulf-6His с
pNPS. В свою очередь аминокислотный состав
активных центров модели и шаблона существен-
ным образом отличается для модели, построен-
ной, как на основе BtS, так и на основе HsS. Из-за
разницы в количестве аминокислотных остатков
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Рис. 1. Пространственная структура сульфатаз из
S. melliloti (SmCS, идентичность последовательности
44%, PDB код: 4UG4) (а), B. thetaiotaomicron (BtS,
идентичность последовательности 32%, PDB код:
5G2V) (б) и H. sapiens (HsS, идентичность последова-
тельности 33%, PDB код: 4MHX) (в). Салатовым цве-
том окрашена модель F.p.Sulf-6His, построенная по
соответствующему структурному шаблону, темно-зе-
леным – фермент SmCS, синим – BtS, бирюзовым –
HsS. Желтой сферой обозначен ион металла в актив-
ном центре. Красным цветом выделены участки тре-
тичной структуры ферментов относящиеся к актив-
ному центру, и отличающиеся в модели и структур-
ном шаблоне.
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между моделью и шаблоном отличается также ход
полипептидной цепи на участках активного центра,
затрагивающих остатки 254–265 и 441–449 BtS
(рис. 1б) и в еще большей степени на участках
124–126, 138–142, 278–288, 388–437 HsS (рис. 1в).

Релаксация сконструированной модели бел-
ка F.p.Sulf-6His методом молекулярной динами-
ки (МД) в водном окружении в течение 150 нс не
выявила нестабильности третичной структуры
глобулы белка (рис. 2). Усредненная величина
среднеквадратичных флуктуаций атомов C, Cα,
N основной цепи составляет 0.89 ± 0.55Å. По-
движностью выше средней обладали лишь участки
на N-конце (5–13, 18–26) и на C-конце (515–557)
белка, информация о которых не содержалась в
структурном шаблоне SmCS а также участки пе-
тель и концевые участки альфа-спиралей, не при-
нимающие участия в формировании активного
центра (43–51, 157–161, 175–181, 234–249, 265–269,
445–475, 492–507) (рис. 2а и 2б). Среди наиболее
заселенных конформаций белка, найденных мето-
дами кластеризации (рис. 2в), была выбрана кон-
формация с открытым входом в активный центр,
объем которого был достаточен для размещения
субстрата pNPS. N- и С-концы фермента не заго-
раживают вход в активный центр, располагаясь
на расстоянии более 25 Å от него.

Возможные варианты связывания pNPS в ак-
тивном центре белка F.p.Sulf-6His установили с
помощью методов докинга с последующей про-
веркой стабильности комплекса методом МД в
водном окружении. Ранее масс-спектрометриче-
ский анализ показал, что в отличие от SmCS на ме-
сте каталитического FGly в ферменте F.p.Sulf-6His
находится остаток цистеина в положении 77 [18].
Ближайшими аминокислотными остатками в ра-
диусе 4 Å от pNPS являются: D36, С77, A78, R81,
K125, M126, H127, Y145, D314, H315 и K327 (рис. 3).
Аминокислотные остатки D36, D314, H315 коор-
динируют ион марганца, а остаток R81 для этого
правильным образом располагает в простран-
стве остаток D314, образуя с ним водородную связь.
Рисунок 4 демонстрирует наблюдаемое в ходе МД
изменение расстояний между атомами сульфат-
ной группы pNPS и взаимодействующими с ней
ключевыми атомами в структуре F.p.Sulf-6His:
S–SγC77, O1–SγC77, О3–NζK327, О4–Mn2+. На-
чиная с 21-ой нс, когда субстрат pNPS изменил
исходное положение в активном центре фермен-
та, структура комплекса F.p.Sulf-6His–pNPS оста-
валась стабильной до конца траектории; средне-
квадратичные флуктуации атомов pNPS состави-
ли 0.82 Å. Средние рассчитанные расстояния равны
3.90 ± 0.19, 3.31 ± 0.24, 1.96 ± 0.05 и 3.30 ± 0.50 Å
для пар атомов S–SγC77, O1–SγC77, О3–NζK327,
О4–Mn2+ соответственно. Атом кислорода О4 суль-
фогруппы pNPS прочно удерживается ионом мар-
ганца на одном расстоянии. Атом О3 образует во-



428

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 4  2020

КОЛЧИНА и др.

дородную связь с аминогруппой лизина 327, но
расстояние между донором и акцептором водо-
родной связи меняется в ходе МД из-за подвиж-

ности длинной боковой цепи лизина. В непо-
средственной близости от SγC77 находится атом
кислорода О1, соединяющий сульфатную и нит-
рофенольную группы pNPS. 4% времени атом
SγC77 находится в плотном ван-дер-ваальсовом
контакте с атомом серы сульфогруппы pNPS, ко-
гда расстояния между ними не превышает рассто-
яния атаки 3.6 Å. При этом минимальное наблю-
даемое расстояние S–SγC77 равняется 3.35 Å.

Построенная атомарная модель комплекса
F.p.Sulf-6His–pNPS позволила сделать предполо-
жения о роли отдельных аминокислотных остатков
активного центра фермента и предложить оди-
ночные аминокислотные замены для проверки
этих предположений. Необходимо было выяс-
нить, действительно ли остаток С77 участвует в
реакции гидролиза pNPS и важно ли для катализа
наличие его меркаптогруппы, или же ее роль мо-
жет выполнять гидроксильная группа. Для про-
верки первого предположения решили сделать
аминокислотную замену C77A; для проверки вто-
рого – рекомендовали провести замены C77S и
C77T. Остатки серина и треонина по химическо-
му составу боковых цепей напоминают цистеин с
той лишь разницей, что тиольная группа замене-
на на гидроксильную.

Для определения других ключевых остатков в
активном центре фермента F.p.Sulf-6His, способ-
ных участвовать в связывании субстрата и оказы-
вать влияние на ход каталитической реакции,
предложили аминокислотные замены K327A,
K125A, H127A, R81A. По аналогии с описанным
механизмом действия сульфатазы SmCS [19] ами-
нокислотный остаток K327 может отвечать за
протонирование уходящей группы при гидролизе
сульфатных эфиров, однако в построенном нами
комплексе F.p.Sulf-6His–pNPS остатки K125 и
H127 располагаются на удалении от сульфогруппы
(расстояние от атома S pNPS до атома N остатка
K125 составляет 5.8 Å, от атома S pNPS до атома N
остатка H127 – 8.9 Å), ближе ко входу в активный
центр и взаимодействуют с уходящей группой
субстрата.

Анализ гидролитической активности
мутантных форм F.p.Sulf-6His

Нами были получены, выделены и очищены
мутантные формы белка F.p.Sulf-6His, содержа-
щие предложенные аминокислотные замены. Уро-
вень экспрессии мутантных форм соответствовал
уровню экспрессии белка дикого типа (данные не
показаны). При этом ни один из выделенных фер-
ментов не продемонстрировал детектируемой суль-
фатазной активности.

Рис. 2. Подвижность третичной структуры модели
белка F.p.Sulf-6His в ходе МД. (а) Среднеквадратич-
ные флуктуации (СКВФ) основной цепи аминокис-
лотных остатков. Зеленой пунктирной линией обо-
значена средняя величина СКВФ. (б) Утолщения по-
липептидной цепи пропорциональны величине
СКВФ этих участков цепи. (в) Пространственное
совмещение медианных структур из пяти кластеров,
полученных по результатам анализа траектории МД.
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Полученные результаты указывают на то, что
катализ реакции гидролиза pNPS ферментами с
каталитическим FGly и немодифицированной
сульфатазой F.p.Sulf-6His происходит в том же
активном центре. Так, замена обсуждаемых амино-
кислот в SmCS с модифицированным каталитиче-
ским остатком приводит к снижению активности
фермента на 3–4 порядка [19]. Вероятно, данное
снижение происходит и в случае немодифициро-
ванной F.p.Sulf-6His, но, поскольку исходная ак-
тивность фермента невысока, то гидролитиче-
скую активность мутантных форм оказалось не-
возможно детектировать используемыми в работе

методами, так как снижение данной величины на
три порядка приведет к тому, что измеряемые ве-
личины оптической плотности реакционной сме-
си станут соизмеримы с погрешностью спектро-
фотометра. Увеличение времени реакции в на-
шем случае также не способствовало детекции
гидролитической активности по причине низкой
стабильности исследуемого фермента. При этом
инактивация мутантной формы F.p.Sulf-6His C77A
указывает на участие немодифицированного ци-
стеина в реакции гидролиза сульфоэфиров.

С учетом высокой гомологии активных цен-
тров белков F.p.Sulf-6His и SmCS и результатов
молекулярного моделирования, мы предположи-

Рис. 3. (а) Расположение субстрата pNPS в активном центре F.p.Sulf-6His, полученное методами молекулярного моде-
лирования. (б) Диаграмма взаимодействия аминокислотных остатков F.p.Sulf-6His с pNPS. Зеленым цветом показана
гидрофобная область, голубым затенением показаны акцепторы водородной связи, серыми дугами показана поверх-
ность, доступная растворителю.
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ли, что арилсульфатаза F.p.Sulf-6His катализирует
реакцию гидролиза pNPS путем атаки SH-группы
цистеина С77 на атом серы pNPS. Такой атаке
способствует электрон-акцепторное влияние нит-
ро-группы, увеличивающей дробный отрицатель-
ный заряд на кислородном атоме нитрофениль-
ного остатка, что облегчает разрыв связи между
ним и атомом серы сульфата. Дробный отрица-
тельный заряд на нитрофенильном атоме кисло-
рода может также способствовать частичному де-
протонированию SH-группы цистеина С77, что
также должно увеличивать нуклеофильность мер-
каптогруппы, а следовательно, ускорять реакцию
замещения остатка нитрофенола на остаток ци-
стеина. В результате остаток цистеина, предполо-
жительно, превращается в тиосульфатное произ-
водное, в котором остаток сульфата присоединен
к сере посредством S–S связи. Активирующее

влияние нитрофенильной группы не вызывает
сомнения, так как мы показали, что фермент не
способен гидролизовать алкилсульфаты, в част-
ности, холинсульфат. Однако остается вопрос, что
происходит с ферментом после того, как SH-груп-
па цистеина С77 превращается в остаток тиосуль-
фата. S-Алкилтиосульфаты или, так называемые,
соли Бунтэ хорошо известны в органической хи-
мии [20]. Кислотный гидролиз таких производ-
ных приводит к отщеплению сульфата и высво-
бождению алкил-тиолов, что является одним из
препаративных способов получения последних.
Однако обычно такой гидролиз протекает в до-
статочно жестких условиях, к примеру, путем ки-
пячения в кислой среде в течение нескольких ча-
сов. Основания также способны гидролизовать
алкилтиосульфаты, но известно лишь, что реак-
ция протекает по сложному механизму. Тем не
менее, поскольку в результате гидролиза pNPS не
происходит инактивации фермента, это, вероятно,
означает, что тиосульфатное производное цисте-
ина 77 каким-то образом способно гидролизо-
ваться в физиологических условиях, высвобож-
дая исходную SH-группу и переводя, таким обра-
зом, фермент в активную форму.

Необходимо отметить, что замена каталитиче-
ского цистеина на серин инактивировала F.p.Sulf-
6His. Известно, что оба этих аминокислотных
остатка в сульфатазах могут модифицироваться в
FGly [2, 21]. Однако гидролитическую активность
проявлял лишь F.p.Sulf-6His с цистеином в ак-
тивном центре. Мутантная форма фермента, в ко-
торой каталитический цистеин был заменен на
треонин, также не проявила детектируемой гид-
ролитической активности, указывая на необхо-
димость участия меркаптогруппы цистеина в ре-
акции гидролиза, катализируемой F.p.Sulf-6His.

В литературе описываются случаи наличия суль-
фатазной активности у немодифицированных фер-
ментов, содержащих в активном центре как ци-
стеин, так и серин. Так, гидролиз сульфоэфиров,
помимо F.p.Sulf-6His, были способны осуществ-
лять немодифицированная сульфатаза из S. meli-
loti [17], в активном центре которой находится ци-
стеин, и сульфатаза из Pseudomonas aeruginosa, в
активный центр которой методом сайт-направ-
ленного мутагенеза был введен серин [13]. Однако
в работе Williams с соавт. было показано, что реак-
ция распада фермент-сульфатного комплекса (пе-
реходного состояния) предположительно идет по
механизму элиминирования E2, а не нуклеофиль-
ного замещения SN2 [16]. Для протекания данной
реакции необходимо наличие геминальной гид-
роксигруппы у каталитической аминокислоты.
Именно ее отсутствием авторы объясняют невоз-
можность распада ковалентного комплекса не-
модифицированных сульфатаз с серином в ак-
тивном центре и сульфатной группы. Наличие
же гидролитической активности у сульфатазы из

Рис. 4. Изменение расстояния между атомами суль-
фатной группы pNPS и взаимодействующими с ними
атомами белка.
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P. aeruginosa Williams с соавт. объяснили загрязне-
нием мутантной формы белка диким типом фер-
мента. Аналогично было объяснено наличие суль-
фатазной активности у C69S мутантной формы
сульфатазы из H. sapiens [14]. Также было показа-
но, что две сульфатазы из B. thetaiotaomicron, со-
держащие серин в активном центре, являются не-
активными [22].

Известно, что как серин, так и цистеин могут
непосредственно участвовать в катализе, осуществ-
ляемыми гидролазами [23]. Типичными предста-
вителями таких ферментов являются сериновые и
цистеиновые протеазы. Такие ферменты имеют
дополнительные аминокислоты, необходимые для
активации и депротонирования гидроксильной
(серин) или тиольной (цистеин) группы. В целом,
считается, что снижение pKa остатка цистеина
вызывают положительно заряженные группы со-
седних аминокислот и/или усиление электроста-
тических взаимодействий между этой группой и
атомом серы в результате увеличения электрон-
ной плотности на атоме серы цистеина [24]. При
этом тиольная группа является более сильным
нуклеофилом, чем гидроксильная группа, и для
ее активации может использоваться более корот-
кая цепь переноса протонов [23].

Таким образом, можно сделать следующие
предположения. Субстрат pNPS связывается как
с модифицированной, так и с немодифицирован-
ной сульфатазой в одном и том же активном цен-
тре. В результате данного связывания в обоих слу-
чаях происходит образование ковалентного фер-
мент-сульфатного комплекса. Однако, в то время
как комплекс субстрата с модифицированной суль-
фатазой расщепляется по энергетически выгод-
ному механизму элиминации E2, комплекс суб-
страта с немодифицированным ферментом по дан-
ному механизму расщепляться не может ввиду
отсутствия геминальной гидроксильной группы у
каталитической аминокислоты. Поэтому данная
стадия может протекать по альтернативному ме-
ханизму нуклеофильного замещения SN2, что тре-
бует депротонирования каталитической амино-
кислоты. Цепь переноса протонов, имеющаяся в
активном центре F.p.Sulf-6His, вероятно, недоста-
точно длинная, чтобы депротонировать гидрок-
сильную группу серина или треонина, поэтому
мутантные формы фермента C77S и C77T не про-
являют гидролитической активности. При этом де-
протонирование тиольной группы цистеина по
этой цепи происходит, что позволяет протекать
реакции гидролиза фермент-субстратного ком-
плекса с регенерацией фермента. Стоит отметить,
что заряды боковых групп аминокислотных остат-
ков, окружающих каталитический цистеин и вли-
яющих на его свойства, зависят от кислотности
среды [24]. Наши предыдущие исследования по-
казали, что F.p.Sulf-6His обладает активностью в
достаточно узком диапазоне pH [18]. Вероятно,

при значениях pH около 6 зарядовое состояние
аминокислотных остатков вблизи цистеина наи-
более благоприятно для увеличения его реакци-
онноспособности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В представленной работе мы впервые постро-

или теоретическую атомарную модель немоди-
фицированного фермента F.p.Sulf-6His. Метода-
ми молекулярного моделирования и белковой
инженерии показали, что связывание субстрата
происходит в активном центре, как и в случае мо-
дифицированного белка, и выявили ключевые
аминокислотные остатки активного центра, при-
нимающие участие в связывании и гидролизе
субстрата pNPS. При этом тиольная группа С77,
не подвергшаяся пост-трансляционной модифи-
кации в FGly, принимает непосредственное уча-
стие в катализе гидролиза сульфоэфиров.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы

В работе использовали реактивы производства
компании Sigma-Aldrich (США), если не указано
иное.

Субстрат pNPS был синтезирован согласно
опубликованному протоколу [25]; субстрат хол-
инсульфат был синтезирован из холинбромида
(Chemapol, Чехословакия) аналогично синтезу
β-аминоэтилсерной кислоты [26].

ПЦР проводили с использованием высокоточ-
ной Q5 полимеразы (NEB). Очистка ДНК из ре-
акционных смесей проводилась с использовани-
ем набора реактивов Cleanup Standard (Евроген,
Россия). Ферменты, используемые для работ по
молекулярной биологии, были производства Ther-
mo Scientific (Германия) или СибЭнзим (Россия).
Электропоратор MicroPulser и 0.2 см кюветы были
производства компании Bio-Rad (США).

Молекулярное моделирование
В базах данных открытого доступа информация

о пространственном строении F.p.Sulf-6His отсут-
ствует. Поиск ферментов, гомологичных F.p.Sulf-
6His, провели в Базе данных структур белков (PDB),
используя интернет-сервер SWISS-MODEL [27].
Атомарные модели F.p.Sulf-6His построили в про-
грамме Molsoft ICM-Pro [28], взяв в качестве струк-
турных шаблонов сульфатазы, обладающие наи-
большей схожестью пептидной последовательно-
сти с исследуемым ферментом (коды PDB: 4UG4,
4MHX, 5G2V). Координаты атомов главной цепи
F.p.Sulf-6His задавались положением Cα атомов
гомологичного белка, для всех неидентичных
остатков проводился поиск низкоэнергетических
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конформаций методом глобальной оптимизации
с учетом их аминокислотного окружения.

Построенную атомарную модель F.p.Sulf-6His
релаксировали методом МД в явно заданном вод-
ном растворителе с периодическими граничными
условиями, по протоколу, описанному ниже. Кла-
стеризацию структур F.p.Sulf-6His, наблюдаемых
в ходе МД, проводили с помощью иерархическо-
го агломеративного алгоритма, задав ограничение
на расстояние между кластерами равным 2. Для
построения комплекса F.p.Sulf-6His–pNPS выбра-
ли медианную структуру фермента с открытым
входом в активный центр, чей объем был достато-
чен для размещения pNPS.

Атомарную модель pNPS построили в програм-
ме Molsoft ICM-Pro и оптимизировали ее геомет-
рию с использованием силового поля MMFF [29].
Процедуру “гибкого” докинга проводили по про-
токолу, подробно описанному авторами програм-
мы [28, 30, 31]. Докинг pNPS запускали трижды из
различных начальных положений в активном цен-
тре и конформаций. Так как в процессе докинга
для поиска возможных конформаций лиганда
используются метод псевдо-броуновского пере-
мещения лиганда совместно со смещено-веро-
ятностным методом Монте-Карло [31], то трех
запусков вполне достаточно для относительно пол-
ного исследования конформационного простран-
ства субстрата в изучаемом сайте связывания.

Стабильность обнаруженного в результате до-
кинга комплекса F.p.Sulf-6His–pNPS, обладавшего
наименьшей величиной оценочной функции, ис-
следовали методом МД по протоколу, описанно-
му ниже.

Протокол молекулярной динамики

Расчеты МД и обработку траекторий проводи-
ли в программном пакете AMBER 16 [32], исполь-
зуя силовые поля ff14 для белка и GAFF2 для
pNPS. Исследуемые модели F.p.Sulf-6His и его
комплекса с pNPS помещали в октаэдрический
водный бокс, размеры которого выбрали таким
образом, чтобы толщина водного слоя вокруг белка
была не менее 12 Å. Молекулы воды были пред-
ставлены моделью TIP3P; параметры для однова-
лентных ионов – Li, Song и Merz [33], для двухва-
лентых ионов – Li и Merz [34]. В систему добавля-
ли 18 ионов Na+, для нейтрализации заряда. МД
проводили по стандартному протоколу, включа-
ющему: 1) двухстадийную минимизацию, затра-
гивающую сначала только молекулы растворите-
ля, а затем и всю моделируемую систему (белок,
субстрат и растворитель); 2) постепенный нагрев
системы в течение 100 пс с наложением ограниче-
ний на подвижность атомов белка; 3) уравнове-
шивание системы в течение 1 нс; 4) запуск про-
дуктивной молекулярной динамики системы про-

должительностью 150 нс для релаксации модели
F.p.Sulf-6His и 100 нс для исследования комплекса
F.p.Sulf-6His–pNPS.

Шаг интегрирования МД равнялся 2 фс. Для
удержания величин длин ковалентных связей и
величин валентных углов использовали алгоритм
SHAKE. Температура системы поддерживалась на
уровне 300 К с помощью динамики Ланжевена. Для
поддержания давления в системе равного 1 атм ис-
пользовали баростат Берендсена с константой вре-
мени взаимодействия равной 2 пс. Дальнодейству-
ющие взаимодействия учитывали методом PME
(particle mesh Ewald – суммирование Эвальда по
пространственной сетке частиц). Расстояние от-
сечки невалентных взаимодействий атомов уста-
новили равным 10 Å.

Определение гидролитической активности белков
Гидролитическая активность ферментных пре-

паратов с использованием в качестве субстрата
pNPS определялась по ранее опубликованному
стандартному протоколу [18]. Единицу активно-
сти определяли как количество фермента, гидро-
лизующее 1 мкмоль субстрата pNPS в минуту.

Исследование реакции гидролиза холин сульфа-
та ферментом дикого типа в стандартных условиях
проводилось спектрофотометрически. Для опреде-
ления гидролитической активности фермента к ре-
акционной смеси добавляли 1 мл реактива, содер-
жащего 0.1 г/л холиноксидазы, 0.1 г/л перокси-
дазы хрена, 0.3 М трис-фосфатный буфер (рН 7),
40% глицерина и 0.1 г/л о-дианизидина. После
инкубации смеси при 37°С в течение 30 минут к
ней добавляли 2 мл 5 М HCl и определяли оптиче-
скую плотность раствора при длине волны 525 нм.
Количество холина в реакционной смеси опреде-
ляли по калибровочному графику, полученному
для растворов холин бромида с разной концен-
трацией. Единицу активности определяли как ко-
личество фермента, гидролизующее 1 мкмоль суб-
страта холин сульфата в минуту.

Сайт-направленный мутагенез и выделение белков
Внесение предложенных мутаций в ген белка

F.p.Sulf-6His проводили с использованием плаз-
миды pPIC3-F.p.Sulf-6His [18]. Дизайн прайме-
ров осуществляли при помощи он-лайн сервиса
NEBaseChanger® [35]. Продукты ПЦР, получен-
ные для каждой пары праймеров, последователь-
но обрабатывали ферментами DpnI, Т4 полинук-
леотидкиназой и Т4-лигазой, согласно протоколам
производителей. Конечные реакционные смеси
трансформировали в бактериальные клетки Esche-
richia coli DH5α методом электропорации. Наличие
точечных мутаций в гене белка F.p.Sulf-6His под-
тверждали секвенированием. Плазмидную ДНК,
несущую гены белка F.p.Sulf-6His с требуемыми
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мутациями, выделяли, обрабатывали рестрикта-
зой Eco147I и трансформировали в клетки Pichia
pastoris GS115 методом электропорации согласно
протоколу компании Invitrogen. Экспрессию, вы-
деление и очистку белков F.p.Sulf-6His, содержа-
щих точечные мутации, осуществляли по прото-
колу, опубликованному ранее [18]. Гомогенность
полученных белковых препаратов проверяли ме-
тодом ПААГ-электрофореза.

Сульфатазную активность полученных белко-
вых препаратов проверяли с использованием
pNPS в качестве субстрата.
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Structural Organization of the Active Center of Unmodified Recombinant Sulfatase
from the Mycelial Fungi Fusarium proliferatum LE1
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Sulfatases catalyze the hydrolysis of sulfuric acid esters and play a key role in a number of biological processes
of both higher eukaryotes and prokaryotes. According to literature data, for the implementation of catalysis,
some representatives of this group of enzymes require post-translational modification of serine or cysteine
residues in the active center into the unique amino acid Cα-formylglycine. Nevertheless, it is confirmed that
even in the absence of this modification, some sulfatases are capable of catalyzing the hydrolysis of sul-
foesters. In this work, we studied the structural and functional features of active recombinant sulfatase from
the mycelial fungus Fusarium proliferatum LE1, which contains a cysteine residue in the active center. A the-
oretical atomic model of the enzyme was first constructed, the structural organization of its active center was
determined, and key amino acid residues involved in the binding of p-nitrophenyl sulfate and in the reaction
of its hydrolysis were identified. Point amino acid substitutions of the identified residues led to inactivation
of the enzyme. In particular, mutant forms of the enzyme with the replacement of catalytic cysteine by serine
and threonine containing a hydroxyl group in the side chain completely lost activity, which indicates the di-
rect participation of the mercapto group of cysteine in the hydrolysis reaction.

Keywords: sulfatase, Cα-formylglycine, post-translational modification, enzyme-substrate complex
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Создание новых средств терапии злокачественных опухолей является актуальной задачей. В насто-
ящее время гуманизированное антитело трастузумаб считается “золотым стандартом” в комплекс-
ной терапии опухолей молочной железы с гиперэкспрессией HER2, рецептора эпидермального
фактора роста человека 2. Однако в ряде случаев наблюдается резистентность к указанному препа-
рату. Поиск новых путей терапии HER2-позитивных опухолей представляется важным направле-
нием исследований. В настоящее время проводится целый ряд клинических исследований по при-
менению интерферона-бета человека (ИФН-бета) в онкологии. Большинство этих исследований
используют вирусные векторы, несущие ген интерферона-бета, с целью уменьшения системного
действия этого цитокина. Разрабатываемый нами иммуноцитокиновый комплекс биспецифиче-
ского антитела и ИФН-бета также содержит механизм ухода от системного действия ИФН-бета.
Частью разработки такого комплекса является создание биспецифических антител различного
формата. На основе нейтрализующего антитела В16 к ИФН-бета и антитела трастузумаб (Tz), спе-
цифичного к HER2-рецептору, нами получены различные варианты биспецифических антител в
формате Fab-scFv. Показано, что полученные белки связывают и нейтрализуют ИФН-бета, также
они связывают HER2-рецептор в лизатах опухолевых клеток и в виде рекомбинантного внеклеточ-
ного домена. Такие молекулы в составе иммуноцитокинового комплекса с ИФН-бета могут быть
использованы в качестве средств доставки ИФН-бета к клеткам HER2-позитивных опухолей.
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ВВЕДЕНИЕ

Злокачественные новообразования занимают
второе место среди всех причин смерти после сер-

дечно-сосудистых заболеваний. На первом месте
по распространенности у мужчин находятся опу-
холи органов дыхания, а у женщин – опухоли мо-
лочной железы, и значительную часть и тех, и
других составляют опухоли с гиперэкспрессией
рецептора эпидермального фактора роста HER2,
что является показателем неблагоприятного про-
гноза исхода заболевания. Кроме того, HER2 мо-
жет быть гиперэкспрессирован на опухолях моче-
вого пузыря, поджелудочной железы, яичника,
матки, толстой кишки, почки, головы и шеи, же-
лудка, пищевода и предстательной железы. Анти-
тела к ассоциированным с опухолью поверхност-
ным антигенам активно используются для имму-
нотерапии злокачественных опухолей человека,
являясь более специфическими и обладая мень-

Сокращения: L – легкая цепь антитела; Н – тяжелая цепь
антитела; VH – вариабельный домен Н-цепи; VL – вариа-
бельный домен L-цепи; CH1 – 1-й константный домен
IgG1 антитела; Fab-фрагмент – антиген-связывающий
фрагмент антитела; scFv – одноцепочечные варианты ан-
титела; HER2 – рецептор эпидермального фактора роста
человека 2; ИФН-бета – интерферон-бета-1 человека;
МТТ – бромида 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
тетразолий; Tz – трастузумаб; PCR, ПЦР – полимеразная
цепная реакция; SOE-PCR – полимеразная цепная реак-
ция с короткими перекрывающимися концами; МПК –
мононуклеары периферическoй крови человека.
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шим побочным эффектом, чем химиотерапевти-
ческие препараты [1]. Однако полноразмерные
антитела, обладая молекулярной массой около
150 кДа, характеризуются слабой проникающей
способностью в солидные опухоли в связи с за-
медлением диффузии через стенки сосудов. В то
же время, молекулы менее 60 кДа, хорошо прони-
кая в опухоли, обладают небольшим временем на-
хождения в кровотоке, не обеспечивая достаточ-
ного накопления в опухоли. Поэтому получение
модифицированных вариантов антител со сред-
ним размером молекул с хорошей проникающей
способностью и достаточным временем жизни в
кровотоке, является перспективным направлени-
ем [2]. Производные антител, лишенные эффек-
торного домена Fc, могут использоваться в каче-
стве блокирующих агентов для рецепторов фак-
торов роста и индукторов апоптоза [2]. Антитела
и их производные также могут быть использова-
ны как средства доставки к опухоли цитотоксиче-
ских веществ (радиоизотопов, лекарственных пре-
паратов, токсинов, цитокинов, других биологиче-
ски активных белков) [2].

Рецептор эпидермального фактора роста чело-
века 2 (HER2) сверхэкспрессируется в 20–30% слу-
чаев рака молочной железы и связан со снижением
выживаемости пациентов [3]. С гиперэкспрессией
HER2 связана распространенная аденокарцино-
ма желудка или пищеводно-желудочного перехо-
да и другие опухоли человека [4].

Гуманизированное моноклональное антитело
трастузумаб Tz (торговая марка Герцептин), свя-
зывающееся с внеклеточным доменом HER2, бы-
ло первым препаратом, одобренным для клини-
ческого применения при терапии HER2-гипер-
экспрессирующих опухолей [3, 4]. Связываясь с
HER2, Tz вызывает эндоцитоз и деградацию ре-
цептора HER2 с последующим ингибированием
сигнальных каскадов PI3K и MAPK, что, в конеч-
ном итоге, вызывает остановку клеточного цикла
и апоптоз. Связывание Tz с HER2 может модули-
ровать иммунную систему по механизму антитело-
зависимой клеточной цитотоксичности (ADCC) и
ингибировать ангиогенез. Использование Tz как
адъюванта в сочетании с химиотерапией или по-
сле нее повышает безрецидивную и общую выжи-
ваемость пациентов с ранней стадией рака молоч-
ной железы [3]. Однако серьезной клинической
проблемой является наличие или возникновение
резистентности к Tz, что требует дальнейших ис-
следований возможностей комплексной терапии.

Интерферон бета-1 человека используется для
лечения больных рецидивирующим рассеянным
склерозом, оказывая противовоспалительное и
иммуносупрессорное действие. Известно, что
ИФН-бета обладает противовирусным, иммуно-
модулирующим и антипролиферативным действи-
ем [5]. Показана способность рекомбинантного

ИФН-бета оказывать сильное антипролифератив-
ное действие in vitro на клетки двух человече-
ских андроген-резистентных клеточных линий ра-
ка предстательной железы с нейроэндокринной
дифференцировкой (DU-145, PC-3) [6], адрено-
кортикальной карциномы (ACC линии H295 и
SW13) [7], гастроэнтеропанкреатических нейро-
эндокринных опухолей [8], клеточных линий аде-
нокарциномы поджелудочной железы человека
(BxPC-3, MiaPaCa-2 и Panc-1) [9]. Подробное
рассмотрение механизма действия интерферонов
I типа (ИФН-альфа и ИФН-бета), а также совре-
менный взгляд на их применение в терапии рака
представлены в обзоре [10].

Как Tz, так и ИФН-бета разрешены к клини-
ческому применению на территории Российской
Федерации [5, 11].

Представленные результаты являются частью
работы по созданию иммуноцитокинового ком-
плекса рекомбинантного биспецифического анти-
тела и рекомбинантного человеческого ИФН-бета
для лечения HER2-гиперэкспрессирующих опу-
холей, в первую очередь, рака молочной железы.
Одна из составных частей биспецифического ан-
титела должна связывать ИФН-бета и нейтрали-
зовать его системное воздействие, вторая должна
быть способна связываться с рецептором HER2
на поверхности опухолевых клеток. Предполага-
ется, что эффективность ИФН-бета в составе им-
муноцитокинового комплекса будет достигнута
путем локального накопления ИФН-бета в ме-
стах локализации опухоли и метастатических уз-
лов. Доставка ИФН-бета к клеткам опухоли при
помощи нейтрализующего антитела позволила бы
избежать связывания ИФН-бета со своими рецеп-
торами вне опухоли, обеспечила высокие локаль-
ные концентрации ИФН-бета вблизи опухоли и
не позволила произвести запуск нежелательных
системных реакций, обуславливающих клиниче-
скую картину побочных эффектов, характерных
для ИФН-бета как монопрепарата.

Целью данной работы было получение биспе-
цифического антитела в формате Fab-scFv, связы-
вающегося одновременно с HER2 и ИФН-бета,
как компонента иммуноцитокинового комплекса
с ИФН-бета – потенциального агента для лече-
ния опухолей с гиперэкспрессией HER2. Для со-
здания такого антитела были выбраны антитело
Tz и полученное нами ранее нейтрализующее ан-
титело В16 к ИФН-бета [12].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Изначально на основе кодирующих последо-
вательностей нейтрализующего ИФН-бета анти-
тела В16 и антитела Tz нами были сконструированы
последовательности, кодирующие биспецифиче-
ские антитела в формате Fab-scFv, представляю-
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щие собой объединение Fab-фрагмента антитела
Tz и одноцепочечного варианта (scFv) антитела
В16, в котором scFv к ИФН-бета присоединены к
С-концу VH-CH1-фрагмента H-цепи антитела Tz
(FabTz-scFvB16) (рис. 1а). На 3'-конец последователь-
ности, кодирующей scFv, была помещена последо-
вательность, кодирующая гексагистидиновый пеп-
тид (6хHis), для выделения целевых белков с помо-
щью аффинной хроматографии. Между VH-CH1-
кодирующим фрагментом и scFv-кодирующим
фрагментом для обеспечения подвижности соеди-
нения цепей антитела были помещены последова-
тельность link1, кодирующая EPSGP, и последова-
тельность link2, кодирующая (GGGGS)3. Для
соединения последовательностей, кодирующих
вариабельные домены в scFv, были использованы
последовательности link3, кодирующие (GGGGS)4
либо (GGGGS)6. Последовательности линкеров
были выбраны на основании литературных дан-
ных [13], которые, однако, не давали ответа на во-
прос о предпочтительном порядке вариабельных
доменов Н- и L-цепей в scFv, поэтому нами были
спланированы различные варианты расположе-
ния цепей: VL-link3-VH (рис. 1а) и VH-link3-VL
(схема не представлена). Объединение фрагмен-
тов, кодирующих VH и VL, с одновременным вве-
дением сайтов узнавания рестриктаз для последу-

ющего клонирования, созданием link3 и присоеди-
нением последовательности, кодирующей 6хHis,
производили методом SOE-PCR.

В качестве вектора для обеспечения биосинте-
за целевого белка в клетках эукариот была выбрана
плазмида pcDNA3.4 Poly40 (собственная моди-
фикация вектора pcDNA3.4, Invitrogen со встро-
енным полилинкером). Ген легкой цепи Tz и
последовательность, кодирующая (VH-CH1)Tz-
link1-link2-scFvB16-6xHis, с присоединенными к
5'-концу последовательностью Козак и последо-
вательностями, кодирующими лидерные пепти-
ды, были поставлены под контроль цитомегало-
вирусного промотора CMV. В экспрессионном
векторе после генов находятся регуляторный эле-
мент WPRE и сигнальная последовательность по-
лиаденилирования мРНК тимидинкиназы виру-
са простого герпеса TKpA (рис. 1).

Для получения биспецифических рекомби-
нантных антител в формате Fab-scFv осуществля-
ли трансфекцию клеток яичника китайского хо-
мячка CHO парами экспрессионных векторов,
один из которых обеспечивал синтез L-цепи ан-
титела Tz, а другой – синтез VH-CH1-фрагмента
Н-цепи антитела Tz с присоединенным к нему
scFv антитела к ИФН-бета.

Рис. 1. Схема экспрессионных кассет в pcDNA3.4 для образования FabTz-scFvB16 (a) и FabB16-scFvTz (б). Как в 1а, так
и в 1б-вариантах кассет расположение генов вариабельных доменов в последовательности, кодирующей scFv, может
быть VH-L3-VL или VL-L3-VH, где L3 – последовательность, кодирующая link3. Последовательности, кодирующие
L-цепи Fab-фрагментов антител, клонированы по сайтам NheI и XhoI в отдельный вектор pcDNA3.4 Poly 40 (в). CMV –
промотор цитомегаловируса; Tz – последовательности, кодирующие тяжелую цепь Fab-фрагмента трастузумаба (а)
или scFv, соответствующий трастузумабу (б); B16 – последовательность, кодирующая scFv B16 (а) или тяжелую цепь
Fab-фрагмента антитела В16 (б). VH и VL – гены вариабельных доменов антител; CH1 – последовательность, кодиру-
ющая 1-й константный домен Н-цепи антитела; L1, L2, L3 – последовательности, кодирующие линкеры link1, link2,
link3 соответственно; WPRE – последовательность регуляторного элемента; TKpolyA – сигнальная последователь-
ность полиаденилирования мРНК тимидинкиназы вируса простого герпеса; NheI, BamHI, XhoI, – сайты узнавания
рестриктаз; 6хHis – последовательность, кодирующая гексагистидиновый пептид.

(a)

(б)

(в)

FabTz-scFvB16

FabB16-scFvTz

NheI BamHI XhoI

NheI BamHI

NheI BamHI

XhoI

CMV

CMV

CMV

Tz VH-CH1-L1-L2 scFv B16-VL-L3-VH-6His WPRE TKpolyA

TKpolyA

TKpolyA

B16 VH-CH1-L1-L2 Tz scFv VH-L3-VL-6His WPRE

VL kappa WPRE
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Выделение целевых белков проводили на ко-
лонке с носителем HiTrap KappaSelect, который
обладает свойством преимущественного связыва-
ния L-цепи иммуноглобулинов. Оценку гомоген-
ности и степени чистоты препарата проводили с ис-
пользованием электрофоретического метода [14] и
с помощью аналитической гель-фильтрации на
носителе Superdex 200-10/300-GL. Было показано,
что образцы Fab-scFv после выделения содержали
примеси димера L-цепи антитела Tz (рис. 2, 3а).
Наличие остатков гистидина в составе белка поз-
волило применить дополнительную стадию очист-
ки образцов с помощью металл-аффинной хро-
матографии с иммобилизованными на носителе
ионами кобальта, что привело к удалению приме-
си димера L-цепи из препарата Fab-scFv (рис. 2).

Специфичность полученных FabTz-scFvB16 была
проанализирована с помощью непрямого имму-
ноферментного анализа на лизатах клеток различ-
ных опухолевых линий, как с гиперэкспрессией,

так и с низкой экспрессией HER2. Клеточные ли-
заты – это смесь разнообразных белков, входя-
щих в состав клетки. Среди них могут быть ком-
поненты, склонные к неспецифическому связы-
ванию с антителами, например, через углеводные
части иммуноглобулинов. Неспецифичное свя-
зывание не всегда может быть убрано блокиров-
кой, но его влияние на результаты анализа долж-
но быть учтено. Для определения специфическо-
го связывания должны быть выбраны диапазоны
концентраций антител, при которых неспецифи-
ческое связывание вносит несущественный вклад
в результаты. С этой целью был поставлен иммуно-
ферментный анализ на HER2-гиперэкспрессирую-
щей и HER2-слабоэкспрессирующей клеточных
линиях с использованием аптечного препарата Гер-
цептин (положительный контроль). Эксперимен-
ты проводились как с блокировкой 1% BSA или
5% казеином, так и без блокировки. Было уста-
новлено, что при иммуноферментном анализе на

Рис. 2. Электрофореграмма образцов FabTz–scFv(VH-4xG4S-VL)В16 в 12% SDS-ПААГ. Дорожки 1, 5 – образцы после
выделения на носителе kappa-select, 2, 3 и 6, 7 – фракции после выделения на носителе kappa-select и очистки металл-
аффинной хроматографией, 4, 8 – проскок после металл-аффинной хроматографии. Дорожки 1–4 – в присутствии
β-меркаптоэтанола, 5–8 – в отсутствие β-меркаптоэтанола. М – маркеры молекулярных масс (116, 66.2, 45.0, 35.0,
25.0, 18.4, 14.4 кДа).
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Рис. 3. ВЭЖХ-хроматограммы Fab-scFv после выделения на аффинном носителе HiTrap KappaSelect: FabTz-scFvB16 (а),
FabB16-scFvTz (б).
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клеточных лизатах подходящим диапазоном тит-
рования антител является диапазон концентра-
ций от 0 до 3 мкг/мл при обязательном контроле с
использованием лизата HER2-негативной кле-
точной линии (данные не приведены). При про-
ведении непрямого ИФА на лизатах клеток было
показано, что FabTz-scFvB16 достоверно связывают
HER2 в составе клеточных лизатов HER2-гипер-
экспрессирующей опухолевой линии (рис. 4а),
при этом с лизатами HER2-слабоэкспрессирую-
щей клеточной линии в диапазоне титрования
антител до 1 мкг/мл связывания не происходит
(рис. 4б).

При проведении непрямого ИФА с сорбцией
ИФН-бета на твердую фазу с последующим нане-
сением FabTz-scFvB16 было показано, что связыва-
ние с ИФН-бета таких молекул слабее по сравне-
нию как с исходным мышиным моноклональным
антителом, так и по сравнению с химерным пол-
норазмерным антителом-прототипом В16 (дан-
ные не приведены).

Для того чтобы улучшить связывание Fab-scFv
с ИФН-бета, было решено сконструировать Fab-
scFv другого типа, в котором Fab-фрагмент обра-
зован VH-CH1-фрагментом и L-цепью антитела
В16, а антитело Tz представлено в виде scFv-ва-
рианта (FabB16-scFvTz) (рис. 1б). Варианты распо-
ложения VH и VL в scFv антитела Tz, состав и
длина линкеров, структура экспрессионных век-
торов для FabB16-scFvTz аналогичны конструкции
FabTz-scFvB16.

Для получения новых биспецифических ре-
комбинантных FabB16-scFvTz так же, как и для
FabTz-scFvB16, осуществляли трансфекцию клеток
яичника китайского хомячка CHO парами плаз-
мид, содержащими ген L-цепи антитела В16 и

последовательность, кодирующую (VH-CH1)В16-
link1-link2-scFvTz-6xHis.

Выделение целевых белков, оценку гомоген-
ности и степени чистоты препарата проводили,
как и в случае FabTz-scFvB16. После проведения
аналитической ВЭЖХ было обнаружено, что при
экспрессии FabB16-scFvTz не наблюдаются приме-
си димера L-цепи антитела B16 (рис. 3б), поэтому
в дополнительной очистке методом металл-аф-
финной хроматографии не было необходимости.

Специфичность полученных FabB16-scFvTz также
была проанализирована с помощью иммунофер-
ментного анализа. Анализ проводился в двух вари-
антах: с сорбцией на твердой фазе рекомбинант-
ного внеклеточного домена HER2 (рекHER2),
полученного в нашей лаборатории (в печати) и с
сорбцией ИФН-бета. Показано, что FabB16-scFvTz
связывается как с рекHER2, так и с ИФН-бета
(рис. 5).

При рассмотрении кривых титрования видно,
что характер связывания FabB16-scFvTz с рекHER2
сходен с характером связывания полноразмерно-
го биспецифического антитела (рис. 5а). Имму-
ноферментный анализ при титровании Fab-scFv
на иммобилизованном препарате ИФН-бета по-
казал способность FabB16-scFvTz связывать ИФН-
бета, сравнимую с полноразмерными биспецифи-
ческими антителами (рис. 5б). Эти данные косвен-
но свидетельствуют о биспецифическом характере
связывания FabB16-scFvTz с антигенами.

Для подтверждения биспецифичности FabB16-
scFvTz был использован непрямой иммунофермент-
ный анализ в “сэндвич”-модификации: а) с нане-
сением на подложку рекHER2, инкубированием
с Fab-scFv, связыванием с биотинилированным
ИФН-бета и детекцией после связывания с конъ-

Рис. 4. Кривые титрования FabTz-scFvB16 и контрольного антитела Герцептин (Tz) на лизатах HER2-гиперэкспресси-
рующей линии SKOV3 (а) и HER2-слабоэкспрессирующей линии SKOV3 (б).

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0
3000 1000 300 100 30 10 3 0

(a)A450

Концентрация антител, нг/мл

Tz

FabTz-scFvB16 2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0
800 400 200 100 50 25 12.5 0

(б)
A450

Концентрация антител, нг/мл

Tz

FabTz-scFvB16



440

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 4  2020

ПАНИНА и др.

югатом стрептавидин-пероксидаза хрена (рис. 6а);
б) с нанесением на твердую фазу ИФН-бета, после-
дующим инкубированием с Fab-scFv, связыванием
после отмывки с биотинилированным рекHER2
и детекцией после инкубирования с конъюгатом
стрептавидин-пероксидаза хрена (рис. 6б).

Результаты “сэндвич”-ИФА подтвердили би-
специфический характер полученных образцов
FabB16-scFvTz.

Влияние различных вариантов расположения
VH и VL и длин линкеров в scFv-части биспеци-
фического антитела в формате Fab-scFv на связы-
вание с HER2 и ИФН-бета также было исследо-
вано в непрямом “сэндвич”-ИФА при сорбции
рекHER2 на твердую фазу, инкубации с антитела-

ми, последующей инкубации с биотин-ИФН-бета
и, наконец, с конъюгатом стрептавидин-перок-
сидаза хрена (рис. 7). В качестве отрицательного
контроля использовалось моноспецифичное ан-
титело к HER2-рецептору (Герцептин).

По результатам анализа непрямым “сэндвич”-
ИФА можно сказать, что лучшими вариантами
FabB16-scFvTz являются те, в которых в scFv нахо-
дятся следующие расположения вариабельных до-
менов Tz, соединенных линкером G4S с 4-мя или 6-ю
повторами G4S: VH-4х G4S-VL и VL-6х G4S-VH.

Биологическую активность полученных образ-
цов FabB16-scFvTz оценивали в опытах по нейтра-
лизации антителами антипролиферативного дей-

Рис. 5. Кривые титрования FabB16-scFvTz в непрямом ИФА по сравнению с полноразмерным биспецифическим анти-
телом: взаимодействие с рекHER2 (а), взаимодействие с ИФН-бета (б). Fab scFv-LH6 – FabB16-scFvTz, в котором VL и
VH в scFv разделены 6-ю повторами G4S. CR MabB16химер. – полноразмерное биспецифическое антитело против
HER2 и ИФН-бета.
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Рис. 6. Кривые титрования FabB16-scFvTz в “сэндвич”-ИФА по сравнению с полноразмерным биспецифическим ан-
тителом. (а) Первичная сорбция рекHER2, (б) первичная сорбция ИФН-бета. В FabB16-scFvTz VL и VH разделены 6-ю
повторами G4S. CR MabB16химер. – полноразмерное биспецифическое антитело против HER2 и ИФН-бета.
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ствия ИФН-бета. Эксперименты проводились на
клеточных линиях c разным уровнем экспрессии
HER2: линии аденокарциномы кишечника НТ29
(не экспрессирующей HER2), линии аденокарци-
номы яичника человека SKOV3-HER2+ (с высо-
кой экспрессией HER2) и линии SKOV3 (с низкой
экспрессией HER2). К серийным разведениям би-
специфических Fab-scFv, а также контрольных ан-
тител: мышиного антитела В16, нейтрализующего
ИФН-бета, в качестве положительного контроля и
биспецифического антитела, проявляющего анти-
HER2 активность, но не нейтрализующего ИФН-
бета в качестве отрицательного контроля, добав-
ляли рекомбинантный гликозилированный ИФН-
бета. Опухолевые клетки культивировали в смеси
с МПК в присутствии ИФН-бета и антител в раз-
личных концентрациях. Культивирование прово-
дили в течение 5 суток. Количество живых клеток
оценивали в тесте МТТ [15]. Нейтрализующую
активность антител выражали в процентах от ско-
рости пролиферации клеток без ИФН-бета и вы-
числяли по формуле:

где Ai – среднее значение оптической плотности в
лунках с i-той концентрацией антитела; A0 –
среднее значение оптической плотности в лунках
с ИФН-бета без антител; A100 – среднее значение
оптической плотности в лунках без ИФН-бета и
антител. Поскольку биспецифические антитела
обладают собственной антипролиферативной ак-
тивностью по отношению к HER2-позитивным
клеткам за счет анти-HER2 активности, из значе-
ний нейтрализующей активности для Fab-scFv в
комплексе с ИФН-бета вычитали соответствую-
щие значения для отрицательного контроля. Кри-
вые титрования приведены на рис. 8.

Было показано, что FabB16-scFvTz, в структурах
scFv которых расположение вариабельных доменов
и состав линкера VH-4xG4S-VL или VL-6xG4S-VH,
демонстрируют способность нейтрализовать анти-
пролиферативную активность ИФН-бета, сравни-
мую или превосходящую активность исходного
мышиного антитела В16, послужившего прототи-
пом Fab-фрагмента (рис. 8).

Результаты проведенных экспериментов пока-
зывают, что полученные рекомбинантные анти-
тела в формате Fab-scFv демонстрируют специ-
фичность к двум различным антигенам: ИФН-
бета человека и HER2-рецептору опухолевых ли-
ний. Показаны нейтрализующие свойства этих
антител по отношению к ИФН-бета. Полученные
характеристики антител позволяют использовать
такие молекулы в качестве компонента иммуно-
цитокинового комплекса с ИФН-бета для изуче-

( ) ( )0 100 0% нейтрализации – – 100%,iA A A A= × ния терапевтической эффективности в отноше-
нии HER2-позитивных опухолей на животных
моделях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе были использованы следующие реак-

тивы и клеточные линии:
– питательные среды: DMEM (Gibco, США) и

OptiCHO (Invitrogen, США), планшеты Nunc
Maxisorp ELISA plates (Thermo Scientific, США),

– однокомпонентный субстрат 3,3',5,5'-Тетра-
метилбензидин (TMB) (НПО “БиоТест Систе-
мы”, Россия), Tween-20 (PanReac, Испания), эн-
донуклеазы рестрикции, T4 ДНК-лигаза (Thermo
Scientific, США и “СибЭнзим”, Россия), ДНК-
полимераза Tersus (Evrogen, Россия), MTT (3-
(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия
бромид), Pluronic F-68 (Invitrogen, США), Lipo-
fectamine-3000 (Invitrogen, США),

– олигонуклеотидные синтетические прайме-
ры (Евроген, Россия):

TzHF6 (5')CGGCGGTGGAGGGTCGGAGGT-
GCAGCTGGTGGAGTC(3'),

IgG-Link1 (5')CTGCTCAAGATGGGGCGGC-
GACGGCTTCTACGCCATGGACTACT(3'),

Link2F2 (5')CTCCTCGAGGGATCCCCCG-
GGACCAGATGGTTCACAAGATTTGGGCTC-
AACTC(3'),

Link2R2 (5')CCGGGGGTGGCGGGTCTGGT-
GGTGGAGGCAGCGGTGGTGGGG(3'),

Рис. 7. Кривые титрования FabB16-scFvTz с различ-
ным расположением VH и VL и разными вариантами
повторов G4S (4 или 6) в scFv в непрямом “сэндвич”-
ИФА при сорбции рекHER2 на твердую фазу. Линия
Tz – титрование антитела Герцептин (отрицательный
контроль).
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Link2R3 (5')GATCCCCCACCACCGCTGCCTC-
CACCACCAGACCCGCCACCC(3'),

Link2F3 (5')CACCGCCAGAGCCACCTCCG-
CCTGAACCTCCGCCTCCAGACCCTCCGCC-
ACC(3'),

– препарат интерферона-бета: фармацевтиче-
ская субстанция гликозилированного ИФН-бета
производства ООО “Фармапарк”,

– клетки яичника китайского хомячка CHO
(Invitrogen, США),

– опухолевые клеточные линии: аденокарци-
нома яичника человека SKOV3-HER2 (ATCC®
HTB-77™), аденокарцинома толстой кишки че-
ловека НТ29 (ATCC® HTB-38™); аденокарцино-
ма яичника человека SKOV3, утратившая гипер-
экспрессию HER2.

Конструирование VH-CH1-фрагмента антитела
трастузумаб. Последовательность, кодирующую Н-
цепь антитела Tz, укорачивали, оставляя последо-
вательность, кодирующую CH1-домен. Работу про-
водили в два этапа. На первом этапе на матрице
гена TzH с помощью ПЦР с праймерами TzHF6 и
IgG-link1, получали фрагмент, кодирующий СH1-
домен IgG1 с присоединенной к С-концу после-
довательностью, кодирующую EPSGP (link1), од-
новременно внося на 3'-конец фрагмента сайты
узнавания рестриктаз XmaI, BamHI и XhoI для
последующих клонирований. Выделенный после
электрофоретического разделения продуктов ПЦР
в 1% агарозном геле фрагмент присоединяли к
последовательности, кодирующей VHTz по сайту
узнавания рестриктазы Bsp120I. Полученную плаз-
миду обозначили как pcDNA3.4-TzVH-CH1-link1.
На втором этапе к фрагменту, кодирующему VH-

Рис. 8. Результаты нейтрализации антипролиферативной активности ИФН-бета биспецифическими FabB16-scFvTz.
(а) HT29 – клетки линии аденокарциномы кишечника (не экспрессирующей HER2), (б) SKOV3 HER2+ – клетки ли-
нии аденокарциномы яичника человека (с гиперэкспрессией HER2), (в) SKOV3 – клетки с низкой экспрессией HER2.
Fab scFv-LH6 – FabB16-scFvTz, в котором VL и VH в scFv разделены 6-ю повторами G4S. CR MabB16химер. – полно-
размерное биспецифическое антитело против HER2 и ИФН-бета. Fab scFv-HL4 – FabB16-scFvTz, в котором VH и VL в
scFv разделены 4-мя повторами G4S. CR MabB16химер. – полноразмерное биспецифическое антитело против HER2
и ИФН-бета.
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CH1-антитела Tz и EPSGP (link1), присоединя-
ли последовательность link2, кодирующую (GG-
GGS)3. Для этого с помощью отжига фосфорилиро-
ванных олигонуклеотидных праймеров Link2F2 и
Link2R2 получали олигонуклеотидный дуплекс с
“липкими” концами XmaI и BamHI, который
клонировали в плазмиду pcDNA3.4-TzVH-CH1-
link1, предобработанную рестриктазами XmaI и
BamHI, получив плазмиду pcDNA3.4-TzVH-CH1-
link1-link2.

Конструирование scFv. Конструкции одноце-
почечных вариантов антител к ИФН-бета полу-
чали с помощью ПЦР в несколько стадий. Для
конструирования были составлены олигонуклео-
тидные праймеры, как специфичные к генам ва-
риабельных доменов Н- и L-цепей антител, так и
универсальные для последовательностей констант-
ных доменов обоих антител.

На первой стадии получали фрагменты, содер-
жащие кодирующие последовательности VH- и
VL-доменов В16, с помощью ПЦР со специфиче-
скими прямыми праймерами и универсальными
обратными праймерами для СH1-доменов IgG и
каппа-константного домена. Продукты реакции
разделяли в 1% агарозном геле. Фрагменты выде-
ляли из геля и использовали для второй стадии
ПЦР с универсальными перекрывающимися оли-
гонуклеотидными праймерами Link2F3 и Link2R3,
вносящими на 3'-конец фрагментов, кодирую-
щих вариабельные домены, и 5'-конец фрагмен-
тов, кодирующих константные домены антител,
участки, кодирующие link3. Продукты реакции
разделяли в 1% агарозном геле, фрагменты нуж-
ной длины выделяли из геля и использовали для
третьей стадии ПЦР (SOE-PCR) с концевыми
праймерами, которые вносили сайты рестрикции
BamHI и XhoI, а также последовательности, коди-
рующие 6xHis, на 3'-концы фрагментов перед
сайтом XhoI. Продукты реакции клонировали в
вектор pAL-TA (Евроген) и секвенировали.

Для получения последовательности, кодирую-
щей scFv антитела Tz, использовали ту же схему
получения и клонирования фрагментов.

Конструирование VH-CH1-фрагмента B16. По-
следовательность, кодирующую Н-цепь антитела
В16 к ИФН-бета, укорачивали, заменяя кодирую-
щую последовательность константных доменов
фрагментом, полученным после рестрикции плаз-
миды pcDNA3.4-Tz VH-CH1-link1-link2 по сай-
там узнавания рестриктаз Bsp120I и XhoI и содер-
жащим кодирующую последовательность перво-
го константного домена IgG1 и линкеров link1
(EPSGP) и link2 (GGGGS)3.

Получение экспрессионных векторов для Fab-
scFv. Фрагменты, кодирующие scFv B16, клони-

ровали по сайтам узнавания рестриктаз BamHI и
XhoI в вектор pcDNA3.4-Tz VH-CH1-link1-link2.
Аналогично, фрагменты, кодирующие scFv Tz, кло-
нировали по сайтам узнавания рестриктаз BamHI
и XhoI в вектор pcDNA3.4-B16 Tz VH-CH1-link1-
link2. Фрагменты, кодирующие L-цепи антител,
клонировали по сайтам NheI и XhoI в вектор
pcDNA3.4-Poly40.

Транзиентная экспрессия Fab-scFv в клетках
CHO. Клетки яичника китайского хомячка CHO
были использованы для секретируемой экспрес-
сии рекомбинантных Fab-scFv. Для этого клетки
культивировали в колбах Эрленмейера в CO2-ин-
кубаторе при 37°C, 95% влажности и 8% CO2 в
стандартной бессывороточной среде CD OptiCHO с
добавлением 200 мМ L-глутамина до конечной
концентрации 8 мМ и 0.18% (v/v) Pluronic F-68 до
концентрации 4 × 106 клеток/мл за 24 ч до транс-
фекции. Во флаконы Эрленмейера объемом
125 мл засевали 30 мл клеточной суспензии (4 ×
× 106 клеток) при постоянном перемешивании на
орбитальном шейкере с частотой 130 об./мин и
через 20–24 ч проводили трансфекцию с исполь-
зованием трансфецирующего реагента Lipofect-
amine-3000 согласно стандартному протоколу про-
изводителя [16]. Плазмидную ДНК добавляли к
клеткам в виде ДНК-липосомного преципитата.
Культуральный флакон инкубировали при темпе-
ратуре 37°C, 95% влажности, в атмосфере 8% CO2 и
непрерывном перемешивании 130 об./мин. Изме-
рение концентрации клеток и их жизнеспособно-
сти проводили с использованием 0.4% раствора
трипанового синего в камере Горяева. После 7–
9 дней инкубации культуры осветляли центри-
фугированием при 1200 об./мин в течение 10
мин. Супернатант дополнительно центрифуги-
ровали при 4000 об./мин в течение 15 мин.

Выделение и очистка Fab-scFv. Выделение це-
левых белков проводили на колонке с носителем
HiTrap KappaSelect (GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Sweden) объемом 5 мл. К культуральной жид-
кости добавляли 10% объема 10-кратного Tris-
HCl буфера (200 мМ Tris-HCl, 1.5 М NaCl, рН 7.2)
и наносили на предварительно уравновешенную
колонку при скорости потока 2–3 мл/мин при
давлении не более 0.5 МПа. Колонку промывали
буфером Tris-HCl объемом, равным 5 объемам
колонки. Элюцию осуществляли буфером 0.1 М
глицин, рН 3.0. Элюированный раствор нейтра-
лизовали, добавляя 0.1 объема буфера для нейтра-
лизации (1 M Tris, pH 8.0). Полученный раствор
белка диализовали против фосфатного буфера
(0.01 М Na2HPO4, 0.137 М NaCl, 0.0027 М KCl,
рН 7.2) и стерилизовали через мембранные филь-
тры 0.22 мкм. Оценку гомогенности и степени
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чистоты препарата проводили с использованием
электрофоретического метода [14]. Дополнитель-
но образцы охарактеризовывали с помощью ана-
литической гель-фильтрации на носителе Superdex
200-10/300-GL объемом 1 мл. Концентрацию целе-
вых белков определяли спектрофотометрически с
использованием NanoPhotometer P300 (IMPLEN,
Germany). Дополнительную очистку препаратов
Fab-scFv при необходимости проводили на Chelat-
ing Sepharose™ Fast Flow (GE Healthcare Bio-Sci-
ences AB, Sweden) с иммобилизованными ионами
кобальта согласно рекомендациям производителя.

Непрямой ИФА. Непрямой ИФА использова-
ли для определения способности полученных
белков взаимодействовать с ИФН-бета или ре-
комбинантным внеклеточным доменом HER2.
Антигены в буфере PBS (0.5 мкг/мл) сорбировали
на планшет, блокировали 5% раствором BSA в
PBS и промывали. Затем добавляли исследуемые
белки, инкубировали при комнатной температуре
в течение 1 ч, промывали раствором 0.05% Tween 20
в PBS. После промывки добавляли конъюгат мо-
ноклонального антитела 4G7 против каппа домена
легкой цепи Ig человека (ООО “Биалекса”, Рос-
сия) с пероксидазой хрена в разведении 1 : 75000,
инкубировали при комнатной температуре в тече-
ние 1 ч, промывали раствором 0.05% Tween 20 в
PBS и добавляли проявляющий субстрат тетраме-
тилбензидин. После развития окраски реакцию
останавливали добавлением 10% серной кислоты.
Измеряли оптическое поглощение при 450 нм.

Непрямой ИФА с использованием клеточных
лизатов. ИФА проводили на лизатах клеток раз-
личных опухолевых линий, как экспрессирующих,
так и не экспрессирующих HER2. Для приготов-
ления лизатов культуральные флаконы или чаш-
ки Петри помещали на лед, промывали один раз
холодным PBS, затем снимали клетки при помо-
щи культурального скребка. Клеточный осадок
дважды промывали холодным PBS, центрифуги-
руя со скоростью 2000 об./мин при 4°С в течение
10 мин. Затем клеточный осадок лизировали бу-
фером RIPA с добавлением ингибиторов протеаз
1 мМ PMSF и 1 мМ апротинина. Состав буфера
RIPA: 20 мM Tris-HCl (pH 7.5), 150 мM NaCl, 1 мM
Na2EDTA, 1 мM EGTA, 1% NP-40, 1% дезоксихо-
лат натрия, 2.5 мM пирофосфат натрия, 1 мM
b-глицерофосфат, 1 мM Na3VO4, 1 мкг/мл ле-
упептина. Осадок обрабатывали ультразвуком для
наиболее полной экстракции мембранных бел-
ков, затем центрифугировали в течение 10 мин
при 12000 об./мин и температуре 4°С. Супернатан-
ты отбирали, измеряли в них концентрацию белка,
аликвоты супернатантов хранили при –20°С. Для
проведения ИФА использовали процедуру, опи-
санную выше, с некоторыми вариациями. Кле-

точные лизаты сорбировали на планшет в кон-
центрации 10 мкг/мл в PBS (0.01 М КН2РО4, 0.1 М
NaCl), pH 7.2–7.4 по 50 мкл в лунки 96-луночного
планшета для ИФА в течение ночи при 4°C. План-
шет трижды отмывали PBS–Т (0.1% Твин 20) по
200 мкл в лунку. Образцы биспецифических ан-
тител титровали от 3000 нг/мл с шагом 3 в PBS–
АТ (0.01 М КН2РО4, 0.1 М NaCl, 0.2% BSA, 0.1%
Твин 20). Планшет инкубировали в течение 1 ч
при комнатной температуре. Отмывки, реакцию
с конъюгатом, проявление и измерение оптиче-
ского поглощения проводили, как описано выше.

В качестве положительного контроля исполь-
зовали антитело трастузумаб (Герцептин) в кон-
центрации 10 мкг/мл.

Определение одновременного связывания интер-
ферона-бета и рецептора HER2 методом “сэнд-
вич”-ИФА. Подтверждение биспецифического ха-
рактера связывания полученного антитела прово-
дили с помощью “сэндвич”-ИФА в двух вариантах.
В 1-ом варианте на твердую фазу сорбировали
ИФН-бета (1 мкг/мл) в количестве 100 мкл/лунку,
затем после блокировки инкубировали с Fab-scFv
(1 мкг/мл) в серийных разведениях, кратным 3.
После отмывки несвязавшихся антител добавля-
ли биотинилированный рекомбинантный HER2
(200 нг/мл) и конъюгат авидин-пероксидаза хре-
на (150 нг/мл). Во 2-ом варианте на твердую фазу
сорбировали рекомбинантный внеклеточный до-
мен HER2 (200 нг/мл), затем Fab-scFv также в се-
рийных разведениях, биотинилированный ИФН-
бета (250 нг/мл) и конъюгат авидин-пероксидаза
хрена (150 нг/мл). В качестве контроля использо-
вали моноспецифичное антитело против HER2-
рецептора (Герцептин) и полученное нами реком-
бинантное, биспецифичное к HER2-рецептору и
ИФН-бета, полноразмерное антитело.

Определение нейтрализующей активности Fab-
scFv. Для анализа использовали опухолевые клет-
ки человека 3-х линий: аденокарцинома кишки
НТ29, не экспрессирующая HER2; аденокарци-
нома яичника человека SKOV3 с низкой экспрес-
сией HER2; аденокарцинома яичника человека
SKOV3-HER2+ с высокой экспрессией HER2. Мо-
нонуклеарные клетки периферической крови че-
ловека (МПК) выделяли из цельной крови здоро-
вого донора в градиенте фиколла-1077 по методи-
ке [17].

Готовили серийные разведения антител биспе-
цифических Fab-scFv, а также контрольных анти-
тел: мышиного антитела В16, нейтрализующего
ИФН-бета, в качестве положительного контроля и
биспецифического антитела, обладающего анти-
HER2 активностью, но не нейтрализующего ИФН-
бета, в качестве отрицательного контроля (–Кон-
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троль). К антителам добавляли рекомбинантный
гликозилированный ИФН-бета производства ООО
“Фармапарк” в концентрации 3 нг/мл. Все раство-
ры готовили в полной ростовой среде с 2% теля-
чьей сывороткой.

Опухолевые клетки культивировали в смеси с
МПК в присутствии ИФН-бета и антител в раз-
личных концентрациях. Конечные концентрации
активных веществ и клеток составили следующие
значения: антитела – от 0 до 100 мкг/мл; ИФНб –
1 нг/мл (0 в контрольных лунках); МПК – 50 тыс.
клеток/лунку; опухоли: 3 тыс. клеток/лунку. Куль-
тивирование проводили в течение 5 суток. Коли-
чество живых клеток оценивали в тесте МТТ [15].
Каждое измерение проводили в 4 повторах, нахо-
дили среднее значение. Нейтрализующую актив-
ность антител выражали в процентах от скорости
пролиферации клеток без ИФН-бета и вычисля-
ли по формуле:

где Ai – среднее значение оптической плотности
в лунках с i-той концентрацией антитела; A0 –
среднее значение оптической плотности в лунках
с ИФН-бета без антител; A100 – среднее значение
оптической плотности в лунках без ИФН-бета и
антител. Поскольку биспецифические антитела
обладают собственной антипролиферативной ак-
тивностью по отношению к HER2-позитивным
клеткам за счет анти-HER2 активности (Tz), из
значений нейтрализующей активности для Fab-
scFv в комплексе с ИФН-бета вычитали соответ-
ствующие значения для контрольного антитела
(–Контроль).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основе нейтрализующего антитела В16 к

ИФН-бета и антитела трастузумаб (Tz), специ-
фичного к HER2-рецептору, нами получены раз-
личные варианты биспецифических антител в фор-
мате Fab-scFv. Показано, что полученные белки
связывают и нейтрализуют ИФН-бета, также они
связывают HER2-рецептор в лизатах опухолевых
клеток и в виде рекомбинантного внеклеточного
домена. Такие молекулы могут быть использова-
ны в качестве компонента иммуноцитокинового
комплекса с ИФН-бета для доставки ИФН-бета к
клеткам HER2-позитивных опухолей, что позво-
лило бы избежать проявления побочных эффектов
при введении ИФН-бета в виде монопрепарата.
Планируется проверить такой подход к терапии
HER2-позитивных опухолей на моделях животных.
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The Development of the Bispecific Antibody in Fab-scFv-Format
Based on an Antibody to Human Interferon Beta-1 and Antibody to HER2 Receptor
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The development of new therapies for malignant tumors is an urgent task. Currently, the humanized antibody
trastuzumab is considered the “gold standard” in the complex treatment of breast tumors with overexpression
of HER2, human epidermal growth factor receptor 2. However, in some cases, resistance to the specified drug
is observed. The search for new therapies for HER2-associated tumors seems to be an important area of re-
search. A number of clinical studies are currently underway on the use of human interferon-beta (IFN-beta)
in oncology. Most of these studies use viral vectors carrying the interferon-beta gene to reduce the systemic
effect of this cytokine. The immunocytokine complex of the bispecific antibody and IFN-beta developed by
us also contains a mechanism for avoiding the systemic action of IFN-beta. Part of the development of such
a complex is the creation of bispecific antibodies of various formats. Based on the neutralizing B16 antibody
to IFN-beta and the trastuzumab (Tz) antibody specific for the HER2 receptor, we obtained various variants
of bispecific antibodies in Fab-scFv format. It was shown that the obtained proteins bind and neutralize
IFN-beta, and they also bind the HER2 receptor in tumor cell lysates and as a recombinant extracellular do-
main. Such molecules in the immunocytokine complex can be used as delivery vehicles of IFN-beta to
HER2-positive tumor cells.

Keywords: IFN-beta, СНО, Trastuzumab, Fab-scFv, HER2
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СИНТЕЗ НОВЫХ БИ-ГЕТЕРОЦИКЛОВ
КАК ЦЕННЫХ АНТИДИАБЕТИЧЕСКИХ АГЕНТОВ:

2-({5-((2-АМИНО-1,3-ТИАЗОЛ-4-ИЛ)МЕТИЛ)-1,3,4-ОКСАДИАЗОЛ-2-ИЛ} 
СУЛЬФАНИЛ)-N-(ЗАМЕЩЕННЫЙ) АЦЕТАМИДЫ1
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Синтез новой серии S-замещенных ацетамидных производных 5-[(2-амино-1,3-тиазол-4-ил)метил]-
1,3,4-оксадиазол-2-тиола был синтезирован и оценен для изучения ингибирования ферментов на-
ряду с цитотоксическим поведением. Этил-2-(2-амино-1,3-тиазол-4-ил)ацетат превращали в соот-
ветствующий гидразид кислоты с помощью гидразингидрата в этаноле. Рефлюкс кислого гидразида
с дисульфидом углерода приводил к 5-[(2-амино-1,3-тиазол-4-ил)метилу]-1,3,4-оксадиазол-2-тио-
лу. Различные электрофилы были синтезированы реакцией соответствующих анилинов (по одному
в каждой реакции) и 2-бромактилбромида в водной среде. Целевые бигетероциклические соедине-
ния были синтезированы путем перемешивания нуклеофильного 5-[(2-амино-1,3-тиазол-4-ил)ме-
тил]-1,3,4-оксадиазол-2-тиола с различными электрофильными ацетамидами (один после другого),
в ДМФА с использованием LiH в качестве основания и активатора. Предложенные структуры вновь
синтезированных соединений были получены с помощью спектроскопических методов, таких как
1Н ЯМР, 13С ЯМР, ЭИ МС и элементный анализ. Эти новые би-гетероциклы были протестированы
на их антидиабетический потенциал посредством ингибирования in vitro фермента α-глюкозидазы.
Исследование in vitro этих молекул также соответствовало данным их ингибирования ферментов.
Кроме того, эти молекулы были проанализированы на предмет их цитотоксического поведения
против солевых креветок. Из результатов следует, что большинство из них проявляют очень мощный
ингибирующий потенциал в отношении изученного фермента и могут быть использованы в каче-
стве ценного антидиабетического агента.

Ключевые слова: этил 2-(2-амино-1,3-тиазол-4-ил)ацетат, 1,3,4-оксадиазол, ацетамид, ингибирование
фермента, молекулярный докинг, цитотоксичность
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3-АРИЛ(ГЕТЕРИЛ)-5-ФЕНИЛИНДЕНО[1,2-d]ТИАЗОЛО[3,2-
a]ПИРИМИДИН-6(5H)-ОНЫ: СИНТЕЗ, ХАРАКТЕРИСТИКА

И ПРОТИВОМИКРОБНАЯ АКТИВНОСТЬ1
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Разработка новых противомикробных агентов является неотъемлемой частью борьбы с инфекци-
онными заболеваниями, вызываемыми устойчивыми к антибиотикам микробами. Мы синтезиро-
вали серию новых 3-замещенных 5-фенилинденотиазолопиримидинонов с помощью классических
методов. Все молекулы были исследованы in vitro на предмет их противомикробной активности по
отношению к различным штаммам бактерий и грибов. Результаты сравнивали со значениями,
полученными для стандартных антибактериального (стрептомицин) и противогрибкового (клотри-
мазол) препаратов. Из двенадцати синтезированных аналогов 4-метоксифенил-5-фенилинде-
но[1,2-d]тиазоло[3,2-a]пиримидин-6(5H)-он показал активность, сравнимую с таковой контрольных
препаратов против бактериального штамма Staphylococcus aureus (минимальная ингибирующая кон-
центрация 25 мкг/мл, зона ингибирования 22 мм) и грибка Aspergillus niger (зона ингибирования 20 мм).
Остальные тиазоло[3,2-a]пиримидин-6(5H)-оны показали слабую и умеренную активность по от-
ношению к исследованным бактериальным и грибковым штаммам.

Ключевые слова: антимикробная активность, 3-(бромоацетил)кумарин, 1,3-индандион, фенацил бро-
мид, тиазолопиримидинон
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