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Супрамолекулярные комплексы протеинов с макрогетероциклическими соединениями – уникаль-
ные структуры, существенно отличающиеся от классических супрамолекул как сложностью орга-
низации, так и многофункциональностью. Изучение природных и создание синтетических супра-
молекулярных систем позволяет влиять на биохимические процессы и управлять ими, а также от-
крывает новые перспективы практического использования макрогетероцикл-протеиновых
супрамолекул. Ежегодно возрастающий интерес к изучению супрамолекулярных систем обуслов-
лен их вариабельностью, разнообразием исходных компонентов, возможностью их химической и
биохимической модификации, способностью участвовать в фото- и термоиндуцированных реакци-
ях. Макрогетероциклический компонент супрамолекулярной системы не только влияет на аффин-
ность протеиновой части к другим лигандам, но и может придавать супрамолекуле новые свойства.
В обзоре проанализированы и обобщены результаты теоретических и экспериментальных исследо-
ваний движущих сил самоорганизации молекул, процессов образования супрамолекулярных ком-
плексов. Особое внимание уделено исследованиям супрамолекул протеин–макрогетероцикл, име-
ющих прикладную направленность для создания искусственных фотосистем, применения в биоме-
дицинских целях в фотодинамической, фототермической терапии, для фотоинактивации бактерий,
медицинской диагностики. Обозначены проблемы, сложности в развитии каждого направления и
потенциальные пути их решения.
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ВВЕДЕНИЕ
Супрамолекулярная химия фокусируется на

нековалентных специфических взаимодействи-
ях, которые приводят к молекулярному распозна-
ванию и процессам самосборки [1]. Супрамоле-
кулярная химия изначально была построена на
принципах биомиметики. Уникальные природ-
ные супрамолекулярные системы, как сравни-
тельно простые (гемоглобин, цитохромы, ДНК,
липиды и др.), так и сложные многокомпонент-

Сокращения: аФДТ – антимикробная фотодинамическая
терапия; ПЭТ – позитронно-эмиссионная томография;
ФДИ – фотодинамическая инактивация; ФДТ – фотоди-
намическая терапия; ФС – фотосенсибилизатор; ФТТ –
фототермическая терапия; Ab – антитело; Hb – гемогло-
бин; LH1 и LH2 – светособирающие антенные системы 1
и 2; РС – пластоцианин; PQ – пластохинон; PSI и PSII –
фотосистемы I и II.

# Автор для связи: (тел.: +7 (493) 233-62-72; эл. почта:
nsl@isc-ras.ru).

УДК 547.8+547.96
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ные (двухслойная клеточная мембрана, капсид
вириона, фотосинтетический аппарат растений и
бактерий и др.), вдохновляли исследователей на
их изучение, а также на разработку и синтез но-
вых многомолекулярных и надмолекулярных ар-
хитектур различной сложности и функциональ-
ности. Изначально синтетические супрамолеку-
лярные системы были невелики и состояли из
относительно простых строительных блоков. На-
копленный опыт и знания в области супрамоле-
кулярной химии в настоящее время позволяют
создавать впечатляющие супрамолекулярные
структуры. Особое место среди них занимают си-
стемы на основе макрогетероциклических соеди-
нений с протеинами. Именно на их анализе и
перспективах применения сфокусирован данный
обзор. Свойства самособирающихся систем мож-
но настраивать, манипулируя энергетическими
характеристиками составляющих их молекул, по-
этому важно понимать, какие движущие силы
управляют процессами самосборки и какова их
энергетика.

ДВИЖУЩИЕ СИЛЫ САМОСБОРКИ 
СУПРАМОЛЕКУЛЯРНЫХ СТРУКТУР

Cпецифические взаимодействия – низкоэнер-
гетические, к ним относятся ван-дер-ваальсовые
взаимодействия (ориентационные, дисперсион-
ные, индукционные, <5 кДж/моль), донорно-ак-
цепторные (<200 кДж/моль), π–π-взаимодей-
ствия (<50 кДж/моль), катион-π-взаимодействия
(5–80 кДж/моль) [2–4], водородные связи (4–
120 кДж/моль). В биологических системах они
определяют структуру таких биомолекул, как
ДНК и белки, и отвечают за процесс молекуляр-
ного распознавания. В большинстве случаев не-
ковалентные взаимодействия значительно слабее
(на 1–3 порядка), чем ковалентные связи. Их
энергия, с одной стороны, достаточна, чтобы

удерживать молекулы в составе биосупрамолеку-
лярных структур. C другой стороны, эти системы
имеют низкий активационный барьер разруше-
ния [1], что позволяет биосупрамолекулярной
структуре перестраиваться, реагировать на опре-
деленные внешние сигналы и, тем самым, реали-
зовывать свои биологические функции.

Основные принципы нековалентных взаимо-
действий были сформулированы более 90 лет на-
зад, например, Полинг дал описание водородных
связей в 1930 г. [5]. С тех пор представления о
природе водородных связей расширялись и изме-
нялись. Водородные связи зачастую рассматрива-
ются как электростатические взаимодействия
между электроотрицательным атомом A и атомом
водорода, присоединенным ко второму электро-
отрицательному атому В [6]. Однако это описание
очень схематичное и поверхностное. Оно не
объясняет, например, спектральное проявле-
ние Н-связей в ЯМР-спектрах (химический сдвиг
сигналов 1Н-ЯМР в слабое поле), в ИК-спектрах
(изменение колебательной частоты при растяже-
нии связи Н–В), и, самое главное, с точки зрения
построения и управления супрамолекулярными
структурами, электростатический взгляд на при-
роду Н-связей не объясняет их кооперативный
эффект. Водородные связи представляют собой
сложное взаимодействие между различными
энергетическими компонентами (электростати-
ческие взаимодействия, взаимодействия с пере-
носом заряда, обменные взаимодействия, диспер-
сионные взаимодействия, кооперативные эффек-
ты, π-резонансные взаимодействия и вторичные
электростатические взаимодействия) (рис. 1), и их
природа до сих пор служит предметом постоянных
дискуссий. Более подробно с современными
взглядами на природу водородных связей можно
ознакомиться в обзорах [7, 8].

По мере накопления данных о взаимодействи-
ях между ароматическими соединениями транс-

Рис. 1. Схематическое изображение вкладов разных видов взаимодействий в Н-связь [9].
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формировались и взгляды на природу π–π-взаи-
модействия, которое изначально трактовалось
как взаимодействие донорно-акцепторного типа,
при котором ароматическая система одной моле-
кулы рассматривалась в роли донора π-электрон-
ной плотности, а ароматическая система другой –
в качестве акцептора [10]. В дальнейшем взгляды
на природу π–π-комплексов были пересмотрены,
и сейчас они расцениваются как результат двух
противоположно направленных сил π–σ-стяги-
вания и π–π-отталкивания [11, 12]. Для π–π-вза-
имодействий существенна роль поляризации
π-ароматической системы, при которой создает-
ся квадрупольный момент с распределением ча-
стичных отрицательных и положительных заря-
дов, зависящих от наличия и природы перифе-
рийных заместителей. Именно распределение
электронной плотности, наличие электрон-обо-
гащенных и электронодефицитных мест в арома-
тических молекулах определяет их взаимное рас-
положение в π–π-комплексе [11–14] (рис. 2).

Таким образом, вводя в ароматические соеди-
нения электронодонорные или электроноакцеп-
торные заместители и тем самым изменяя распре-
деление электронной плотности в молекулах,
можно построить различно организованные су-
прамолекулярные комплексы. Данный принцип
широко применяется для создания различных ар-
хитектур и сборок ароматических соединений
[15, 16].

Несмотря на огромный прогресс, достигнутый
в последние десятилетия как в теоретическом, так
и в экспериментальном изучении нековалент-
ных, специфических связей, мы все еще далеки от
однозначного понимания нековалентных ком-
плексов [17]. Наглядная демонстрация данного
тезиса – работа Černý et al. [18], в которой описана
роль H-связей и π-стекинговых взаимодействий в
стабилизации биополимеров: ДНК, олигопепти-
дов и белков. Авторы приходят к заключению о
доминирующей роли дисперсионных взаимодей-
ствий в стабилизации перечисленных биострук-
тур по сравнению с вкладом в их стабилизацию от
Н-связей и π–π-взаимодействий.

Другой важный фактор, определяющий устой-
чивость супрамолекулярных структур, – количе-
ство нековалентных взаимодействий. Самый на-
глядный пример, отражающий суммарный эффект
количества нековалентных взаимодействий, – спо-
собность гекконов быстро подниматься по гладким
стеклянным вертикальным поверхностям. Оказа-
лось, что на лапке геккона почти пятьсот тысяч
ороговевших щетинок-волосков, каждый из ко-
торых за счет ван-дер-ваальсовых сил обеспечи-
вает сцепление с любой поверхностью [19], что
позволяет удерживать вес животного в вертикаль-
ном положении. Принцип аддитивности низко-
энергетических взаимодействий также широко
применяется при построении супрамолекуляр-
ных систем.

Рис. 2. Схемы расположения ароматических молекул в π–π-комплексах на примере электрон-обогащенных (бензол и
1,5-диалкоксинафталин) и электронодефицитных молекул (1,4,5,8-нафталинтетракарбоксилатдиимид) с акцентом на
места электростатического притяжения или отталкивания [12].
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Говоря о движущих силах образования супра-
молекулярных комплексов, нельзя не отметить
роль растворителя, которая в природных и синте-
тических супрамолекулярных структурах су-
щественно отличается. В биосистемах раствори-
тель – вода, она определяет гидрофобный эф-
фект. Когда неполярное соединение вносится в
воду, происходит нарушение сетки водородных
связей и перегруппировка молекул воды вокруг
неполярных молекул. Присутствие в воде разных
гидрофобных соединений приводит к созданию
больших полостей для размещения скоплений
неполярных молекул, которые стремятся взаимо-
действовать друг с другом для уменьшения кон-
такта с водой. Таким образом, для минимизации
контакта неполярных молекул с водой и миними-
зации разрушения структуры воды формируются
агрегированные структуры [20]. Гидрофобный
эффект играет решающую роль в формировании
амфифильных мицеллярных агрегатов [2], свора-
чивании глобулярных белков, функционировании
биомембран [21, 22], формировании фосфолипид-
ных бислоев [23]. С точки зрения термодинамики,
растворитель может влиять на образование супра-
молекулярной системы не только энтропийно. На-
пример, растворитель существенно влияет и на
энергию π–π-взаимодействия, причем в поляр-
ных растворителях, как правило, устойчивость
π–π-комплексов выше, чем в неполярных [12].
Процессы самосборки очень чувствительны к из-
менениям растворителя из-за различной термо-
динамической стабильности промежуточных и
конечных комплексов, ассоциатов, образующих-
ся в разных средах [24]. В биосупрамолекулярных
структурах растворитель не только участвует в об-
разовании супрамолекулярной системы, но и вы-
ступает ее частью, обеспечивая стабильность/ла-
бильность системы, управление и воздействие на
супрамолекулы, осуществляет транспортную функ-
цию [25, 26]. Напротив, в синтетических супрамо-
лекулярных системах роль растворителя, как пра-
вило, сводится к стадии образования, самосборке
системы, влиянии на рост и архитектуру супрамо-
лекулярных систем [25], а затем от растворителя
стремятся избавиться [25–27].

Другая отличительная особенность синтетиче-
ских супрамолекулярных систем, существенно
отличающих их от большинства биоструктур, за-
ключается в том, что синтетические системы на-
ходятся в состоянии равновесия. Поэтому зача-
стую синтетические системы также называют
равновесными сборками, для них характерна тер-
модинамическая стабильность в течение длитель-
ного времени. Синтетические супрамолекуляр-
ные системы находятся под термодинамическим
контролем, в то время как биологические супра-
молекулярные системы контролируются кинети-
чески [28]. Действительно, большинство химиче-
ских процессов в клетке (ферментативный ката-

лиз фосфорилирования [29], трансмембранная
ионная накачка [30], синтез белка в рибосомах [1]
и др.) невозможны без использования свободной
энергии реакции гидролиза АТФ. Mattia et al. [1]
предлагают различать супрамолекулярные систе-
мы, которые находятся в кинетической ловушке,
и системы, которые далеки от равновесия и тре-
буют непрерывной подачи энергии для поддер-
жания стационарного состояния. Первые – кине-
тически запертые сборки/системы, которые мо-
гут существовать длительное время, находятся в
локальном энергетическом минимуме, и для пе-
рехода в глобальный минимум (более энергетиче-
ски выгодные структуры) требуются высокие
энергии активации. Вторые – системы, требую-
щие постоянной подкачки энергии. Если подача
энергии прекращается, система разрушается, пе-
реходя в термодинамически минимальное со-
стояние. Непрерывное энергетическое преобра-
зование, которому подвергаются эти структуры,
позволяет им иметь интересные, а иногда и непред-
сказуемые, возникающие эмерджентные свойства и
функции, такие как однонаправленное движение,
возникновение градиента концентрации и др. По-
этому создание подобных систем, контролируе-
мых энергетически извне, очень перспективно и
может позволить исследователям приблизиться к
природным совершенным биосупрамолекуляр-
ным системам.

В биосупрамолекулярных системах основным
источником энергии служит АТФ, а в синтетиче-
ских супрамолекулярных системах, возможно,
подобным источником энергии могут выступать
макрогетероциклические соединения порфири-
нового, хлоринового и фталоцианинового клас-
сов. Перечисленные макрогетероциклические
соединения имеют ароматическую природу. Их
особенность заключается в том, что они могут по-
глощать энергию света в широком спектральном
диапазоне, а благодаря длительному времени
жизни в возбужденном триплетном состоянии
(1–6 нс) способны передавать эту энергию дру-
гим молекулам или генерировать фототок [31].

БИОЛОГИЧЕСКИЕ ФОТОСИСТЕМЫ
В природе соединения порфиринового ряда

входят в состав фотосинтетического аппарата
высших зеленых растений, большинства водо-
рослей и фотосинтезирующих бактерий, обеспе-
чивающего трансформацию солнечной энергии в
химическую, синтез большей части органическо-
го вещества, а также кислорода. Преобразование
световой энергии в полезную химическую энер-
гию выполняется четырьмя многосубъединичны-
ми мембранно-белковыми комплексами (рис. 3).
Два комплекса – белок-пигментные суперком-
плексы, называемые фотосистема I (PSI) и фото-
система II (PSII). Они функционируют как моле-
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кулярные фотовольтаики – испускают электро-
ны при поглощении световой энергии. Каждая
фотосистема состоит из основного комплекса и
периферической светособирающей антенной си-
стемы – I (LHCI) для PSI и II (LHCII) для PSII
[32]. PSI и PSII содержат большое количество мо-
лекул хлорофилла. Например, в структуре PSI
термофильной цианобактерии Synechococcus elon-
gatus содержится 96 молекул хлорофилла [33], а в
PSI мезофильной цианобактерии Synechocystis sp.
PCC6803 – 591 молекула хлорофилла [34]. Имен-
но хлорофиллы с другими пигментами в PSI и
PSII поглощают световую энергию и передают ее
в центр фотосинтетической реакции, дополни-
тельно вызывая возбуждение хлорофиллов, из-
вестных как P680 для PSII и P700 для PSI, чтобы
инициировать перемещение протонов через мем-
брану. Третий комплекс, цитохром b6 f, опосреду-
ет транспорт электронов между двумя фотосисте-
мами и в дальнейшем способствует образованию
протон-движущей силы (pmf). Четвертый ком-
плекс, АТФаза F-типа (CF1CF0-АТФ-синтаза),
обеспечивает синтез молекулы АТФ. Дополняют
эти комплексы молекула пластохинона (PQ) и
небольшой водорастворимый медь-связываю-
щий белок, называемый пластоцианином (PC)
[35]. Четыре основных комплекса (фотосистемы I
и II, цитохром b6 f и АТФ-синтаза) сохраняются от
цианобактерий до высших растений.

Фотосистема II использует световую энергию
для каталитического окисления воды [36, 37].
Этот процесс служит основным источником
электронов, которые впоследствии переносятся
через мембрану на цитохром b6 f [38–41] молеку-
лами пластохинона (PQ), а затем в фотосистему I
[33, 42] через просвет тилакоидов с помощью не-
большого водорастворимого белка пластоциани-

на [43]. Электроны впоследствии переносятся
из PSI на окислительно-восстановительный бе-
лок ферредоксин в строме [44, 45]. Наконец,
ферредоксин окисляется ферредоксин-NADP+-
редуктазой, которая восстанавливает NADP+ до
NADPН [33, 46]. Одновременно протонный гра-
диент, генерируемый через тилакоиды, управляет
образованием молекул АТФ с помощью АТФ-
синтазы [46, 47]. Все вышеупомянутые компо-
ненты находятся в сплюснутых пузырьках, назы-
ваемых тилакоидами, которые также обеспечива-
ют среду для передачи энергии. Самая сложная
форма тилакоидных мембран обнаружена в хло-
ропластах высших растений. У них тилакоиды об-
разуют сложные, сильно взаимосвязанные трех-
мерные ламеллярные сети, отличающиеся диффе-
ренциацией на два различных морфологических
домена: цилиндрическая стопка, состоящая из
множества плотно прижатых слоев, называемых
грана, и неупакованные мембранные области,
которые соединяют между собой граны, называе-
мые ламелла стромы [35]. PSI расположена в ла-
мелле стромы тилакоида, тогда как PSII – в мно-
гослойном гран-домене [48].

Сложная организация фотосинтетического
аппарата обеспечивает не только реализацию ос-
новных биохимических функций, но и способ-
ность тонкой подстройки системы к изменению
внешних условий (уровень и интенсивность све-
та, температура и др.). Уровень регуляции опре-
деляется взаимодействиями между антенными
системами и фотосистемами [34]. В случае расте-
ний было показано, что светособирающая антен-
на PSI, состоящая из четырех тесно связанных
антенных хлорофилл-содержащих белков, связы-
вается с реакционным центром с различной сте-
хиометрией, в зависимости от условий освеще-

Рис. 3. Схематическое изображение бислоя тилакоидной мембраны со встроенными белковыми комплексами, участ-
вующими в транспорте электронов. Пунктирная стрелка – циклический перенос электрона [35].
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ния и других факторов окружающей среды [35],
тем самым препятствуя фотоокислению и обеспе-
чивая эффективность свето-акклиматизационных
реакций [34]. Кроме того, в составе фотосинтетиче-
ского аппарата есть фоторецепторы (включая две
фотосистемы, действующие как светочувствитель-
ные датчики) и преобразователи сигналов, которые
задействованы в формировании реакции акклима-
тизации [49, 50]. Даже поверхностное рассмотрение
архитектуры и строения фотосинтетического аппа-
рата свидетельствует о сложности его организации
и взаимодействия составных частей. Это не удиви-
тельно, ведь фотосинтетический аппарат – уни-
кальное творение, созданное природой за не-
сколько миллиардов лет эволюции.

Биологические системы самосборки хромофо-
ров поражают своей упорядоченностью и гармо-
ничностью (рис. 4). В комплексах хромофор–бе-
лок точная ориентация пигментов белковой мат-
рицей обеспечивает эффективную ступенчатую
передачу энергии к реакционному центру, где и
происходит разделение зарядов.

ИСКУССТВЕННЫЕ ФОТОСИСТЕМЫ

Сложная самоорганизация естественных фо-
тосистем обеспечивает эффективный перенос
энергии и электронов. Архитектура этих фото-
сенсибилизирующих молекул определяет фото-
физику накопления и переноса энергии, туше-
ние, сочетание с реакционным центром по ско-
рости и химизму. Безусловно, создаваемые
искусственные супрамолекулярные системы хоть
и основаны на способности соединений порфи-

ринового и хлоринового рядов к поглощению
световой энергии и ее трансформации, но орга-
низованы значительно проще. Рассмотрим со-
зданные искусственные аналоги светособираю-
щих антенн. Типичная искусственная фотосин-
тетическая система должна состоять из антенны,
содержащей набор хромофоров, которые эффек-
тивно поглощают солнечный свет во всем или
максимально широком диапазоне солнечного
спектра и передают эту энергию реакционному
центру. Реакционный центр – это место, где по-
глощенная энергия возбуждения обеспечивает
эффективный фотоиндуцированный перенос
электронов к акцептору электронов для создания
состояний с разделенными зарядами. Таким об-
разом, реакционный центр можно рассматривать
как фотоэлектрическое устройство нанометрово-
го масштаба. Кроме того, реакционный центр мо-
жет быть соединен с катализатором окисления
воды и катализатором восстановления протонов
для превращения воды в водород или синтеза за-
данного вещества (топлива).

Одна из первых проблем, возникающих при
конструировании светособирающих антенн, –
организация самоассоциатов хромофорных со-
единений. Причины поиска именно ассоциатов
хромофорных соединений очевидны – ни один
хромофор не способен эффективно обеспечивать
поглощение и передачу световой энергии в широ-
ком спектральном диапазоне. Одна из возможно-
стей преодоления этой проблемы – работа с агре-
гатами хромофоров, которые благодаря экситон-
ному взаимодействию могут иметь гораздо более
широкие диапазоны поглощения [52, 53].

Рис. 4. Схема процессов передачи энергии светового возбуждения от антенных систем LH2 и LH1 к специальной паре
реакционного центра бактериального фотосинтеза [51].
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Для достижения конечной цели – создания
искусственной светособирающей антенны – ис-
пользуются различные приемы сборки хромо-
форных соединений, среди которых можно выде-
лить следующие: 1) мультихромофорные массивы,
2) кольцеобразные светособирающие антенны,
3) звездообразные светособирающие антенны,
4) антенны для сбора света в форме ветряных
мельниц, 4) полиады, 5) дендрические системы.

В последнее время был достигнут значитель-
ный прогресс в возможностях синтеза длинных
мультихромофорных стержневидных массивов
порфиринов, в которых порфирины ковалентно
соединены и образуют олигомерные структуры.
Чередующаяся ортогональная конформация
между соседними порфириновыми единицами в
мезосвязанных массивах порфиринов сводит к
минимуму возможность π-электронного сопря-
жения в массиве, несмотря на чрезвычайно ко-
роткое расстояние между порфиринами, которое
составляет 8.4 Å. Массивы демонстрируют ди-
польное экситонное взаимодействие, при этом
длина делокализации экситона (когерентная дли-
на) распространяется на ~4–5 [54] соседних пор-
фириновых единицы, что практически совпадает

со значением, определенным в кольце B850 в LH2
(рис. 4) [55].

В научной литературе широко представлены
различные конструкции ассоциатов хромофоров,
как ковалентно связанных, так и образованных за
счет специфических нековалентных взаимодей-
ствий [56].

Перечисленные выше структурные организа-
ции хромофоров не нашли широкого примене-
ния, т.к. остались нерешенными проблемы пере-
носа и разделения заряда. Для идеальных фотосин-
тетических искусственных систем необходимые
параметры процесса переноса электрона между до-
нором и акцептором – быстрое разделение и отно-
сительно медленная рекомбинация зарядов. Фото-
индуцированный одноступенчатый перенос элек-
трона может быть достигнут путем создания
простых донорно-акцепторных (D–A) пар. В ка-
честве донора выступает хромофор, он же дей-
ствует как первичный донор электронов, кото-
рый передает электрон акцептору (процесс разде-
ления заряда, CS), как показано на рис. 5a. Из-за
близости донора и акцептора ион-радикальная
пара, образующаяся при фотовозбуждении,
быстро рекомбинирует в исходное основное со-
стояние (процесс рекомбинации заряда, CR).

Рис. 5. Принципиальная схема для одноступенчатого (a), многоступенчатого переноса электронов (б) и переноса
энергии в сочетании с процессами переноса электронов (в). CS – процесс разделения заряда, CR – процесс рекомби-
нации заряда [57].
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Для предотвращения рекомбинации были раз-
работаны многомодульные системы для генера-
ции долгоживущих состояний с разделенными
зарядами [58]. Для реализации многоступенчато-
го переноса электрона требуются по крайней ме-
ре три вида молекул: D2–D–A или D–A–A2, где
D и D2 – первичные и вторичные доноры элек-
тронов, а A и A2 – первичные и вторичные акцеп-
торы электронов соответственно [59, 60]. Легкое
окисление D2 и легкое восстановление A2 – ос-
новные требования молекулярного дизайна све-
тособирающей антенны. Фотохимические собы-
тия при возбуждении D в D2–D–A показаны на
рис. 5б, конечный результат которых – состояние
с разделенным зарядом –D– . На рис. 5в
приведена принципиальная схема функциониро-
вания антенны, работающей в более широком
спектральном диапазоне за счет добавления фо-
тосенсибилизатора (Е).

Потенциальные доноры (D и D2) и акцепторы
(А и A2) хорошо известны [61]. Наибольшей попу-
лярностью в качестве акцепторов пользуются
фуллерены С60/С70, графен и углеродные нано-
трубки, т.к. они обладают уникальными элек-
тронными характеристиками, обеспечивающими
высокую подвижность и локализацию разделен-
ных зарядов [62, 63]. В качестве примера можно
привести пентаду [64], состоящую из ферроцена
(донор электронов), мезосвязанного тримера
порфирина (фотосенсибилизатор) и фуллерена
(акцептор электронов). Полученная структура ха-
рактеризуется чрезвычайно долгоживущим со-
стоянием с разделенными зарядами (0.53 мкс),
полученным с высоким квантовым выходом (0.83),
что сравнимо с естественной фотосинтетической
системой. Недавно были получены супрамолеку-
лярные светособирающие структуры, состоящие из
четырех фуллеренов и геометрических структур,
построенных из кубических блоков порфиринов с
ароматическими спейсерами [65]. Благодаря уни-

2D +i A −i

кальным особенностям упаковки, которые могут
обеспечить быстрое разделение и делокализацию
заряда, подобные архитектуры демонстрируют
сильные взаимодействия с переносом заряда,
сверхдлительное время жизни в состоянии с разде-
ленными зарядами (до 20 нс) и высокую фотопро-
водимость 3.1 × 10–5 см2 В–1 с–1.

При конструировании полиад в качестве ак-
цепторов могут быть использованы и сами хромо-
форы [66], при этом, как правило, их самосборка
осуществляется за счет аксиальной координации
периферийных заместителей одного хромофора
(порфирина) на металле-комплексообразователе
другого хромофора (фталоцианине). Подробно
ключевые аспекты фотохимии подобных полиад-
ных искусственных фотосинтетических систем
рассмотрены в многочисленных обзорах [67–69].

Созданные диады и триады могут быть внедре-
ны в мембраны и другие биоструктуры, напри-
мер, Steinberg-Yfrach et al. [70] разработана фото-
синтетическая мембрана (рис. 6), состоящая из
липосомного бислоя, триады и фермента АТФ-
синтазы. Протонный насос приводится в действие
векторным фотоиндуцированным переносом элек-
тронов в молекулярной триаде каротин–порфи-
рин–нафтохинон (C–P–Q), которая генерирует
частицы –P–  при возбуждении видимым
светом. Внутримолекулярный окислительно-вос-
становительный потенциал, представленный кати-
он-радикалом каротиноида и анион-радикалом
нафтохинона, связан с перемещением протона ли-
пофильным хиноном (Qs). Восстановление про-
исходит вблизи внешней границы раздела би-
слой–вода, когда Qs принимает электрон от ани-
он-радикала нафтохинона с образованием .
После протонирования  вблизи внешней гра-
ницы раздела с водой семихинон (H  ) в резуль-
тате реакций диффузии или самообмена между
молекулами Qs доставляет протон и электрон к
месту окислительного потенциала ( –P–Q),
расположенному вблизи внутренней поверхности
мембраны. Окисление H  вблизи внутренней вод-
ной границы раздела приводит к выбросу протонов
во внутрилипосомный объем. При накоплении до-
статочного количества протонов запускается обра-
зование АТФ из аденозиндифосфата (АДФ) и неор-
ганического фосфата (Pi).

Выше приведены примеры сравнительно про-
стых антенных систем, производительность кото-
рых не превышает 5–9%, хотя эффективность не-
органических сенсибилизированных красителем
солнечных элементов за последние три десятиле-
тия существенно повысилась (с 7.12% в 1991 г. до
12.3% в 2020 г. [71, 72]) и приближается к рента-
бельному порогу в 15%. Повысить эффективность

C +i Q −i

Qs −i

Qs −i

Qi

C +i

Qi

Рис. 6. Схема искусственной фотосинтетической
мембраны на основе липосом [70].

Qs

P

P

ADP + Pi

ATP

H2O

H+

H+

H+

H+

hνQ

C

Q• −

C• +

HQs
•



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 1  2022

МАКРОЦИКЛ-ПРОТЕИНОВЫЕ СУПРАМОЛЕКУЛЯРНЫЕ СИСТЕМЫ 11

искусственных светособирающих систем можно
за счет изменения архитектуры, аналогичной ор-
ганизации сотовой системы связи. Подобная
иерархия обеспечивает увеличение захвата фото-
нов. Благодаря наличию антенн в биосистемах
почти каждый захваченный фотон приводит к по-
лезному разделению зарядов, т.е. квантовая эф-
фективность близка к единице [73]. Перестрое-
ние и переключение подобных антенных систем
происходит гораздо быстрее и эффективнее. Кро-
ме того, для расширения диапазона поглощения в
искусственных антеннах можно использовать не-
сколько разных хромофоров.

Наибольшее соответствие предъявляемым
требованиям демонстрируют дендрические архи-
тектуры. Дендримеры – это четко определенные
гиперразветвленные трехмерные макромолекулы
с регулярным древовидным набором ответвлений
[64, 74]. Для звездообразной и конусовидной се-
рий дендримерных антенн эффективность пере-
дачи энергии от возбужденного синглетного со-
стояния периферийных порфиринов к сердцеви-
не, как правило, значительно снижается с
увеличением номера поколения, причем в случае
конусовидных систем это явление проявляется
ярче. С другой стороны, уменьшение числа поко-
лений (генераций) отрицательно сказывается на
общей фотохимической картине, т.к. приводит к
уменьшению числа хромофоров. Среди разнооб-
разных массивов хромофоров дендритные карка-
сы представляются наиболее подходящими для
трехмерного расположения большего количества
молекул хромофоров и их эффективного взаимо-
действия. Дендритные каркасы действуют как
энергетические воронки и обеспечивают вектор-
ную передачу энергии [63, 67]. Тем не менее су-
ществует одна проблема, связанная с дендример-
ной архитектурой, заключающаяся в том, что
векторная передача энергии в большинстве син-
тезированных архитектур происходит от перифе-
рии к ядру дендримера (рис. 7а). Для практиче-
ского применения захват энергии внутри ядра
бесполезен, поскольку доступ других реагентов
стерически заблокирован, и кроме нежелатель-
ной рекомбинации заряда может происходить
только термическая дезактивация. Обратный
дендримерный поток энергии, схематично пред-
ставленный на рис. 7б, где энергия передается от
центра к периферии и, в конечном итоге, на ис-
кусственный реакционный центр, до сих пор не
реализован [73].

Возможно, в дальнейшем решение проблемы
будет найдено при конструировании конусных
структур, в которых ядро будет доступно. Страте-
гия дендритной сборки довольно перспективна,
однако получение таких сложных молекул с при-
емлемым выходом – очень сложной задача, тре-
бующая много времени. Поэтому супрамолеку-
лярная система самосборки стала привлекатель-

ной альтернативной стратегией для построения
хорошо упорядоченных систем с множеством
хромофоров на биологических матрицах.

Циклодипептидные и пептидные фрагменты
могут быть удобным мотивом для образования
супрамолекулярных ансамблей, поскольку они
обеспечивают множественные сайты водородных
связей с симметрией C2 [75–78]. Димерные струк-
туры, состоящие из двух порфиринов и дипепти-
да, в зависимости от внешних условий и концен-
трации, образуют различные архитектуры от во-
локнообразных до тороидальных структур [76,
79], а также рН управляемых архитектур (рис. 8)
[80, 81].

Фотокаталитическая система на основе пор-
фиринов, модифицированных пептидами, на-
много более эффективна, чем система на основе
порфирина без пептидного звена. Это позволило
создать на основе хромофоров и пептидов искус-
ственные фотосинтетические системы, позволя-
ющие получать, например, L-глутамат [77], кис-
лород [82], аминофенол [78] и другие вещества.

Исследований фотоаккумулятивных и фото-
каталитических систем на основе хромофоров и
белков проводится значительно меньше. Во-пер-
вых, это обусловлено тем, что иммобилизация
массива хромофоров должна осуществляться в
строго определенном архитектурном паттерне, а
природные белки, как правило, нерегулярны.
Во-вторых, существенные сложности возникают
при сборке хромофор-содержащих белков [83].
В природе сборка белков осуществляется с помо-
щью шаперонов. Как реализовать это в искус-
ственных условиях – вопрос, не имеющий пока
четкого ответа. Кроме того, фотоактивность хро-
мофоров и способность к генерации активных
форм кислорода может привести к дефектам в
белковой матрице и, соответственно, в получен-
ной конечной структуре. Возможный путь пре-
одоления перечисленных трудностей – использо-

Рис. 7. Дендритные архитектуры: (a) – классический
дендример, действующий как энергетическая ловуш-
ка; (б) – архитектура, позволяющая фотосенсибили-
зировать реагент R [73].

hν hνR

R
R

R

R*
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вание белков с преимущественной β-складчато-
стью. Особенность белков с преобладанием
указанной вторичной структуры состоит в том,
что они имеют гидрофобную поверхность и
склонны к формированию упорядоченных ами-
лоидоподобных структур. Как недавно было по-
казано [84–86], связывание порфиринов глобу-
лярными α-протеинами приводит к экспониро-
ванию гидрофобных участков полипептидной
цепи на поверхность глобулы, переходу части
разупорядоченных и α-цепей в β-складки и обра-
зованию агрегатов различной архитектуры [87,
88]. Доказана иммобилизация массива хромофо-
ров цинк(II)протопорфирина IX на β-листах про-
теинов [89, 90]. В созданной системе экситоны
могут диффундировать вдоль стопок на расстоя-
ние >60 нм в оптимальных условиях.

Белковые структуры в естественных светосо-
бирающих комплексах играют решающую роль в
модуляции уровней энергии отдельных пигментов
посредством взаимодействия с остатками белка и
соседними пигментами, что, в свою очередь, влияет
на путь передачи энергии возбуждения [91]. Поэто-
му включение синтетической диады в белковую
матрицу может быть альтернативным подходом к
созданию улучшенной фотохимической системы,
что наглядно продемонстрировано в работе Hu et al.
[92] на примере искусственных фотосинтетических
реакционных центров, сконструированных на по-
верхности белка (рис. 9). Сравнительный анализ
фотофизики диады и диады, помещенной в апо-
миоглобин, показал, что время жизни в состоя-
нии с разделенными зарядами без белка составля-
ет 1 мкс, а с белком – не менее 2 мс, т.е. многосту-
пенчатый перенос электрона возможен только в
случае супрамолекулярной системы, в состав кото-

рой включен белок. Подобно естественному фото-
синтетическому реакционному центру, включение
кофакторов в белковый каркас (апомиоглобин)
позволяет пространственно разделить фотогенери-
рованные продукты и тем самым избежать быстрой
рекомбинации зарядов.

В связи со сложностями включения хромофо-
ров в природные белки исследователи все чаще
обращаются к искусственным белкам [93–95],
называемым “макетами” (“maquettes”) [68, 95].
Их достоинства очевидны: они устойчивы, имеют
требуемый паттерн, высокую аффинность к хро-
мофорам, что в совокупности обеспечивает эф-
фективную и управляемую самосборку фоточув-
ствительных систем.

Недавние исследования показали, что природ-
ные биологические структуры могут служить в
качестве шаблонов, управляющих наноразмер-
ной организацией пигментов через химические
связи или электростатические взаимодействия.
В качестве шаблонов может использоваться ДНК
[96, 97], РНК [98, 99] или капсиды вирусов [100].
Например, бактериофаг M13 имеет оболочку –
нитевидную структуру длиной ~880 нм и диамет-
ром ~6.5 нм [101], состоящую из ~2700 копий бел-
ков α-спиральной оболочки. Оболочка вируса
легко подвергается химической модификации
благодаря наличию терминальных NH2-групп и
легкодоступных на поверхности остатков лизина
для обеспечения последующей конъюгации с тет-
рапиррольными хромофорами. Расположение
центров конъюгации (~5400 на вирус), указанных
выше терминальных групп и аминокислотных
остатков лизина на поверхности вируса обеспечи-
вает экситонное взаимодействие конъюгирован-
ных с ними молекул порфиринов (рис. 10) [101].

Рис. 8. 1 – Супрамолекулярные порфирин-полипептидные системы: (а) – слабое взаимодействие порфирин–порфи-
рин в нейтральных условиях; (б) – взаимодействие J-типа при pH 3.5 [80]; 2 – переключение pH порфирин-пептидных
ансамблей. В кислых растворах (pH 3.6) пептид имеет неупорядоченную вторичную структуру, связанные с пептидом
порфирины образуют J-агрегаты. В нейтральных растворах (pH 7.6) связывание порфирина с пептидом индуцирует
формирование α-спиральной вторичной структуры пептида [81].
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Подводя итог этого раздела, хочется отметить,
что создание искусственных антенн представляет
интерес не только для развития альтернативной
энергетики, искусственного фотосинтеза, но и
может найти применение в биомедицинских це-
лях, например, для мультиплексной маркировки,
визуализации в клетках прокариот и млекопита-
ющих, включая линии клеток человека [102]. Од-

нако исследования в данном научном направле-
нии находятся в зачаточном состоянии. Больший
успех достигнут в направлении исследования
свойств конкретных белков с тетрапиррольными
хромофорными соединениями и изучении прак-
тического применения этих супрамолекулярных
систем.

СУПРАМОЛЕКУЛЯРНЫЕ КОМПЛЕКСЫ 
ПРОТЕИНОВ С ТЕТРАПИРРОЛЬНЫМИ 

МАКРОГЕТЕРОЦИКЛАМИ В МЕДИЦИНЕ

Из всех биомолекул белки, вероятно, наиболее
интересны, особенно с молекулярной и структур-
ной точек зрения. Белки участвуют практически
во всех биологических процессах, и их супрамо-
лекулярная модуляция (например, с помощью
небольших молекул) лежит в основе действия
большинства лекарств [103]. Как правило, белки
работают согласованно с помощью так называе-
мых белок-белковых взаимодействий. Управле-
ние белок-белковыми взаимодействиями откры-
вает широкие перспективы для создания новых
видов лекарств. Таким образом, белки могут вы-
ступать как в роли биологических мишеней (на-
пример, в фотодинамической терапии (ФДТ),
фотоинактивации бактерий и вирусов (ФДИ,
аФДТ)), использоваться для визуализации с по-

Рис. 9. Схематическое изображение восстановления кофакторов (I) и (II) апомиоглобином с получением триад на ос-
нове миоглобина: Mb(FeIIIOH2)-Ru2+-BXV4+ и Mb(Zn)-Ru2+-BXV4+ [92].

(I) или (II)
Апомиоглобин

Mb(FeIIIOH2)-Ru2+-BXV4+, кофактор = (I)
Mb(ZnPP)-Ru2+-BXV4+, кофактор = (II)

e−

e−

Восстановление

Свет

Рис. 10. Самосборка пигмента (Zn(II)дейтеропорфи-
рин IX 2,4-бис(этиленгликоль)) на оболочке бакте-
риофага M13 [101].

hν

FRET
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Тушение
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мощью порфиринов, хлоринов, фталоцианинов,
а также выступать компонентами лекарственных
препаратов. Сывороточные белки крови могут
использоваться в качестве транспортных систем,
обеспечивающих распределение препарата с по-
мощью кровеносной системы и модулирующих
связывание порфиринов с другими белками.
В данном разделе обобщены достижения послед-
них лет в перечисленных научных направлениях.

Фотодинамическая терапия

Фотодинамическая терапия (ФДТ) – хорошо
зарекомендовавший себя неоперабельный метод
лечения онкологических заболеваний, различ-
ных патологий, в том числе некоторых кожных
заболеваний (псориаз, папилломавирусные ин-
фекции, кожный лейшманиоз и др. [104]). В ос-
нове метода лежит световое воздействие на фото-
сенсибилизатор (ФС – порфирин, хлорин, фта-
лоцианин и др.). Полученная ФС световая
энергия трансформируется в конечном итоге в
химические реакции, приводящие к поражению
мишени, гибели клетки. К настоящему времени
выделяют четыре типа фотоиндуцированных ре-
акций. В реакциях типа I ФС в возбужденном
триплетном состоянии реагирует с биомолекула-
ми путем передачи электрона, в результате чего
радикалы и ионы-радикалы вступают в реакцию с
молекулярным кислородом, вызывая образова-
ние активных форм кислорода (ОН-радикал, су-
пероксидный радикал). В реакциях типа II проис-
ходит прямая передача энергии от ФС в триплет-
ном возбужденном состоянии к кислороду в
основном триплетном состоянии с образованием
синглетного кислорода, который проявляет высо-
кую цитотоксичность [105]. Фоточувствительные
молекулы механизма типа III обычно выступают
сенсибилизаторами-носителями антиоксидантов,
увеличивающими генерацию синглетного кисло-
рода и снижающими концентрацию природных
свободных радикалов в клетках-мишенях [106].
Цитотоксический механизм типа IV связан с ФС,
которые не способны взаимодействовать с моле-
кулярной мишенью, но при световом возбужде-
нии происходит их внутримолекулярная транс-
формация (фотоизомерация), способствующая
связыванию светочувствительной молекулы с ее
молекулярной мишенью [106]. Подавляющее боль-
шинство препаратов для ФДТ – это порфирины,
хлорины и фталоцианины, обладающие интенсив-
ным поглощением в области 650–850 нм и окисля-
ющие биосубстраты преимущественно по механиз-
му II. Значительный ряд фотосенсибилизаторов
был разработан для ФДТ, но только некоторые из
них одобрены для эффективного использования:
в статьях [107, 108] приводятся структурные фор-
мулы лекарственных соединений, торговые на-

зывания препаратов для лечения различных но-
зологических форм.

Существует огромное количество прекрасных
обзоров, посвященных ФДТ, фотохимии, фотофи-
зике ФС, вопросам синтеза новых ФС с улучшен-
ными фотоокислительными свойствами, распреде-
лению и накоплению в органеллах клеток, фото- и
темновой токсичности ФС [105, 109–114], поэтому
в данном разделе акцент будет сделан на нере-
шенных проблемах ФДТ и возможных подходах к
их решению с помощью конъюгатов ФС с белка-
ми и пептидами. Функционирование последних
основано на принципах супрамолекулярой хи-
мии, при этом супрамолекула образуется за счет
белок-белковых взаимодействий между конъюга-
том и экзогенными белками или белковыми ча-
стями рецепторов.

Кислород тканей – один из ключевых компо-
нентов для образования 1O2. Известно, что по ме-
ре роста опухоли быстро нарушается кровоснаб-
жение, приводя к гипоксии тканей. Таким обра-
зом, успешное развитие методов ФДТ требует
решения задач, связанных с созданием кислород-
независимых подходов. Интенсивно ведется по-
иск ФС, способных реализовать фотоокисление
по типу I, положительные результаты получены
для некоторых катионных порфиринов [115] и
фосфор-замещенных порфиринов [116].

Проблему кислород-независимых подходов к
ФДТ также пытаются решить с использованием
других стратегий. Первая стратегия основана на
создании носителей, которые одновременно до-
ставляют в пораженную клетку фотосенсибили-
затор и O2. Как правило, это загруженные нано-
частицы [8–10], перфторуглероды [117, 118]. Ос-
новные недостатки данного подхода – большой
единичный объем препарата и связанная с этим
низкая проникающая способность. Кроме того,
трудно решаемая проблема – высвобождение O2 в
требуемом пораженном участке. Например,
перфторуглероды – прекрасные носители O2, но
высвобождение загруженного O2 начинается сра-
зу после инъекции в кровоток, потому что O2 вы-
свобождается в основном посредством диффу-
зии, управляемой градиентами концентрации
[119, 120]. Вторая стратегия основана на создании
конъюгатов фотосенсибилизаторов с каталазой
или каталазоподобными материалами. Каталаза –
один из важнейших ферментов, который может
катализировать разложение внутриклеточной пе-
рекиси водорода (H2O2) на O2 и H2O. Достоверно
известно, что внутриклеточный уровень H2O2 в
опухолях всегда выше. Например, была создана
конструкция, включающая каталазу и альгинат-
диальдегид, фотосенсибилизатор бенгальский
розовый. Полученный конъюгат был загружен в
кальцинированнные пористые частицы [121]. Бо-
лее эффективные конъюгаты сконструированы
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на основе поли-(D,L-молочной-cо-гликолевой
кислоты) – носителя, в который инкапсулирова-
ли каталазу и фотосенсибилизатор (метиленовый
синий) [122]. Phua et al. разработали наносисте-
му [123], также содержащую каталазу, в которой
каталазу сначала конъюгировали с функциона-
лизированной β-циклодекстрином гиалуроновой
кислотой с образованием наночастиц, а затем нано-
частицами загружали модифицированный адаман-
таном хлорин е6. Основной недостаток данной
стратегии – проблема с доставкой загруженного в
полимер или наночастицы конъюгата, низкая ту-
моротропность, сложность получения конъюгата.

Альтернативная стратегия основана на созда-
нии фотосенсибилизаторов, способных участво-
вать в окислительных процессах по типу I, т.е.
связанных с процессами фотоиндуцированного

переноса электрона, генерацией радикальных
форм. В данном направлении работает несколь-
ко научных групп. Например, под руководством
Hamblin было показано, что при использовании
в качестве фотосенсибилизатора наночастиц
(TiO2)n, органических красителей (бенгальский
розовый, метиленовый синий, порфирин [124,
125]) в присутствии неорганических солей про-
цессы фотоокисления биосубстратов реализуются
по механизму I. Иной стратегии, основанной на со-
здании системы ФДТ, способной переносить кис-
лород, придерживались Wang et al. [126]. Ими был
получен новый фотосенсибилизатор-носитель с
кислородной самокомпенсирующейся способно-
стью. Он был синтезирован путем конъюгирования
гемоглобина (Hb) с полимерными мицеллами, об-
разованными триблок-сополимерами поли(эти-

Рис. 11. (а) – Синтез ZnPc-мицелл, загруженных в мицеллы гемоглобина (HbMs); (б) – сравнение фото- и темновой
токсичности клеток HeLa по отношению к HbMs, ZnPc-мицеллам и ZnPc-мицеллам с HbMs [126].
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ленгликоля)–блок-поли(акриловой кислоты)–
блок-полистирол (PEG–b-PAA–b-PS) (рис. 11).

Фталоцианин цинка (ZnPc) был инкапсулиро-
ван в конъюгированные с гемоглобином мицел-
лы в качестве фотосенсибилизатора. Было под-
тверждено, что полученные мицеллы генерируют
больше синглетного кислорода и вызывают боль-
шую фотоцитотоксичность для клеток HeLa
in vitro по сравнению с мицеллами, нагруженны-
ми ZnPc без гемоглобина.

Другая проблема ФДТ – это повышение изби-
рательного накопления фотоактивируемых моле-
кул в опухолевой ткани. Ковалентное присоеди-
нение порфиринов и родственных макроциклов к
пептидам и белкам может решить эту проблему
благодаря их усиленному клеточному захвату,
благоприятному субклеточному распределению и
способности нацеливания белковой части конъ-
югатов на рецепторы или ферменты, чрезмерно
экспрессируемые данной тканью или клеткой.
Таким образом, супрамолекула образуется непо-
средственно в организме за счет белок-белковых
взаимодействий между эндогенным конъюгатом
и экзогенными белками.

Например, в работе Yu et al. сообщается о
конъюгате фталоцианин–пептид (Tyr-His-Trp-
Tyr-Gly-Tyr-Thr-Pro-Gln-Asn-Val-Ile) [127], кото-
рый нацелен на рецептор эпидермального факто-
ра роста (EGFR) и продемонстрировал более вы-
сокий клеточный захват клетками эпидермоид-
ной карциномы A431 со сверхэкспрессией EGFR
по сравнению с клетками аденокарциномы мо-
лочной железы человека MCF7 с низкой экспрес-
сией EGFR. Оказалось, что предварительная об-
работка клеток A431 указанным выше пептидом
значительно ингибировала клеточное поглоще-
ние конъюгата, а сам конъюгат проявлял исклю-
чительную цитотоксичность, активируемую све-
том, в отношении клеток A431. Эти данные пока-
зывают, что вектор – это пептид, который
участвует в белок-белковых взаимодействиях с
EGFR. Высокую эффективность в лечении ба-
зальноклеточного и плоскоклеточного рака, а
также предраковых состояний, таких как солнеч-
ный кератоз, демонстрирует конъюгат трикати-
онного 5-(4-карбоксифенил)-10,15,20-трис(4-ме-
тилпиридиния)-4-ил)порфирин трииодида с по-
ли-S-лизином [128]. Циклический пептид RGD,
выступающий лигандом для рецептора интегрина
αvβ3, был ковалентно конъюгирован с фотосенси-
билизатором на основе хлорофилла. Данный
конъюгат позволил улучшить визуализацию опухо-
ли и увеличить эффективность ФДТ через 2–4 ч по-
сле инъекции, а также продемонстрировал высо-
кую специфичность [129].

Подобных примеров в литературе огромное
количество, все это свидетельствует о перспек-
тивности подхода и, возможно, скорого внедре-

ния в лечебную практику. В обзорной статье Bis-
caglia et al. [130] представлены аминокислотные
последовательности, обеспечивающие самонаве-
дение на опухолевые клетки, а также пептиды,
проникающие в клетки с локализацией в ядре и
митохондриях. Потенциально все они могут быть
использованы в конъюгатах с ФС. Широко при-
меняется стратегия нацеливания для увеличения
сродства ФС к опухолям за счет ковалентной свя-
зи порфиринов с аминокислотными конъюгата-
ми. Известно, что порфирины, связанные с ами-
нокислотами, приобретают дополнительные
свойства, важные для ФДТ. Среди них водорас-
творимость [131], способность интеркалировать
последовательности ДНК с высокой специфич-
ностью [132–135] и высокое поглощение клетка-
ми опухоли [136].

Конъюгаты ФС с антителами (Ab) представля-
ют особый интерес из-за их чрезвычайно высо-
кой селективности и сродства к соответствую-
щим антигенам. Конъюгация ФС с Ab приводит к
образованию активных молекул, нацеленных на
опухоль и способных связывать антигены или ре-
цепторы, которые сверхэкспрессируются в опу-
холях. У млекопитающих антитела делятся на
пять изотипов (IgA, IgD, IgG, IgE, IgM). На сего-
дняшний день антитела можно разделить на че-
тыре основные группы: поликлональные, моно-
клональные, фрагменты антител и нанотела.
Наиболее отчетливые различия можно просле-
дить между поли- и моноклональными антитела-
ми. Поликлональные антитела относительно не-
дороги, их сравнительно легко получать и хра-
нить, они обладают высокой стабильностью,
связываются с несколькими эпитопами и имеют
хорошую чувствительность, но они характеризу-
ются разным составом, т.к. выделяются из сыво-
ротки крови иммунизированных животных. Мо-
ноклональные антитела более дорогие, обладают
высокой специфичностью по отношению к одно-
му эпитопу и чрезвычайно гомогенны [137]. Не-
сколько маркеров опухолевых клеток были ис-
следованы для активного фотодинамического на-
целивания, включая рецепторы трансферрина
(TR), фолиевой кислоты (FR), фактора роста, ре-
цепторы липопротеинов низкой плотности
(LDL), интегрина, инсулина и переносчики глю-
козы. Другие потенциальные маркеры опухолевых
клеток часто включают гликопротеины, такие как
опухолевые маркеры рака легких (например, CEA,
CYFRA21-1 и NSE), желудочно-кишечные опухо-
левые маркеры (например, CEA, CA199, группа
CA242 и CA724), маркеры рака молочной железы
(CA153), рака яичников (CA125), гепатоцеллю-
лярной карциномы (AFP), рака простаты (PSA) и
хориокарциномы (HCG) [138]. Наиболее распро-
страненные мембранные рецепторы, на которые
могут быть нацелены конъюгаты ФС–mAb, опи-
саны в статье Fernandes et al. [139]. Синтетические
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подходы к получению конъюгатов антитело–фо-
тосенсибилизатор широко представлены в лите-
ратуре [137, 140–143].

Терапевтический потенциал конъюгата ФС с
антителами зависит от его локализации. Антите-
ла, как правило, не могут проходить сквозь кле-
точную мембрану, поэтому конъюгаты антитело–
ФС построены на антителах, нацеленных в ос-
новном на рецепторы, доступные на клеточной
мембране. Тем не менее известны случаи интер-
нализации конъюгатов ФС–Ab, обладающих, по
сведениям Vrouenraets et al. [144], большей фото-
динамической активностью, чем конъюгаты, на-
капливающиеся снаружи на клеточной мембра-
не. Считается, что чуть ли не единственный меха-
низм интернализации ФС–Ab – это эндоцитоз,
опосредованный рецепторами. Например, у клеточ-
ных линий рака молочной железы MDA-MB-231 и
MCF-7 выявлена сверхэкспрессия рецепторов
гонадотропин-рилизинг-гормона. Учитывая это,
был получен конъюгат рилизинг-гормона гона-
дотропина с β-карбоксифталоцианином цинка
(ZnPc-COOH), который поглощался клетками
посредством эндоцитоза и обладал высокой фо-
тотоксичностью в отношении вышеупомянутых
клеточных линий [145].

По сравнению с традиционной ФДТ, таргет-
ная фотодинамическая терапия (тФДТ) улучшает
соотношение между эффективностью и токсич-
ностью при лечении солидных злокачественных
новообразований [137] благодаря высокой специ-
фичности связывания конъюгата ФС–Ab абер-
рантно экспрессирующими рецепторами-мише-
нями при сохранении прилегающих нормальных
тканей.

Буквально несколько лет назад среди медиков,
биологов, биохимиков и медицинских химиков
было распространено мнение о том, что опти-
мальные механизмы клеточной гибели после
ФДТ – аутофагия и апоптоз [146]. При этих меха-
низмах клеточной гибели ферменты и клеточные
осколки не попадают в межклеточную жидкость и
не вызывают воспаление (как в случае некроза)
здоровых тканей. В последнее время эти взгляды
пересматриваются, т.к. эффективный терапевти-
ческий метод должен не только на время искоре-
нить болезнь, но и обеспечить защиту от нее в бу-
дущем за счет активации иммунной системы.
ФДТ может вызывать острое воспаление и при-
влекать иммунные клетки [147, 148]. Понимание
механизма, способствующего развитию иммуни-
тета, поможет в разработке эффективных агентов
для иммунотерапии. В качестве доводов, под-
тверждающих данный тезис, можно привести
следующее: фотоактивация конъюгата ФС–Ab
приводит к фотоокислению биосубстратов кле-
ток, вызывает клеточную гибель, что активирует
иммунный ответ, который в дальнейшем способ-

ствует уничтожению раковой опухоли. Однако
эти иммунные клетки (Т-клетки), эффективные
для борьбы с онкологическим заболеванием, по-
давляются другими иммунными регуляторными
Т-клетками (Treg). Поэтому в настоящее время
перспективны разработки конъюгатов и супра-
молекулярных систем, вызывающих иммунный
ответ, нацеленный на Treg. По мнению ряда ис-
следователей [139, 149, 150], эти работы могут
стать основой для иммунотерапии, помогающей
иммунной системе пациентов распознавать и
уничтожать раковые клетки.

Следует отметить и другие перспективы ис-
пользования конъюгатов ФС с белками, пептидами
и аминокислотами. В первую очередь, это возмож-
ность генерирования различных форм активного
кислорода, которые позволяют концентрировать
окислительное повреждение в целевой области. Хо-
рошо известно, что аминокислотные остатки в бел-
ках имеют разную окислительную способность.
Выделяют уязвимые аминокислотные остатки,
среди которых Cys, His, Met, Tyr и Trp [151–154].
Время жизни активных форм кислорода, генери-
руемых ФС, невелико, как и расстояние, на кото-
рое они могут удалиться от ФС до перехода кис-
лорода в триплетную форму. Поэтому если в со-
ставе конъюгата или супрамолекулы ФС–пептид
(белок) будут уязвимые аминокислоты, это может
способствовать запуску каскадного окисления,
приводящего к повреждению мишени [155–157].
Однако изучение механизмов окисления белка,
тем более опосредованного эндогенными амино-
кислотными остатками конъюгатов, – чрезвы-
чайно сложная задача, но, возможно, в обозри-
мом будущем мы увидим успехи и в данном науч-
ном направлении.

Фототермическая терапия

Фототермическая терапия (ФТТ) – один из
методов неинвазивного лечения онкологических
заболеваний (гипертермия рака), основанный на
генерации ФС тепла [158]. Известно, что денату-
рация белков, нарушение клеточной мембраны и
абляция опухолевых тканей происходят при тем-
пературе 40–43°C и выше [158]. Селективная
ФТТ достигается за счет фотоактивации ФС, на-
копленных на участках опухоли, поглощенная
энергия фотонов преобразуется в тепло, доста-
точное для индукции клеточной гипертермии.
Изначально это научное направление развива-
лось на основе нанохимии неорганических мате-
риалов, включая углеродные нанотрубки, нано-
структуры золота, поглощающие в ближнем ИК-
диапазоне (наностержни, нанооболочки, нано-
клетки и полые наносферы) [114, 158]. Однако в
последнее время стали появляться сообщения об
использовании для ФТТ конъюгатов пептид–фо-
тосенсибилизатор [159]. Основные принципы по-
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строения супрамолекулярных систем для ФТТ –
высокая загрузка фотосенсибилизатором и по-
давление флуоресценции для обеспечения дисси-
пации энергии по тепловому пути. Lovell et al.
[160] удалось создать наноструктуры (пузырьки),
образованные из самоорганизующихся липидных
бислоев с порфиринами, которые, по сути, пред-
ставляли собой фототермический преобразова-
тель. После внутривенной инъекции лаборатор-
ным животным супрамолекулярные структуры
накапливались в опухолях и позволяли выявлять
индуцированную лазерным облучением фототер-
мическую абляцию опухоли. Супрамолекулярное
конструирование позволило Zou et al. [161] полу-
чить наноточки (рис. 12), состоящие из конъюга-
та дифенилаланин–пептид–порфирин. Супра-
молекулярная агрегация обеспечила полное ту-
шение флуоресценции ФС и ингибирование
генерации активных форм кислорода, что приве-
ло к термическому рассеиванию поглощенной
световой энергии с высокой эффективностью
преобразования (54.2%). После лазерного облу-
чения средняя температура в течение 10 мин на
участках опухоли увеличилась до 58.1°C, что при-
вело к некрозу опухоли.

Еще более сложная супрамолекулярная систе-
ма предложена Li et al. [162]. Она состоит из фта-
лоцианинов, содержащих на периферии гидро-
фильные триэтиленгликольные остатки. В водных
средах происходит самоагрегация с образованием
наночастиц, устойчивых в водных средах, однако в
присутствии целевых белков происходит частич-
ная дезагрегация, а мономеризованные фталоци-
анины становятся способными к флуоресценции.

Авторы утверждают, что полученные супрамоле-
кулярные структуры обладают ФТТ-эффектом, а
управляемый белком триггер флуоресценции
обеспечивает высокую эффективность для визуа-
лизации опухолевых клеток с высокими отноше-
ниями сигнал/фон, а также смену терапии с ФТТ
на ФДТ. Безусловно, направление ФТТ будет в
дальнейшем развиваться, т.к. демонстрирует по-
тенциальную возможность кислород-независи-
мой терапии солидных опухолей.

Транспортные системы/
системы доставки

Ограниченная растворимость фотосенсибили-
заторов в воде и склонность к агрегации часто
ухудшают их фотофизические свойства, что при-
водит к снижению биодоступности соединений,
поэтому для фотосенсибилизаторов порфирино-
вого, хлоринового и фталоцианинового рядов,
независимо от степени гидрофобности, необхо-
дима транспортная система [163]. Транспортная
система позволяет не только повысить биодо-
ступность и снизить токсичность ФС, но и обес-
печивает дополнительные преимущества, такие
как усиление мембранной абсорбции, молеку-
лярная стабилизация и улучшение водораствори-
мости, а также доступность лекарств в биологиче-
ских системах [164]. Субклеточная локализация
ФС в митохондриях, лизосомах, эндоплазматиче-
ском ретикулуме и плазматической мембране
(различных органеллах) играет решающую роль в
задействованном механизме гибели клеток (апо-
птотическая, некротическая и связанная с ауто-

Рис. 12. (а) – Получение фототермических наноточек пептид–порфирин (PPP-ND) путем самосборки конъюгата
пептид–порфирин (TPP-G-FF); (б) – ТЕМ-изображение PPP-ND [161]; (в) – фотоакустическое изображение во вре-
мени после внутривенной инъекции PPP-ND; (г) – ИК-изображения внутривенных PPP-ND, введенных мышам при
непрерывном облучении; (д) – профили роста опухоли после ФТТ [161].
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фагией гибель клеток) [165]. Фактически конъ-
югация ФС с этими нетоксичными молекулами
показала улучшение их амфифильности, биосов-
местимости и доступности на поверхности мем-
бран раковых клеток [128, 166].

ФДТ требует использовать наномолярные и
микромолярные количества ФС, транспортные
системы (пептиды и белки) могут обеспечить пе-
ренос таких количеств ФС [167]. Более 20 лет ин-
тенсивные усилия направлены на развитие тар-
гетной фотодинамической терапии. За этот пери-
од были достигнуты очевидные успехи, но многие
проблемы остались не решены, особенно в части
доставки ФС с помощью пептидов и белков.

Хотя пептиды можно считать отличными век-
торами для ФС [168], присутствие нескольких
положительно заряженных аминокислот в их
последовательности может вызывать сильные не-
специфические взаимодействия, что делает их не-
применимыми для многих приложений in vivo. Что-
бы избежать преждевременного захвата конъюгата,
ФС связывают с “активируемыми” пептидами
[169]. Конъюгированный пептид можно нейтрали-
зовать другой противоположно заряженной пеп-
тидной последовательностью за счет полиэлек-
тролитных взаимодействий или за счет противо-
положно заряженного пептида, связанного через
специфический протеолитически расщепляемый
линкер [170]. После накопления конъюгата в опу-
холи противоположно заряженный сегмент мо-
жет быть избирательно отщеплен матриксными
металлопротеиназами, присутствующими во вне-
клеточном матриксе опухоли, в результате конъ-
югат высвобождается. Исследования in vivo на
животной модели показали достаточную стабиль-
ность активируемого конъюгата в кровотоке и его
интенсивное накопление в опухоли, что позволя-
ло визуализировать раковые клетки [171]. Более
того, повторные обработки конъюгатом при осве-
щении уменьшали размер и вес солидной опухо-
ли с низкой системной токсичностью для живот-
ного [169].

Предлагаются и более сложные подходы к эф-
фективной доставке ФС с нацеливанием в мито-
хондрии пораженных клеток [172]. Например, в
работе Tong et al. [172] синтезирован “умный нано-
носитель”, состоящий из трех функциональных
пептидных единиц: 1) гептапептид со специфиче-
ской способностью связываться с рецептором
трансферрина, сверхэкспрессируемый в высоко-
пролиферативных линиях раковых клеток; 2) по-
следовательность, расщепляемая катепсином B
(GFLG); 3) последовательность пептида, наце-
ленного на митохондрии (CGKRK), несущего на
N-конце остаток адамантана. Через этот остаток
пептид был нековалентно связан с β-циклодекс-
трином, функционализированным с помощью
ФС хлорина е6 (рис. 13). Транспорт ФС в мито-

хондрии пораженных клеток [172] происходит в
три стадии: 1) внутриклеточное накопление ком-
плекса, опосредованное рецептором, в клетках,
сверхэкспрессирующих рецептор трансферрина;
2) ферментативное расщепление последователь-
ности GFLG катепсином B после интернализа-
ции, приводящее к получению другой последова-
тельности, направленной в митохондрии; 3) на-
копление ФС в митохондриях. Протекание
каждой стадии в клетках легко контролировалось
с помощью флуоресцентной микроскопии, а при
световом облучении была обнаружена дозозави-
симая фотодинамическая цитотоксичность.

В статье Li et al. [173] описан подход инжене-
рии плазматической мембраны для доставки
ФС с использованием контактных клеток
(“троянский конь”) путем закрепления функцио-
нализированных конъюгатов на клеточных носи-
телях. Конъюгаты, фиксирующие мембрану,
состоят из положительно заряженной тетраарги-
ниновой пептидной последовательности, встраи-
ваемого в мембрану фрагмента на основе пальми-
тиновой кислоты, а также лизинового линкера,
модифицированого камптотецином, протопор-
фирином IX. Таким образом, порфирин был при-
креплен к клетке-носителю с помощью последо-
вательности, богатой аргинином, заканчиваю-
щейся остатком пальмитиновой кислоты для
встраивания в мембрану. Туморотропные свой-
ства клеток-носителей позволяли накапливать
порфирин на участке опухоли, а при освещении
только опухолевые клетки, находящиеся в тесном
контакте с клетками-носителями, разрушались с
помощью ФТД.

Как уже отмечалось выше, при конъюгирова-
нии ФС с пептидами и белками сохраняется про-
блема интернализации ФС. Эндоцитозное погло-
щение работает не всегда, поэтому проблема про-
никновения ФС в клетку до сих пор не решена.
Но попытки заставить клетку интернализировать
конъюгат интенсивно предпринимаются. Замет-
ное улучшение доступности ФС в субклеточных
компартментах ожидается от технологии фотохи-
мической интернализации [174–176].

Принципиально иная стратегия транспортной
системы для ФС заключается в использовании
глобулярных эндогенных белков. При введении в
кровоток большинство препаратов связываются с
различными белками сыворотки, включая альбу-
мин и липопротеины высокой и низкой плотно-
сти, за счет нековалентных взаимодействий. Счи-
тается, что транспортировка ФС этими носителя-
ми может улучшить его внутриклеточное
накопление через рецептор-опосредованный эн-
доцитоз [177]. Альбумин представляет собой са-
мый распространенный сывороточный белок в
крови человека, его концентрация на порядок
превышает общую концентрацию всех белков.



20

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 1  2022

ЛЕБЕДЕВА, КОЙФМАН

Увеличение метаболизма и пролиферация рако-
вых клеток вызывают сильный и быстрый обмен
сывороточного альбумина в опухолях. Биохими-
ческое основание нацеливания ФС на опухоле-
вые клетки альбуминами – способность модифи-
цированных альбуминов и липопротеинов низ-
кой плотности связываться со скавенджер-
рецепторами, сверхэкспрессированными на мак-
рофагах. Эти скавенджер-рецепторы способны
связывать широкий спектр различных соедине-
ний, включая альбумин, и переносить их в кле-
точные компартменты. Известно, что изначально
макрофаги М1 (активированные макрофаги)
[178] препятствуют развитию опухолевых клеток,
а макрофаги М2 за счет иммуноредактирования,
наоборот, способствуют их развитию [179]. Со-
держание макрофагов может составлять до 50% от
массы клеток при некоторых видах рака [180].
Кроме того, использование альбумина в качестве
транспортной системы оправдано повышенной
проницаемостью и удержанием макромолекул в
опухолевых тканях (эффект EPR) [181, 182].

Альбумин способен связывать ФС порфири-
нового [157], фталоцианинового [183] и хлорино-
вого рядов, используя различные сайты связыва-
ния, а также область между доменами [184]. Лока-
лизация ФС в альбуминовой глобуле зависит от
природы макрогетероцикла, его периферийных
заместителей. Простое решение по выделению

ФС в опухолевых клетках из альбуминовой транс-
портной системы продемонстрировано на приме-
ре комплексов бычьего сывороточного альбуми-
на с Fe(III)-протопорфирином [185]. При изме-
нении рН среды происходит выгрузка ФС, а т.к.
рН у опухолевых клеток кислый [186], возможно,
этот механизм будет работать и in vivo. Некоторые
исследования были предприняты для ковалент-
ного связывания различных фотосенсибилизато-
ров с измененным альбумином для нацеливания
на опухолевые клетки с опосредованным участи-
ем скавенджер-рецепторов [187].

Следует отметить, что использование альбу-
мина в качестве транспортных белков для ФС не
всегда возможно. Как было показано недавно
[88], некоторые тетрапиррольные ФС при связы-
вании альбуминовой глобулой инициируют агре-
гацию белка, что не только обесценивает транс-
портные свойства сывороточного белка крови, но
и может привести к негативным для здоровья по-
следствиям (нарушению осмотического давле-
ния, интоксикации, отекам, гипоальбуминемии).

Антимикробная
фотодинамическая терапия

Помимо онкологических другие заболевания,
такие как бактериальные, грибковые и вирусные
инфекции, которые характеризуются общей не-

Рис. 13. Схематическое изображение супрамолекулярных наноносителей ФС с двойным нацеливанием [172].
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контролируемой пролиферацией клеток и нали-
чием нежелательных клеток микроорганизмов,
можно лечить с помощью фотодинамической те-
рапии. В этом случае метод называется антимик-
робной фотодинамической терапией (аФДТ) или
фотодинамической инактивацией (ФДИ) [188–
190]. В последние годы наблюдается рост числа
исследований in vitro и in vivo, показывающих по-
ложительные результаты в отношении аФДТ,
применяемой в стоматологии: в периодонтоло-
гии, эндодонтии и при инфекциях слизистых
оболочек [191]. Нами недавно был опубликован
обзор по фотоинактивации вирусов [192], поэто-
му в данном обзоре в основном будут затронуты
вопросы аФДТ. Как показали исследования по-
следних лет, индивидуальные ФС менее эффек-
тивны, чем их конъюгаты с белками [193]. Из гло-
булярных белков в качестве конъюгатов с ФС для
аФДТ рассматриваются апомиоглобин, β-лакто-
глобулин, сывороточные белки крови и др. Пере-
численные носители имеют общие характерные
черты: водорастворимость и наноразмерность,
что обеспечивает биодоступность соединения.
Кроме того, указанные белки наделены гидро-
фобными сайтами связывания, по своей природе
биосовместимы и легко выделяются в больших
количествах.

По составу клеточной стенки бактерии делят-
ся на две группы: грамположительные (Staphylo-
coccus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis
и др.) и грамотрицательные (Escherichia coli, Pseu-
domonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia и др.) [194,
195]. Строение клеточной стенки играет опреде-
ляющую роль в чувствительности бактерий к ФС

(рис. 14), которая существенно ниже у грамотри-
цательных бактерий.

Высокая восприимчивость видов грамполо-
жительных бактерий к ФС по сравнению с грам-
отрицательными бактериями объясняется при-
сутствием относительно пористого слоя пептидо-
гликана и липотейхоевой кислоты в их клеточной
стенке, что позволяет молекулам ФС диффундиро-
вать к целевым сайтам внутри клетки. Напротив,
клеточная стенка грамотрицательных бактерий со-
держит отрицательно заряженный липополисаха-
рид, который препятствует проникновению ней-
тральных или анионных порфиринов из внешней
среды в бактериальную клетку. Именно поэтому
подавляющее большинство исследований изна-
чально было связано с изучением катионных ФС,
но даже их эффективность существенно повыша-
ется за счет конъюгации с пептидами и белками
[188]. Это было обнаружено, например, для конъ-
югатов полипептидов и белков с различными по
природе ФC [198–200]. Считается, что лучшая
эффективность аФДТ с использованием конъ-
югатов ФС с белками и пептидами основана на
дезорганизующем действии белков или пептидов
на клеточную стенку бактерий, что увеличивает ее
проницаемость, или на электростатическом взаи-
модействии, например, катионного пептида конъ-
югата с отрицательно заряженным липополисаха-
ридом грамотрицательных бактерий [201–204].

В научной литературе представлена масса ре-
шений повышения селективности и эффектив-
ности аФДТ, среди них – синтез конъюгатов ФС
с нацеленными биологически активными соеди-
нениями, как, например, недавно полученный
конъюгат катионного порфирина с липопепти-

Рис. 14. Схематическое изображение клеточной оболочки грамотрицательных и грамположительных бактерий [196, 197].
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дом полимиксина. Полимиксины известны как
вещества, повышающие проницаемость мембра-
ны грамотрицательных бактерий. Конъюгат дей-
ствительно показал широкий спектр антибакте-
риальной активности при световом облучении и
высокую эффективность. Известны примеры
конъюгатов ФС с моноклональными антителами
или бактериофагами, что позволяет избирательно
связываться со специфическими структурами
микроорганизма – мишенями. Наиболее доступ-
ные и достоверно установленные внеклеточные и
внутриклеточные мишени, а также общий обзор
возможных целевых локусов бактерий представ-
лены в статьях Liu et al. [196] и Alves et al. [205].
Возможно, в дальнейшем потребуются более
сложные нацеливающие конструкции, позволя-
ющие ФС воздействовать на геном патогена, т.к.
остальные целевые мишени (липиды, белки пато-
гена) требуют большей дозы ФС для нарушения
мембраны или окисления белка [206–208]. Но
уже сейчас очень много положительных результа-
тов в борьбе с болезнетворными бактериями, в
том числе склонными к образованию биопленок,
которые способствуют хронизации и рецидиву
инфекций, а также возникновению устойчивости
патогенов к антибиотикам [209–212].

Множественная лекарственная устойчивость
патогенных бактерий стала серьезной угрозой для
здоровья населения. ВОЗ предупреждает, что
приближается “постантибиотическая” эра. Уже
существуют грамположительные и грамотрица-
тельные супербактерии, такие как Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumo-
niae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aerugino-
sa и виды Enterobacter, так называемые патогены
ESKAPE, способные противостоять антибиоти-
кам почти всех типов/классов. Поэтому поиск
новых подходов к борьбе с бактериями с множе-
ственной лекарственной устойчивостью стано-
вится все более важным. В этом контексте анти-
бактериальная фотодинамическая терапия – са-
мый многообещающий подход к лечению
инфекций, вызываемых бактериями с множе-
ственной устойчивостью к антибиотикам.

Медицинская диагностика

Известно, что многие тетрапиррольные мак-
рогетероциклические соединения демонстриру-
ют усиленное флуоресцентное излучение в крас-
ной или ближней ИК-области, поэтому порфи-
рины, хлорины и другие родственные соединения
могут найти применение в качестве контрастных
агентов ближнего ИК-диапазона при флуорес-
центной визуализации [213, 214], что позволяет
создать интегративную систему диагностики и те-
рапии (тераностики), которая представляет собой
новый подход к лечению рака. Сочетание такой
техники с ФДТ позволяет проводить более ориен-

тированное и эффективное лечение, помимо
предоставления информации о распределении
фотосенсибилизатора и гибели клеток [215–217].
Очень перспективны для визуализации хлорины
и бактериохлорины, подходящие для практиче-
ского применения, т.к. эти соединения показы-
вают узкие полосы поглощения и излучения в
красной или ближней ИК-области с хорошим
стоксовым сдвигом (>85 нм) [218–223]. Наряду с
высокими квантовыми выходами, высокая тумо-
ротропность ФС не менее значима для диагно-
стики. Многие водорастворимые ФС могут се-
лективно накапливаться в опухолевых тканях и
вводиться внутривенно [224], но селективность
их накопления существенно повышается при ис-
пользовании конъюгатов ФС с липопротеинами
низкой плотности, моноклональными антитела-
ми и другими белками. Например, хлорин e6 в со-
ставе конъюгата с моноклональными антителами
ОС125 накапливается в 3–4 раза эффективнее,
чем свободный хлорин е6 [225]. Еще большую ак-
туальность приобретает проблема использования
транспортной системы, которая возникает в слу-
чае гидрофобных ФС. В клетках рака молочной
железы наблюдается сверхэкспрессия рецепторов
HER2. В работе Agadjanian et al. [226] сообщалось
о визуализации in vivo и терапевтической эффек-
тивности коррола, нековалентно связанного с
модифицированным герегулином белком
(Her Ga), направленным на рецепторы HER2.
Этот конъюгат не проявлял токсичности для
сердца или других органов. Фотовозбуждение то-
го же конъюгата привело к усилению цитоток-
сичности, приводящей к апоптозу [226].

Визуализация – необходимый инструмент,
поскольку он позволяет проводить наблюдение и
анализировать течение заболевания, отслеживать
изменения, происходящие с опухолью, а также
проверять адекватность лечения. Недавно была
создана мультимодельная наноплатформа на ос-
нове порфирин-липопротеинов, предназначен-
ная для позитронно-эмиссионной томографии
(ПЭТ), флуоресцентной визуализации и ФДТ.
Данная система, как сообщается в работе Mu-
hanna et al. [227], демонстрирует большой потен-
циал для повышения точности определения ста-
дии рака полости рта и, возможно, его лечения.
С использованием клинически релевантной мо-
дели карциномы полости рта кролика VX-2 была
обнаружена не только первичная опухоль, но так-
же метастазы опухоли к региональным лимфати-
ческим узлам с помощью предоперационной ви-
зуализации (позитронно-эмиссионной томогра-
фии) и интраоперационной флуоресцентной
визуализации (рис. 15).

В последние годы количество исследований
биомаркеров для ранней диагностики заболева-
ний постоянно растет [65]. Создание зондов для
визуализации биомаркеров в живых тканях –
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сложная задача [138]. Например, количественные
и качественные изменения коллагена I типа, ос-
новного компонента внеклеточного матрикса ко-
жи и других жизненно важных органов, часто свя-
заны с патофизиологией этих органов. Коллаге-
лин-специфический пептид [65], связывающий
коллаген, был ковалентно связан с тетрафенил-
порфирином в качестве флуоресцентного моле-

кулярного зонда для диагностической визуализа-
ции раннего фиброза печени. Хроническое забо-
левание печени характеризуется накоплением
белков внеклеточного матрикса, особенно колла-
гена, который разрушает архитектуру печени, об-
разуя фиброзный рубец. В работе Chilakamarthi
et al. [228] показано, что конъюгат тетрафенил-
порфирина с коллагелином специфически свя-

Рис. 15. Обнаружение основной опухоли (карциномы VX-2) и ее метастаза в лимфатическом узле кролика: (а) – фар-
макокинетический профиль наночастиц у кроликов с VX-2 (n = 4); (б) – распределение 64Сu-меченных порфирин-ли-
попротеиновых наночастиц (64Сu-PLP) в мышцах (4), опухолях (1) и лимфатических узлах (2) количественно опреде-
лено с помощью позитронно-эмиссионной томографии (ПЭТ). Поглощение PLP опухолью и лимфатическими узла-
ми было значительно выше, чем поглощение мышцами (n = 4, р < 0.05); (в) – 3D-изображение шеи кролика через 24 ч
после инъекции 64Сu-PLP, полученное методом ПЭТ (красная стрелка – опухоль, белая стрелка – лимфатический
узел); (г) – распределение 64Сu-PLP в основных органах здоровых кроликов и кроликов с карциномой VX-2, измерен-
ное с помощью γ-счетчика: 1 – опухоль, 2 – лимфатический узел, 3 – слюнная железа, 4 – мышцы, 5 – легкое, 6 – серд-
це, 7 – печень, 8 – селезенка, 9 – почка; (д) – ex vivo флуоресценция опухоли, лимфатического узла и других основных
органов кроликов с карциномой VX-2 после ПЭТ [227].
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зывается с коллагеном, а коллагелин без тетрафе-
нилпорфирина плохо связывается с коллагеном.
В условиях ex vivo и in vivo зонд может дифферен-
цировать фиброз печени, что делает его перспек-
тивным для использования при лечении хрониче-
ских заболеваний печени.

Сравнительно новый метод визуализации –
фотоакустическая визуализация. Данный метод
отличается большей проникающей способно-
стью и высоким пространственным разрешением
[229, 230]. В основе метода лежит поглощение
света молекулами, создающее термически инду-
цированный скачок давления, который произво-
дит ультразвуковые волны, подлежащие детектиро-
ванию. Рассмотренные выше ФС для ФТТ обладают
всеми необходимыми свойствами для фотоакустиче-
ской визуализации и в ряде работ демонстрируют от-
личную работоспособность [231–234].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Супрамолекулярные системы на основе мак-
роциклических соединений с протеинами нахо-
дят широкое применение в различных областях
науки и техники. Уникальные фотохимические и
фотофизические свойства супрамолекулярных
систем позволяют применять их при создании
светотрансформирующих (светособирающих)
систем, искусственного фотосинтеза, в медицине
для диагностики и лечения широкого ряда забо-
леваний, включая онкологию и бактериальные
инфекции. Супрамолекулярный подход позволя-
ет не только улучшить уже созданные молекуляр-
ные устройства или используемые лекарственные
формы, но и демонстрирует развитие новых на-
правлений, например, фототермическую тера-
пию или создание супрамолекулярных систем,
участвующих в фотопроцессах по типам I, III и
IV, что, возможно, решит проблему кислородной
зависимости ФДТ. Искусственная система сбора
световой энергии на основе супрамолекул ФС с
белками, вероятно, позволит достигнуть столь
необходимого пространственно-разделенного
переноса экситонов. Еще предстоит решить
огромное количество вопросов, но, по мнению
авторов, область исследований супрамолекуляр-
ных систем обещает стремительно развиваться в
ближайшие годы.
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Application Prospects
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Supramolecular complexes of proteins with macroheterocyclic compounds are unique structures that differ
significantly from classical supramolecules in both complexity of organization and multifunctionality. The
study of natural and the creation of synthetic supramolecular systems makes it possible to control biochemical
processes, and also opens up new prospects for the practical use of macroheterocycle – protein supramole-
cules. The annually increasing interest in the study of supramolecular systems is due to their variability, a va-
riety of initial components, the possibility of their chemical and biochemical modification, and the ability to
participate in photo- and thermo-induced reactions. Macroheterocyclic components of supramolecular sys-
tems not only affect the affinity of the protein moiety for binding other ligands, but can impart new properties
to supramolecules. The review analyzes and summarizes the results of theoretical and experimental studies of
the driving forces of self-organization of molecules and the formation of supramolecular complexes. Parti-
cular attention is paid to studies of protein-macroheterocycle supramolecules, which have an applied orien-
tation, for the creation of artificial photosystems, for use in biomedical purposes in photodynamic, photo-
thermal therapy, for photoinactivation of bacteria, and medical diagnostics. Problems, difficulties in the de-
velopment of each direction and potential ways of their solution are indicated.
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ВВЕДЕНИЕ
Как отмечалось в первой части обзора [1], ре-

свератрол благодаря широкому спектру физиоло-
гических эффектов (антиоксидантных, антивоз-
растных, противовоспалительных, противорако-
вых, антидиабетических, кардиозащитных и
нейропротекторных), потенциально полезных
при профилактике и лечении многих социально
значимых заболеваний, стал одним из наиболее
изученных природных полифенолов. Однако
многообещающие результаты, полученные в ис-
следованиях in vitro и в ряде доклинических испы-
таний на животных, в случае клинических иссле-
дований на людях не нашли однозначного под-
тверждения [2]. Отчасти это объясняется тремя

Сокращения: ВИЧ – вирус иммунодефицита человека;
MTT – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразо-
лиум бромид; ЭМП – эпителиально-мезенхимальный пе-
реход; Akt – серин/треонин-протеинкиназа; DABCO –
1,4-диазабицикло[2.2.2]октан; dba – дибензилиденацетон;
DCC – дициклогексилкарбодиимид; DMA – N,N-диме-
тилацетамид; DMAP – 4-диметиламинопиридин; dppf –
1,1'-бис(дифенилфосфино)ферроцен; DPPH – 2,2-дифе-
нил-1-пикрилгидразил; EC50 – полумаксимальная эффек-
тивная концентрация; EGF – эпидермальный фактор ро-
ста; Emax – максимальный сосудорасширяющий эффект;
ER – рецептор эстрогена; ESP – электростатический мо-
лекулярный потенциал; GPx – глутатионпероксидазы;
IC50 – полумаксимальная ингибирующая концентрация;
IL-6 – интерлейкин 6; LiTMP – 2,2,6,6-тетраметилпипе-
ридид лития; LPS – липополисахарид; MAPK – митоген-
активируемая протеинкиназа; MOM – метоксиметил;
NBS – N-бромсукцинимид; NF – ядерный фактор транс-
крипции; PARP – поли(АDP-рибоза)-полимераза; pIC50 –
отрицательный десятичный логарифм величины IC50;
PS-DIEA – диизопропиламинометилполистирол; QR1 –
хинонредуктаза 1; ROS (Reactive oxygen species) – актив-
ные формы кислорода; SRB – сульфат-восстанавливаю-
щие бактерии; TBAF – тетрабутиламмонийфторид; TME-
DA – тетраметилэтилендиамин.

# Автор для связи: (тел.: +7 (987) 691-05-38; эл. почта:
salexan@mail.ru).

УДК 547.56:615.012.1
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ключевыми факторами, негативно влияющими
на биологическую активность ресвератрола: во-
первых, имея pKa = 8.99 и logP = 3.4, он обладает
высокой гидрофобностью (растворимость в воде
~30 мг/л); во-вторых, при пероральном введении
ресвератрол подвергается быстрому метаболизму
по II фазе, преимущественно формируя неактив-
ные ресвератрол-3-O-глюкуронид, ресвератрол-
4-О-глюкуронид и ресвератрол 3-O-сульфат [3];
в-третьих, молекула достаточно легко подверга-
ется цис-транс-изомеризации [4], в том числе при
действии солнечного света [5], и окислительной
трансформации, которая происходит под воздей-
ствием повышенной температуры и других фак-
торов окружающей среды [6]. Для решения этих
проблем могут быть использованы два подхода:
создание новых терапевтических систем (мицел-
лярные растворы, циклодекстрины, липосомы
и т.д.) [3] или модификация структуры ресвера-
трола, при этом одна из стратегий – получение
пролекарств, например, путем метилирования
гидроксильных групп. Так, диметилированный
аналог ресвератрола – птеростибен – не только
обладает повышенной пероральной биодоступ-
ностью, но и способен преодолевать гематоэнце-
фалический барьер и модулировать функции
центральной нервной системы [7, 8]. Другой ва-
риант предполагает использование ресвератрола
в качестве платформы для создания синтетиче-
ских аналогов не только с целью преодоления вы-
шеуказанных недостатков, но и увеличения фар-
макологической активности по отношению к
прототипу.

Первая часть обзора [1] была посвящена на-
правлению трансформации, связанному с заме-
ной арильных фрагментов в нативной структуре
гетероциклическими. Во второй части обсужде-
ны модификации, связанные с алкеновым фраг-
ментом, соединяющим бензольные кольца в
остове ресвератрола. При этом мы сконцентри-
ровали внимание лишь на замене этиленового
мостика гетероциклическими фрагментами, не

включив в рассмотрение иные варианты транс-
формации, в частности создание аза- и диазаана-
логов, достаточно полно обсужденное в обзоре
Lizard et al. [9].

ЗАМЕНА ЭТИЛЕНОВОГО МОСТИКА 
В РЕСВЕРАТРОЛЕ ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКИМ 

ФРАГМЕНТОМ

Замена алкенового фрагмента на гетероцикли-
ческие системы – одна из стратегий, используе-
мых в создании аналогов ресвератрола. Основная
идея такого подхода – блокирование характерной
для ресвератрола возможности цис-транс-изоме-
ризации, т.е. жесткая фиксация остова в той или
иной активной конфигурации, а также устране-
ние некоторых нежелательных путей его метабо-
лической трансформации на основе окислитель-
ных превращений с участием двойной связи.
Важный критерий выбора таких систем – воз-
можность сохранения сопряжения между ариль-
ными фрагментами, наличие которого необходи-
мо для обеспечения антиоксидантных свойств у
получаемых производных.

Один из вариантов сохранения геометрии двух
фенильных колец относительно неизменной и
близкой к таковой для транс-стильбенового ске-
лета – формирование структур, в которых фениль-
ные кольца находятся в положениях 1 и 3 аромати-
ческих пятичленных гетероциклов (рис. 1). Другой
вариант – арилированные производные конденси-
рованных гетероциклических систем, таких как хи-
нолин, бензофуран, бензотиазол и др. Для фикса-
ции цис-ресвератрольной структуры подходят лю-
бые 1,2-диарилзамещенные гетероциклы.

Аналоги транс-ресвератрола на основе 
1,3-диарилзамещенных пятичленных гетероциклов

В качестве пятичленных гетероциклических
линкеров в литературе представлены имидазоль-
ные, триазольные, тиазольные и тиадиазольные

Рис. 1. Суперпозиция стильбенового фрагмента с геометрически подобными гетероциклическими остовами.
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фрагменты, подходы к синтезу которых могут
быть весьма разнообразными.

Один из простых и эффективных способов со-
здания триазольных систем – катализируемая
медью реакция [3+2]циклоприсоединения меж-

ду алкинами и азидами. Этот процесс, относя-
щийся к клик-реакциям, был использован для
параллельного комбинаторного синтеза гетеро-
циклических аналогов ресвератрола (1a–m)
(схема 1) [10].

Схема 1. Синтез соединений (1). Реагенты и условия реакций: a – CuSO4, аскорбат натрия, H2O, t-BuOH.

Предварительный скрининг цитотоксическо-
го/антипролиферативного действия полученной
библиотеки соединений на клеточных линиях
нейробластомы (SH-SY5Y), рака молочной железы
(MDA-MB-231), базофильного лейкоза (RBL 2H3)
и карциномы поджелудочной железы человека
(FG2) показал, что метоксилированные произ-
водные (1с–е) были более эффективны, чем ре-
свератрол.

Альтернативный подход к синтезу триазоль-
ных аналогов основан на введении предваритель-
но полученных 4-иод-2-фенил-1,2,3-триазолa и

4-иод-2-(2-иодфенил)-1,2,3-триазола в реакции
сочетания Сузуки (схема 2) [11]. При оценке био-
логической активности полученные соединения
показали многообещающий антипролифератив-
ный эффект в отношении клеточной линии рака
молочной железы (MDA-MB-231). При этом ди-
арильные производные (3) в целом обладали бо-
лее высокой активностью по сравнению с моно-
арильными соединениями (2). Максимальный
эффект наблюдался для производного (3d), у ко-
торого значение IC50 = 17.5 ± 0.7 мкM оказалось в
7.5 раз меньше, чем у ресвератрола.

Схема 2. Синтез соединений (2) и (3). Реагенты и условия реакций: a – NaOH, (CHO)2, Cu(OTf)2, t; 
b – 1. ZnCl2·TMEDA, LiTMP, THF, комн. темп., 2 ч; 2. I2, комн. темп., 2 ч; c – ArB(OH)2, Pd(dba)2, PPh3, CsF, 

диоксан, кипячение; d – ArB(OH)2, PdCl2, PPh3, Na2CO3, H2O, EtOH, DME, кипячение.
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(1a): R1 = R3 = R5 = OH, R2 = R4 = R6 = H
(1b): R1 = R3 = R5 = H, R2 = R4 = R6 = OH
(1c): R1 = R3 = R5 = OMe, R2 = R4 = R6 = H
(1d): R1 = R3 = R5 = H, R2 = R4 = R6 = OMe
(1e): R1 = R3 = OH, R2 = R4 = R6 = H, R5 = OMe
(1f): R1 = R3 = R6 = H, R2 = OCF3, R5 = NH2
(1g): R1 = R3 = R6 = H, R2 = NH2, R5 = OMe
(1h): R1 = R2 = R5 = OMe, R2 = R6 = H, R4 = OH
(1i): R1 = R3 = R4 = R6 = H, R2 = OMe, R5 = NH2
(1j): R1 = OH, R2 = R5 = OMe, R3 = R4 = R6 = H
(1k): R1 = R3 = R6 = H, R2 = OPh, R5 = OMe
(1l): R1 = R3 = R6 = H, R2 = R4 = R5 = OMe
(1m): R1 = R3 = R4 = R6 = H, R2 = R5 = OMe
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c или  d d(2a): Ar = Ph
(2b): Ar = C6H3-2,5-(OMe)2
(2c): Ar = C6H4-4-OH
(2d): Ar = C6H4-4-NH2
(3a): Ar = Ph
(3b): Ar = C6H4-4-OMe
(3c): Ar = C6H4-4-OH
(3d): Ar = C6H4-4-NH2
(3e): Ar = C6H4-3-Cl

+

 



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 1  2022

ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКИЕ АНАЛОГИ РЕСВЕРАТРОЛА 35

Альтернатива триазольному фрагменту – 1,4-,
2,4- и 2,5-диарилимидазолы, в которых две
арильные группы связаны с гетероциклическим
ядром в положениях 1,3. Одним из вариантов
синтеза таких производных стало последователь-
ное арилирование простых, коммерчески доступ-
ных предшественников имидазола в условиях
палладий-катализируемых реакций кросс-соче-
тания (схема 3) [12, 13]. Противоопухолевая ак-

тивность полученной библиотеки аналогов была
оценена in vitro на панели линий опухолевых кле-
ток человека NCI-60. По результатам скрининга
максимальную активность по отношению ко
всем исследованным опухолевым линиям проде-
монстрировал аналог (4f), оказавшийся более эф-
фективным, чем его природный прототип. При-
мечательно, что его региоизомер (4е) не показал
столь же высокой эффективности.

Схема 3. Синтез соединений (4–6). Реагенты и условия реакций: a – Ar1B(OH)2, PdCl2(dppf), BnEt3NCl, CsF, 
толуол, H2O, 110°C; b – Ar2Br, (CuOTf)2·PhMe, 1,10-фенантролин, dba, Cs2CO3, ксилол, 110°C; c – Ar2Br, 

Pd(OAc)2, CuI, DMA, 160°C; d – Ar1Br, Pd(OAc)2, n-Bu4NOAc, DMA, 110°C;
e – Ar2Br, CuI, 110°C; f – BBr3, CH2Cl2, –60°C, MeOH.

Далее в более детальном скрининговом иссле-
довании [13] было показано, что синтетические
аналоги (4) и (6) проявляют более выраженные
антипролиферативные свойства по сравнению с
ресвератролом в отношении клеточной линии ра-
ка яичников. Было обнаружено, что они также
значительно ингибируют передачу сигналов Akt и
MAPK и уменьшают миграцию клеток, индуциро-
ванную IL-6 и EGF. Наконец, на раковых клетках,
полученных из асцитической жидкости, было пока-
зано, что исследуемые соединения способны сни-
жать экспрессию маркеров эпителиально-мезен-
химального перехода (ЭМП). В качестве лучшего
кандидата для дальнейших испытаний позициони-
руется производное (4а).

Ряд работ посвящен замене этиленового мо-
стика в остове ресвератрола на 1,3-тиазольный
или 1,2,4-тиадиазольный гетероцикл с целью со-
здания потенциальных химиопрофилактических
агентов – ингибиторов ароматазы и NF-κB, а так-
же индукторов хинонредуктазы 1 (QR1). Арома-
таза – известная мишень для химиопрофилакти-
ки рака молочной железы, а хинонредуктаза 1

(QR1) относится к классу так называемых цито-
протективных ферментов. Она проявляет свою
противоопухолевую активность в основном за
счет ингибирования продукции внутриклеточ-
ных семихиноновых радикалов и образования
α-токоферолгидрохинона, который действует
как ловушка свободных радикалов.

Для получения симметричных 1,2,4-тиади-
азольных аналогов ресвератрола предложено ис-
пользовать реакцию метилбромцианоацетата с
широким набором тиоамидов в абсолютном ме-
таноле при комнатной температуре (схема 4) [14].
Было установлено, что по сравнению с ресвера-
тролом пиридин-содержащие аналоги (7b) и (7c)
обладают в 30–125 раз более высокой ингибирую-
щей активностью в отношении ароматазы (IC50 =
= 0.2 и 0.8 мкМ соответственно) и большей селек-
тивностью. Орто-галогензамещенные производ-
ные (7h), (7j) и (7o) проявили свойства высокосе-
лективных индукторов QR1, а мета-метильное и
метоксильное производные (7s) и (7ii) показали
активность по отношению к NF-κB – несколько
большую, чем транс-ресвератрол.
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(6a–f )

(4a), (5a), (6a): Ar1 = 4-MeOC6H4, Ar2 = 3,5-(MeO)2C6H3
(4b), (5b), (6b): Ar1 = 3,5-(MeO)2C6H3; Ar2 = 4-MeOC6H4
(4c), (5c), (6c): Ar1 = 4-MeOC6H4, Ar2 = 3,4,5-(MeO)3C6H2
(4d), (5d), (6d): Ar1 = 3,4,5-(MeO)3C6H2; Ar2 = 4-MeOC6H4

f

(4e),  (5e), (6e): Ar1 = 4-OHC6H4, Ar2 = 3,5-(OH)2C6H3
(4f ),  (5f),    (6f): Ar1 = 3,5-(OH)2C6H3; Ar2 = 4-OHC6H4

f
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Схема 4. Синтез соединений (7). Реагенты и условия реакций: a – метанол, 23°C, 1 мин; 
b – H2/Pd, метанол, 23°C, 24 ч; с – HBr, ледяная уксусная кислота, кипячение 8 ч.

В отличие от эквивалентно замещенных про-
изводных, синтез несимметричных 1,2,4-тиади-
азолов – более сложная задача. В исследованиях
[15, 16] с этой целью был использован двухста-
дийный процесс, включающий взаимодействие
бензамидов с (хлоркарбонил)сульфенилхлори-
дом с последующим нагреванием промежуточ-
ных продуктов с бензонитрилами в декалине
(схема 5). Авторы отмечают несовершенство дан-
ной схемы, выражающееся в низких выходах и

сложности очистки целевых продуктов. По этой
причине и с учетом того, что тиадиазольный атом
азота в положении 2, по-видимому, не играет ни-
какой роли во взаимодействии с фрагментами ак-
тивного сайта связывания биомишеней, более
перспективными представляются аналоги с 2,4-
диарил-1,3-тиазоловым скелетом. Для их получе-
ния предлагается использовать реакцию арилтио-
амидов с α-бромацетофенонами в сухом ДМФА
[15–17] (схема 6).

Схема 5. Синтез соединений (8). Реагенты и условия реакций: a – (хлорокарбонил)сульфенилхлорид, 
толуол, кипячение, 24 ч; b – декалин, 200°C, 20 мин.

b
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(7a): R = Ph
(7b): R = 3-Py
(7c): R = 4-Py
(7d): R = 4-ClC6H4
(7e): R = 4-FC6H4
(7f):  R = 4-BrC6H4
(7g): R = 4-CH3C6H4
(7h): R = 2-BrC6H4
(7i): R = 4-CF3C6H4
(7j): R = 2-ClC6H4
(7k): R = 4-t-BuC6H4
(7l): R = 4-IC6H4
(7m): R = 3-IC6H4

(7n): R = 3-FC6H4
(7o): R = 2-FC6H4
(7p): R = 3-BrC6H4
(7q): R = 2,3-Cl2C6H3
(7r): R = 4-Cl-o-Tol
(7s): R = 3-CH3C6H4
(7t): R = 2-CF3C6H4
(7u): R = 2,5-Cl2C6H3
(7v): R = 3,4-Cl2C6H3
(7w): R = 3-Cl-o-Tol
(7x): R = 2-нафтил
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(7cc): R = 2-Br-p-Tol
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(7ii): R = 3-MeOC6H4
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Схема 6. Синтез соединений (9) и (10). Реагенты и условия реакций: a – DMF, Cs2CO3, кипячение, 3–8 ч; 
b – 1. HBr, уксусная кислота, кипячение; 2. K2CO3, 24 ч; с – NaOMe, MeOH или EtOH, 120°C, 24 ч.

Используемая схема оказалась высокоэффек-
тивной и позволила синтезировать большую биб-
лиотеку производных. При их последующем
скрининге были выявлены высокоэффективные
индукторы QR1 – соединения (9o), (9n) и (9e)
(CD = 0.087, 0.117 и 0.143 мкМ соответственно,
для сравнения у ресвератрола CD = 21 мкМ).
Кроме того, производное (10g) ингибировало ак-
тивность ароматазы в наномолярном диапазоне
концентраций (IC50 = 4 нМ) и в дополнение к

этому обладало умеренным ингибирующим дей-
ствием по отношению к NF-κB. Метоксипроиз-
водное (10i) также оказалось высокоселективным
ингибитором ароматазы, активным в наномоляр-
ном диапазоне (IC50 = 23 нМ).

Поиск эффективных антиоксидантов и инги-
биторов NF-κB проводился также в ряду 1,2,4-
оксадиазольных аналогов (схема 7) [18]. Некото-
рые соединения показали значительную инги-
бирующую активность в отношении продукции

(9a): R1 = CF4; R2 = R3 = R4 = R5 = R6 = H
(9b): R1 = R2 = F; R3 = R4 = R5 = R6 = H
(9c): R1 = R2 = Cl; R3 = R4 = R5 = R6 = H
(9d): R2 = Br; R1 = R3 = R4 = R5 = R6 = H
(9e): R2 = OMe; R1 = R3 = R4 = R5 = R6 = H
(9f): R1 = CH3; R2 = Cl; R3 = R4 = R5 = R6 = H
(9g): R2 = R5 = Cl; R1 = R3 = R4 = R6 = H
(9h): R1 = R4 = Cl; R2 = R3 = R5 = R6 = H
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(9j): R1 = CH3; R3 = Cl; R2 = R4 = R5 = R6 = H
(9k): R1 = CH3; R3 = Br; R2 = R4 = R5 = R6 = H
(9l): R1 = Br; R3 = CH3; R2 = R4 = R5 = R6 = H
(9m): R3 = n-Bu; R1 = R2 = R4 = R5 = R6 = H

R1

NH2

S

a

S

N

(9a–y)

O
Br

R2

R3

R4

R5

R6

R5

R1
R2

R3

R4

R6

Y
X

NH2

S

a

Y
X

S

N
N

(10a–n)

N

O
Br

R2 R2R3
R3

(9n): R1 = R2 = R3 = R4 = R5 = H; R6 = OMe
(9o): R2 = R6 = OMe; R1 = R3 = R4 = R5 = H
(9p): R1 = CH3; R2 = Cl; R3 = R4 = R5 = H; R6 = OMe
(9q): R1 = R2 = Cl; R3 = R4 = R5 = H, R6 = OMe
(9r): R1 = R2 = F; R3 = R4 = R5 = H, R6 = OMe
(9s): R1 = CH3; R3 = Br; R2 = R4 = R5 = H; R6 = OMe
(9t): R1 = Br; R3 = CH3; R2 = R4 = R5 = H; R6 = OMe
(9u): R1 = CH3; R4 = Cl; R2 = R3 = R5 = H; R6 = OMe
(9v): R1 = R2 = R4 = R5 = H; R3 = n-Bu; R6 = OMe
(9w): R1 = R3 = R4 = R5 = H; R2 = Br; R6 = OMe
(9x): R1 = F; R3 = R4 = R5 = H; R2 = R6 = OMe
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NF-κB и/или ROS. Соединение (11a), включаю-
щее две пара-гидроксифенильные группы, свя-
занные с 1,2,4-оксадиазольным кольцом, было
наиболее активным. Его способность ингибиро-
вать NF-κB и снижать уровень ROS превосходи-
ла таковые у ресвератрола. Кроме того, автора-
ми были установлены механизмы, лежащие в

основе ингибирования активности NF-κB со-
единением (11a). Наконец, в отличие от ресве-
ратрола, соединение (11a) значительно умень-
шало вызванное липополисахаридом высвобож-
дение провоспалительных цитокинов, что
указывало на его выраженный противовоспали-
тельный потенциал.

Схема 7. Синтез соединений (11). Реагенты и условия реакций: a – NH2OH·HCl, KOH, EtOH, кипячение 18 ч; 
b – SOCl2, DMF, CH2Cl2, комн. темп., 1 ч; c – Py, кипячение 5 ч.

Аналоги транс-ресвератрола на основе 
конденсированных гетероциклических систем

Решения задачи жесткой фиксации транс-ре-
свератрольного скелета при сохранении макси-
мального соответствия геометрических параметров
природному прототипу можно достичь формирова-
нием конденсированных гетероциклических си-
стем типа хинолина, бензофурана, бензотиазола и
др. Пути синтеза ряда таких аналогов представлены
на схеме 8 [19]. У полученных соединений оцени-
вали антипролиферативный и сосудорасширяю-
щий эффекты – два типичные свойства, проявля-
емые ресвератролом. Наиболее выраженный ан-
типролиферативный эффект продемонстрировал
хинолиновый аналог (13с) (IC50 = 17.4 мМ). По
влиянию на сосуды наиболее высокие уровни ак-
тивности (pIC50 = 4.92) и эффективности (Emax =
= 88.2%) были выявлены у бензотиазола (14е).
Конформационный анализ этих соединений по-
казал, что антипролиферативная активность в от-
ношении раковых клеток рака молочной железы
человека (MDA-MB-231) может коррелировать с
общим стерическим профилем наиболее актив-
ных соединений и, в частности, с пространствен-
ным расположением трех фенольных групп. Кро-
ме того, сосудорасширяющие свойства показали

хорошую корреляцию с электронными свойства-
ми, оцененными на основе молекулярного элек-
тростатического потенциала (ESP).

У ряда производных 2-арилбензо[b]фурана,
синтезированных по схеме 9, была изучена ней-
ропротекторная и противовоспалительная актив-
ность in vitro и на экспериментальной модели у
животных [20]. Проведенный анализ соотноше-
ния структура–активность показал, что нейро-
протекторное и противовоспалительное действие
связано с присутствием акрилатной группы в
2-арилбензо[b]фуране. Согласно полученным ре-
зультатам, в качестве хит-соединений для разра-
ботки средств профилактики и лечения болезни
Альцгеймера были выбраны соединения (16h) и
(16i), которые в этом исследовании продемон-
стрировали выраженную нейропротекторную и
противовоспалительную активность в отноше-
нии нейроглии.

Tanini et al. [21] разработали эффективный
способ прямого селенирования ресвератрола,
позволивший синтезировать новый класс произ-
водных, имеющих не описанный ранее скелет
2-фенилбензоселенофена и обладающих потен-
циально более высокой антиоксидантной актив-
ностью. В дальнейшем этот подход был реализо-
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(11e): R1 = H; R2 = 3,5-(OMe)2
(11f):  R1 = H; R2 = 2-OH,4-OMe
(11g): R1 = Me; R2 = 2,4-(OMe)2
(11h): R1 = Me; R2 = 3,5-(OMe)2
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ван и для ряда аналогов ресвератрола (схема 10)
[22]. Квантово-химические расчеты энергии дис-
социации связей О–Н в полученных производных
показали, что введение атома Se приводит к значи-
тельному ее уменьшению. В результате все бензо-
селенофеновые производные (17) и (18) оказались
более эффективными, чем ресвератрол, в тестах
DPPH, при этом активность соединения (17a) бы-
ла сопоставима с активностью Тролокса – водо-
растворимого аналога витамина Е. Соединения

(17а–с) также оказались более эффективными
ингибиторами, чем ресвератрол, в кинетических
экспериментах автоокисления стирола. Для про-
изводных (17а) и (18а–с) была оценена GPx-по-
добная активность, которая была максимальной в
случае соединения (18b). Соединения (17а–с) не
проявляли цитотоксичности при концентрациях
5 мкМ на клеточных линиях кератиноцитов чело-
века (HaCaT) и эпителиальных клетках кишечни-
ка (CaCo-2).

Схема 8. Синтез соединений (12–14). Реагенты и условия реакций: a – PPh3·HBr, CH3CN, кипячение, 1 ч; 
b – 1. 3,5-диметоксибензойная кислота, DCC, DMAP, CH2Cl2; 2. Et3N, диоксин, кипячение; с – BBr3, CH2Cl2, 
–78°C; d – 1. SOCl2, CH2Cl2, 60°C, 4 ч; 2. м-анизидин, CH2Cl2, DMAP, PS-DIEA, комн. темп.; e – POCl3, DMF, 

75°C, 1.5 ч; f – H2 (1 атм.), Pd–C, Et3N, EtOH, 24 ч; g – соответствующий метоксианилин, CH2Cl2, DMAP, 
PS-DIEA, комн. темп.; h – реагент Лавессона, 130°C, 3 ч; i – 1. K3[Fe(CN)6], NaOH 30%,

EtOH, 85°C, 30 мин; 2. комн. темп.

a b

(14a): R = Me; n = 3,5-Sub; m = 6-Sub
(14b): R = Me; n = 3,5-Sub; m = 7-Sub
(14c): R = Me; n = 4-Sub; m = 5,7-Sub
(14d): R = Me; n = 4-Sub; m = 4,6-Sub
(14e): R = H; n = 3,5-Sub; m = 6-Sub
(14f):  R = H; n = 3,5-Sub; m = 7-Sub
(14g): R = H; n = 4-Sub; m = 5,7-Sub
(14h): R = H; n = 4-Sub; m = 4,6-Sub
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H
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(13a): R1 = Me; R2 = Cl
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(13c): R1 = R2 = H

(13b): R1 = H; R2 = Cl
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Схема 9. Синтез соединений (15) и (16). Реагенты и условия реакций: a – PPh3, PhMe; b – соответствующие за-
мещенные салициловые альдегиды, t-BuOLi, THF; c – I2, K2CO3, THF; d – Pd(OAc)2, этилакрилат, PPh3, Et3N, 

DMF; e – BBr3, CH2Cl2.

Схема 10. Синтез соединений (17) и (18). Реагенты и условия реакций: 
a – 1. Se, SO2Cl2, THF; 2. DMF, комн. темп.

Аналоги цис-ресвератрола на основе 
1,2-диарилгетероциклических систем

Хотя в большинстве исследований показана
большая активность транс-ресвератрола, изуче-
ние цис-изомера и его аналогов [23] представля-
ет интерес, прежде всего, с целью поиска струк-
тур, проявляющих противоопухолевую актив-
ность по аналогии с обсуждавшимся в первой
части обзора природным антимитотическим

агентом – комбретастатином А-4. Исследования
взаимосвязи структура–активность показали,
что наличие 3,4,5-триметоксизамещенного
кольца в молекуле комбретастатина А-4 и цис-
конфигурация кратной связи имеют решающее
значение для оптимальной цитотоксической ак-
тивности, а изомеризация до биологически ме-
нее активной транс-формы представляет собой
существенную проблему для применения ком-

(15a): R1 = R2 = R5 = H; R3 = R4 = R7 = OMe; R6 = Br
(15b): R1 = R2 = R4 = R5 = H; R3 = R7 = OMe; R6 = Br
(15c): R1 = R4 = R6 = H; R2 = R3 = R7 = OMe; R5 = Br
(15d): R1 = Br; R2 = R3 = R4 = OMe; R5 = R6 = R7 = H
(15e): R1 = R5 = H; R2 = R3 = R4 = R7 = OMe; R6 = Br
(15f):  R1 = Br; R2 = R5 = R6 = R7 = H; R3 = R4 = OMe
(15g): R1 = Br; R2 = R5 = R6 = H; R3 = R4 = R7 = OMe
(15h): R1 = R5 = H; R2 = R3 = R4 = R7 = OMe; R6 = X
(15i):  R1 = X; R2 = R5 = R6 = R7 = H; R3 = R4 = OMe
(15j):  R1 = X; R2 = R5 = R6 = H; R3 = R4 = R7 = OMe
(15k): R1 = R2 = R6 = H; R3 + R4 = –OCH2O–; R5 = Br; R7 = OMe

d

R3
Br

R1

R4

R3
PPh3Br

R1

R4

R3

R4

R1

HO

R3

R4

R1

O

a b c

R5

R6

R7
R2

R5 R6

R7
R2R2R2

(16a): R1 = R2 = R5 = H; R3 = R4 = R7 = OH; R6 = Br
(16b): R1 = R2 = R4 = R5 = H; R3 = R7 = OH; R6 = Br
(16c): R1 = R4 = R6 = H; R2 = R3 = R7 = OH; R5 = Br
(16d): R1 = Br; R2 = R3 = R4 = OH; R5 = R6 = R7 = H
(16e): R1 = R5 = H; R2 = R3 = R4 = R7 = OH; R6 = Br
(16f):  R1 = Br; R2 = R5 = R6 = R7 = H; R3 = R4 = OH
(16g): R1 = Br; R2 = R5 = R6 = H; R3 = R4 = R7 = OH
(16h): R1 = R5 = H; R2 = R3 = R4 = R7 = OH; R6 = X
(16i):  R1 = X; R2 = R5 = R6 = R7 = H; R3 = R4 = OH
(16j):  R1 = X; R2 = R5 = R6 = H; R3 = R4 = R7 = OH

e

(15a–k), (16a–j)X = (E)-CH=CHCOOEt

HO

OH

OH

Se
OH

HO

OH

R1

R2

a

(17a): R1 = R2 = H
(17b): R1 = Cl, R2 = H
(17c): R1 = R2 = Cl

HO

OH

OH

SeCl

R3

R1

R4

Se
R4

R3

R1

R2

a

(18a): R1 = OMe; R2 = OH; R3 = R4 = H
(18b): R1 = R3 = OH; R2 = R4 = H
(18c): R1 = R3 = OMe; R2 = R4 = H

R2

(17a–c)

(18a–c)
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бретастатинов в качестве лекарственных
средств. Таким образом, во многих исследова-
ниях по получению синтетических аналогов
комбретастатина А-4 ключевой задачей стала
фиксация метиленового мостика цис-типа меж-

ду двумя фенильными кольцами. В частности,
были получены аналоги комбретастатина А-4, в
которых алкенильный фрагмент был заменен
изоксазолиновым, изоксазольным или пириди-
новым фрагментами (схемы 11 и 12) [24].

Схема 11. Синтез соединений (19–22). Реагенты и условия реакций: a – диазометан, Et2O; b – CH2Cl2, п-TsOH, 
кипячение; c – TBAF, CH2Cl2; d – Na, CH3OH или MeLi, THF.

Схема 12. Синтез соединений (23) и (24). Реагенты и условия реакций: a – Pd(Ph3P)4, Na2CO3 (водн.), 
толуол/EtOH; b – H2, Pd/C, EtOH; c – t-BuOK, DABCO, NH4OAc, THF, 6 ч, кипячение; d – TFA, CH2Cl2, 5 ч, 

комн. темп.; e – H2, 10% Pd/CaCO3, 1 н. NaOH/EtOH 1 : 1, комн. темп.

(19a), (20a): R1 = TBDMS
(19b), (20b): R1 = H
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(21b), (22b): R2 = Me
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(24a): R1 = Cl; R2 = MEM
(24b): R1 = Cl; R2 = H

(24c): R1 = H; R2 = MEM
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У новых соединений оценивали способность
оказывать влияние на сборку тубулина, а также
цитотоксическую и проапоптотическую актив-
ность. Соединения (19b), (21a), (22a), (24b) и
(24d) продемонстрировали благоприятный про-
филь цитотоксичности (IC50 < 1 мкМ) и значи-
мую проапоптотическую активность, но слабый
антитубулиновый эффект. При этом показавшие
сильную проапоптотическую активность произ-
водные изоксазолина (19b), (21a) и (22a) оказа-
лись способными блокировать большинство кле-
ток в фазе G2. Вероятно, помимо митотического
веретена эти соединения способны воздейство-
вать и на другие мишени, ответственные за акти-
вацию как внутренних, так и внешних апоптоти-
ческих путей. Полученные данные однозначно
свидетельствуют о том, что структурное измене-
ние фрагмента стильбена комбретастатина А-4
может быть чрезвычайно эффективным для полу-
чения высокоактивных индукторов апоптоза.

В качестве цис-ограниченных аналогов ком-
бретастатина А-4 по реакции кросс-сочетания
(схема 13) был синтезирован ряд производных

триазола (25a–k) и (26a–r) [25]. У полученных со-
единений оценивали антипролиферативные эф-
фекты, ингибирующее действие на полимериза-
цию тубулина, влияние на фазы клеточного цик-
ла и способность индуцировать апоптоз. Было
установлено, что активность всех синтезирован-
ных соединений была выше или сопоставима с
активностью комбретастатина А-4. Исследова-
ния с помощью проточной цитометрии показали,
что обработка клеток рака шейки матки (HeLa) и
T-клеточной лейкемии (Jurkat) наиболее актив-
ными соединениями (26l) и (26o) вызывала оста-
новку клеточного цикла в фазе G2/M, причем вы-
раженность эффекта зависела от концентрации
соединений. Это сопровождалось апоптозом кле-
ток, деполяризацией митохондрий, генерацией
ROS, активацией каспазы-3 и расщеплением
PARP. Было также показано, что соединение (26l)
обладает потенциальной антиваскулярной актив-
ностью, поскольку индуцирует изменение формы
эндотелиальных клеток in vitro и нарушает про-
растание эндотелиальных клеток по данным ис-
следования на кольцах аорты цыпленка.

Схема 13. Синтез соединений (25) и (26). Реагенты и условия реакций: a – HCONH2, 120°C, 18 ч; b, e – NBS, 
бензоилпероксид (кат.), CCl4, кипячение; c, f – Pd(PPh3)4, K2CO3, PhMe, кипячение, 18 ч; d – 1-бром-3,4,5-три-

метоксибензол, CsCO3, CuI, DMF, 120°C, 18 ч; g – H2, 10% Pd/C, DMF.

Получены аналоги комбретастатина А-4, в ко-
торых цис-конфигурация бензольных колец была
фиксирована заменой алкенильного линкера ок-
сазольным или N-метилимидазольным фрагмен-
тами (схема 14) [26]. Полученные производные
(27) были изучены на различных линиях раковых
клеток и на опухолевых ксенотрансплантатах у
мышей. Имидазолы (27q) и (27r), в отличие от
комбретастатина A, были эффективны при нано-
молярных концентрациях в отношении рези-
стентной клеточной линии рака толстого кишеч-

ника (HT-29), клеточной линии топокарциномы
молочной железы с множественной лекарствен-
ной устойчивостью (MCF-7) и резистентной к
цисплатину опухоли зародышевых клеток яичка
(1411HP). Исследуемые вещества индуцировали
апоптоз и ингибировали полимеризацию тубули-
на, хорошо переносились мышами в высоких до-
зах, вызывали обширные внутриопухолевые кро-
воизлияния и регрессию высоковаскуляризиро-
ванных ксенотрансплантатов опухоли 1411HP.

(26a–r)

(25a–k)

(25a): R = H
(25b): R = 4-F
(25c): R = 3-F
(25d): R = 4-Cl
(25e): R = 2,4-Cl2
(25f): R = 3,4-Cl2
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(25g): R = 4-OMe
(25h): R = 4-NO2
(25i): R = 3-NO2
(25j): R = 4-NH2
(25k): R = 3-NH2

(26a): R = H
(26b): R = 4-F
(26c): R = 3-F
(26d): R = 4-Cl
(26e): R = 3-Cl
(26f): R = 3,4-Cl2
(26g): R = 4-Me
(26h): R = 4-OMe
(26i): R = 3-OMe

(26j): R = 2-OMe
(26k): R = 4-SMe
(26l): R = 4-OEt
(26m): R = 3-OEt
(26n): R = 2-OEt
(26o): R = 4-OEt, 3-Cl
(26p): R = 4-OCH(Me)2
(26q): R = 4-OCF3
(26r): R = 3-NO2

c
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Схема 14. Синтез соединений (27). Реагенты и условия реакций: a – HCONH2, CSA, п-толуолсульфиновая кис-
лота, 16 ч, 60°C; b – POCl3, Et3N, DME, 3 ч, –5°C; c – ArCHO, K2CO3, DME/MeOH, 2 ч, кипячение (для X = O) 

или ArCHO, MeNH2 (33% в EtOH), AcOH, EtOH, 2 ч, кипячение (для X = NMe); d – HCO2NH4, Pd/C (5%), 
MeOH, 2 ч, кипячение (для соединений (27a–d)) или Zn, HCl, 

THF, 10 мин, комн. темп. (для соединений (27e–g)).

Также была синтезирована библиотека соеди-
нений, где в качестве линкера, соединяющего
бензольные фрагменты, выступал 2,3-тиазоли-
дин-4-он (схема 15) [27]. Некоторые из этих со-
единений продемонстрировали более выражен-
ное по сравнению с ресвератролом ингибирую-
щее влияние на рост клеток рака молочной
железы. Примечательно, что если соединения

(28g) и (28h) проявили сильную противоопухоле-
вую активность по отношению к ER-положитель-
ной клеточной линии MCF-7, то производные (28j)
и (28k) обладали сильной цитостатической актив-
ностью к ER-отрицательной клеточной линии
SkBr3, т.е. биологическое действие этих молекул
может зависеть от различных паттернов эстроге-
новых рецепторов.

Схема 15. Синтез соединений (28) [27].

Реакцией циклоприсоединения иминов к
2-хлорацетилхлориду в присутствии триэтилами-
на (схема 16) синтезирована новая серия струк-
турно жестких производных 1,4-диарил-3-хлорo-
азетидин-2-она [28], оценено их регуляторное воз-
действие на рост клеточных линий MCF7 и SkBr3

рака молочной железы человека. Все исследуемые
соединения обладали более высокой биодоступно-
стью in vitro по сравнению с ресвератролом и пока-
зали противоопухолевую активность от умеренной
до высокой (максимальная для соединений (29d) и
(29f)) по отношению к тестируемым линиям.

(27a): X = O; R1 = R2 = NO2; R3 = OMe
(27b): X = O; R1 = NO2; R2 = H; R3 = NMe2
(27c): X = NMe; R1 = NO2; R2 = OH; R3 = OMe
(27d): X = NMe; R1 = NO2; R2 = F; R3 = OMe
(27e): X = NMe; R1 = NO2; R2–R3 = –C(Cl)=CHN(Me)–
(27f): X = NMe; R1 = Cl; R2 = NO2; R3 = OMe
(27g): X = NMe; R1 = Br; R2 = NO2; R3 = OMe
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(27a–s)

(27l): X = O; R1 = R2 = NH2; R3 = OMe
(27m): X = O; R1 = NH2; R2 = H; R3 = NMe2
(27n): X = NMe; R1 = NH2; R2 = OH; R3 = OMe
(27o): X = NMe; R1 = NH2; R2 = F; R3 = OMe
(27p): X = NMe; R1 = NH2; R2–R3 = –C(Cl)=CHN(Me)–
(27q): X = NMe; R1 = Cl; R2 = NH2; R3 = OMe
(27r): X = NMe; R1 = Br; R2 = NH2; R3 = OMe
(27s): X = NMe; R1 = OMe; R2 = NH2; R3 = OMe

(27h): X = NMe; R1 = Cl; R2 = F; R3 = OMe
(27i): X = NMe; R1 = Br; R2 = F; R3 = OMe
(27j): X = NMe; R1 = Cl; R2 = H; R3 = NMe2
(27k): X = NMe; R1 = Br; R2 = H; R3 = NMe2

d

(28a): R1 = R4 = OH; R2 = R3 = R5 = H
(28b): R1 = R3 = R4 = OH; R2 = R5 = H
(28c): R1 = R3 = R5 = OH; R2 = R4 = H
(28d): R1 = R2 = R4 = OH; R3 = R5 = H
(28e): R1 = OH; R2 = R4 = OMe; R3 = R5 = H
(28f):  R1 = OH; R3 = R4 = R5 = OMe; R2 = H
(28g): R1 = OH; R3 = R4 = OMe; R2 = R5 = H
(28h): R1 = OH; R2 = R3 = R5 = H; R4 = Cl
(28i):  R1 = CH3; R2 = R3 = R5 = H; R4 = Cl
(28j):  R1 = CH3; R3 = R4 = R5 = OMe; R2 = H
(28k): R1 = R2 = R3 = R4 = R5 = H

NH2

R1

CHO
R2

R3

R4

R5

N
SO

R5
R4

R3

R2

R1

HSCH2COOH, DCC

THF, 0°C

(28a–k)

+



44

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 1  2022

СЕМЕНОВ и др.

Схема 16. Синтез соединений (29). Реагенты и условия реакций: 
a – толуол; b – 2-хлорацетилхлорид, TEA, CH2Cl2, –78°C.

Основываясь на данных о способности ре-
свератрола ингибировать репликацию ВИЧ-1 в
соответствии со схемой 17, был получен ряд его
производных, для которых была оценена спо-
собность подавлять репликацию ВИЧ-1 в пре-
делах одного цикла [29]. Показано, что произ-

водные (30с, d) и (31с, d) обладают более высо-
кой активностью против ВИЧ-1, чем
ресвератрол. Однако только для ресвератрола
был выявлен синергетический эффект при сов-
местном применении с известным препаратом
децитабином.

Схема 17. Синтез соединений (30) и (31). Реагенты и условия реакций: a – Pd(PPh3)4, 2 M Na2CO3, 
толуол/EtOH 3 : 1, кипячение, 6 ч; b – 1 M BBr3, СH2Cl2, комн. темп., 20 ч.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Модификация структуры ресвератрола про-

должает привлекать внимание медицинских хи-
миков. Как видно из табл. 1, многие исследова-
тельские группы сосредоточили свою работу на
получении синтетических аналогов ресвератрола
с целью повышения их биологической активно-
сти, прежде всего для создания эффективных
средств борьбы с онкологическими заболевания-
ми. В ряде работ была продемонстрирована мно-
гообещающая антипролиферативная и цитоток-
сическая активность новых синтетических анало-
гов ресвератрола. Тем не менее были выявлены и
соединения с иным потенциалом биологического
действия, в частности аналоги с противовоспали-
тельным, нейропротективным, противовирус-

ным, сосудорасширяющим и другими эффектами
(табл. 2). В рамках данного обзора мы постара-
лись обобщить наиболее привилегированные
структуры, производные которых показали ряд
терапевтических эффектов и могут выступать в
качестве хит-соединений при создании новых хи-
миотерапевтических средств. Кроме того, анализ
зависимостей структура–эффект для рассматри-
ваемых библиотек аналогов будет способствовать
лучшему пониманию молекулярных механизмов
действия наиболее перспективных соединений.
Мы надеемся, что этот обзор поможет медицин-
ским химикам в рациональном дизайне и разра-
ботке новых лекарственных средств, направлен-
ных на профилактику и лечение наиболее значи-
мых заболеваний человека.

(29a): R1 = R2 = Me
(29b): R1 = R2 = H
(29c): R1 = H; R2 = Cl
(29d): R1 = R2 = Br
(29e): R1 = Cl;  R2 = H
(29f): R1 = I; R2 = Cl

(29a–f)

NH2

R1

CHO

R2

N

R1

R2

N

R1 R2

O Cl

a
+

b

(30a), (31a): X = O;  R = Me
(30b), (31b): X = S;  R = Me

b

X

Br

Br XX

OR

OR

RO

RO

OR

OR

B(OH)2

MeO OMe

B(OH)2

MeO OMe

B(OH)2

MeO

B(OH)2

MeO

1. a 1. a

2.2.

(30a–d) (31a–d)

(30c), (31c): X = O;  R = H
(30d), (31d): X = S;  R = H
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Таблица 1. Антипролиферативная и цитотоксическая активность гетероциклических аналогов ресвератрола

Объект исследования Метод
исследования Соединение

Активность
IC50, мкМ Ссылка

Клеточная линия аденокарциномы молочной 
железы человека MDA-MB-231

МТТ-тест (1f) ≈0.01  [10]
(1g–m) ≈0.1  [10]
(3с) 40  [11]
(3d) 17.5  [11]
(3e) 45.5  [11]
транс-Ресвератрол 129.9  [11]

SRB-тест (13c) 17.4  [19]
(14f) 18.1  [19]
(14e) 19.4  [19]
(12b) 46.1  [19]
(13b) 47.4  [19]
(14c) 67.6  [19]
транс-Ресвератрол 20.5  [19]

Клеточная линия аденокарциномы молочной 
железы человека MCF7

МТТ-тест (26o) 0.017  [25]

(26l) 0.05  [25]

(26h) 0.36  [25]

(26k) 0.39  [25]

(26g) 0.54  [25]

(26p) 0.61  [25]

(28g) 2.58  [27]

(25g) 7.4  [25]

(28h) 5.0  [27]

(29f) 11.77  [28]

(29d) 16.72  [28]

транс-Ресвератрол 28.07  [27]

цис-Ресвератрол 28.38  [28]

Комбретастатин 0.37  [25]

Клеточная линия аденокарциномы молочной 
железы человека с множественной лекарственной 
устойчивостью MCF7/Topo

МТТ-тест (27l) 0.00123  [26]

(27q) 0.32  [26]

(27r) 0.34  [26]

Комбретастатин 0.5  [26]

Клеточная линия аденокарциномы молочной 
железы человека SkBr3

МТТ-тест (28g) 0.23  [27]

(28k) 0.81  [27]

(29f) 9.51  [28]

(29d) 11.09  [28]

транс-Ресвератрол 41.42  [27]

цис-Ресвератрол 41.22  [28]
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Клеточная линия Т-клеточного лейкоза человека 
Jurkat

МТТ-тест (26o) 0.003  [25]

(26l) 0.005  [25]

(26h) 0.05  [25]

(26k) 0.05  [25]

(25g) 0.093  [25]

(26g) 0.3  [25]

(26p) 0.65  [25]

Комбретастатин 0.005  [25]

Клеточная линия промиелоцитарного лейкоза 
человека HL60

МТТ-тест (27j) 0.00005  [26]

(27r) 0.0001  [26]

(27q) 0.0002  [26]

(27k) 0.0002  [26]

(27m) 0.0009  [26]

(26o) 0.003  [25]

(27l) 0.0038  [26]

(26l) 0.02  [25]

(26g) 0.09  [25]

(21a) 0.1  [24]

(26h) 0.12  [25]

(22a) 0.25  [24]

(24d) 0.3  [24]

(24b) 0.5  [24]

(26k) 0.5  [25]

(26p) 0.7  [25]

(19b) 0.9  [24]

(22b) 2.0  [24]

(21b) 2.0  [24]

(27n) 4.6  [26]

(23b) 5.0  [24]

(25g) 6.2  [25]

(27i) 9.7  [26]

(20b) 15  [24]

Комбретастатин 0.001  [25]

транс-Ресвератрол 5.0  [30]

цис-Ресвератрол 42  [30]

Объект исследования Метод
исследования Соединение

Активность
IC50, мкМ Ссылка

Таблица 1.  Продолжение
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Клеточная линия промиелоцитарного лейкоза 
человека с множественной лекарственной устой-
чивостью HL60R

МТТ-тест (22a) 0.75  [24]

(21a) 0.25  [24]

(19b) 1.0  [24]

транс-Ресвератрол 60  [31]

Клеточная линия хронического миелогенного 
лейкоза человека K562

МТТ-тест (26o) 0.02  [25]

(26l) 0.02  [25]

(26k) 0.34  [25]

(26p) 0.8  [25]

(26h) 0.95  [25]

Комбретастатин 0.005  [25]

транс-Ресвератрол 28.0  [31]

Клеточная линия хронического миелогенного 
лейкоза человека K562/Adr, устойчивая к адриа-
мицину

МТТ-тест (22a) 0.5  [24]

(21a) 0.5  [24]

Клеточная линия рака легких (карцинома) чело-
века A549

МТТ-тест (26o) 0.01  [25]

(26l) 0.1  [25]

(26h) 0.52  [25]

(26k) 0.8  [25]

(26g) 1.1  [25]

Комбретастатин 0.18  [25]

транс-Ресвератрол 119.6  [32]

Клеточная линия эмбриональной карциномы 
яичек человека 1411HP, чувствительная к циспла-
тину

SRB-тест (27r) 0.022  [26]

(27q) 0.03  [26]

Комбретастатин Неактивен  [26]

Клеточная линия эмбриональной карциномы 
яичек человека 1411HP, устойчивая к цисплатину

SRB-тест (27r) 0.054  [26]

(27q) 0.06  [26]

Комбретастатин Неактивен  [26]

Клеточная линия эпителиомы шейки матки чело-
века HeLa

МТТ-тест (26o) 0.006  [25]

(26l) 0.015  [25]

(26k) 0.15  [25]

(26g) 0.25  [25]

(26h) 0.28  [25]

(26p) 0.6  [25]

Комбретастатин 0.004  [25]

транс-Ресвератрол 47.9  [33]

Объект исследования Метод
исследования Соединение

Активность
IC50, мкМ Ссылка

Таблица 1.  Продолжение
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Клеточная линия эндоцервикальной аденокарци-
номы человека KB-V1, устойчивая к винбластину

МТТ-тест (27l) 0.00005  [26]

(27s) 0.3  [26]

(27r) 0.2  [26]

(27q) 0.4  [26]

Комбретастатин 0.0004  [26]

Клеточная линия аденокарциномы толстой 
кишки человека HT29

МТТ-тест (27r) 0.00002  [26]

(27q) 0.00006  [26]

(27j) 0.0002  [26]

(27k) 0.0043  [26]

(27l) 0.057  [26]

(27s) 0.064  [26]

(27i) 0.51  [26]

(27h) 0.53  [26]

Комбретастатин
транс-Ресвератрол

3.6
27

 [26]
 [34]

Клеточная линия меланомы человека 518A2 МТТ-тест (27l) 0.002  [26]

(27r) 0.0064  [26]

(27q) 0.062  [26]

(27i) 0.066  [26]

(27m) 0.11  [26]

(27h) 0.4  [26]

(27k) 0.86  [26]

(27j) 2.3  [26]

(27n) 2.8  [26]

Комбретастатин 0.018  [26]

SRB-тест транс-Ресвератрол 30.0  [35]

Головной мозг крупного рогатого скота Оценка подав-
ления полиме-
ризации 
тубулина 
методом тур-
бидиметрии

(26l) 0.76  [25]

(26o) 1.5  [25]

(26h) 2.3  [25]

(26k) 3.6  [25]

(26g) 3.9  [25]

(26p) 5.1  [25]

(25g) 16.0  [25]

Комбретастатин 1.2  [25]

Объект исследования Метод
исследования Соединение

Активность
IC50, мкМ Ссылка

Таблица 1.  Окончание
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Таблица 2. Другие виды биологической активности гетероциклических аналогов ресвератрола
Объект

исследования Метод исследования Соединение
Активность

Ссылка
параметр значение

Противовоспалительная активность
Клеточная линия мыши 
RAW264.7

Оценка ингибирования LPS-
индуцированной продукции NO 
по методу Грисса

(7ll) IC50, мкМ 13.5  [14]
(7ff) 23.27  [14]
(7l) 30.0  [14]
(9n) 45.3  [14]
(10i) 47.8  [15]
транс-Ресвератрол 30.71  [14]

Противовирусная активность
Инфицированные 
ВИЧ-1 клетки человека 
U373-MAGI, экспрес-
сирующие CXCR4

Анализ однократной реплика-
ции

(30d) EC50, мкМ 34.4  [29]
(30c) 35.0  [29]
(31d) 45.1  [29]
транс-Ресвератрол 21.4  [29]

Вазорелаксирующая активность
Кольца аорты крыс 
линии Wistar

Оценка снижения тонуса глад-
комышечных клеток кольца 
аорты, вызванного KCl

(14e) IC50, мкМ 12.0226  [19]
(14h) 12.5892  [19]
(12b) 15.4882  [19]
(14f) 15.4882  [19]
(13b) 15.8489  [19]
транс-Ресвератрол 6.91831  [19]

Активация хинонредуктазы 1
Клеточная линия мыши 
Hepa-1c1c7

МТТ-тест (7p) CD, мкМ 0.059  [14]
(10d) 0.06  [15]
(10e) 0.08  [15]
(9o) 0.087  [16]
(9n) 0.117  [16]
(9e) 0.143  [16]
(9b) 0.192  [16]
(9f) 0.25  [16]
(9a) 0.32  [16]
(9c) 0.36  [16]
(9k) 0.39  [16]
(9j) 0.39  [16]
(7r) 0.44  [14]
(7z) 0.47  [14]
(7bb) 0.54  [14]
(7aa) 0.57  [14]
(9d) 0.59  [16]
(7jj) 0.98  [14]
(9r) 1.1  [16]
(7j) 1.72  [14]
(7h) 1.73  [14]
(7o) 1.8  [14]
(9s) 1.98  [16]
(7q) 2.0  [14]
(7e) 2.07  [14]
(7a) 2.1  [14]
(7t) 2.1  [14]
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Клеточная линия мыши 
Hepa-1c1c7

МТТ-тест (7a) CD, мкМ 2.1  [14]
(9g) 2.47  [16]
(7m) 3.1  [14]
(7d) 4.0  [14]
(7w) 4.0  [14]
(7s) 4.0  [14]
(7ii) 4.04  [14]
(7n) 4.9  [14]
(7dd) 5.23  [14]
(9u) 5.52  [16]
(9l) 9.61  [16]
(7f) 16.0  [14]
(7y) 16.0  [14]
(7u) 18.2  [14]
(10j) 20.1  [15]
(9t) 20.3  [16]
транс-Ресвератрол 21.0  [14]

Клеточная линия мыши 
BPrc1с

МТТ-тест (9k) CD, мкМ 2.4  [16]
(7aa) 2.8  [14]
(7z) 4.4  [14]
(9h) 6.1  [16]
(7p) 6.5  [14]
(9g) 6.8  [16]
(7bb) 8.1  [14]
(9j) 9.2  [16]
(9s) 12.6  [16]
(9u) 16.3  [16]
(7j) 34.6  [14]
(9c) 35.7  [16]
(7w) 38.2  [14]
(7u) 44.5  [14]
(7a) 49.7  [14]
цис-Ресвератрол 49.7  [14]

Клеточная линия мыши 
Hepa, мутантная по 
TAOc1с

МТТ-тест (9k) CD, мкМ 0.63  [16]
(7z) 2.0  [14]
(7p) 2.5  [14]
(9s) 2.7  [16]
(7r) 3.8  [14]
(9h) 5.6  [16]
(9g) 5.9  [16]
(7bb) 6.3  [14]
(9j) 7.8  [16]
(9u) 13.4  [16]
(7a) 18.6  [14]
(9c) 33.9  [16]
(7u) 41  [14]
(7j) 44.3  [14]
(7w) 48.7  [14]

Ингибирование ароматазы

Объект
исследования Метод исследования Соединение

Активность
Ссылка

параметр значение

Таблица 2.  Продолжение
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Ароматаза человека 
(дибензилфлуоресцеин 
в качестве субстрата)

Флуориметрия (10g) IC50, мкМ 0.004  [15]
(10i) 0.023  [15]
(10h) 0.078  [15]
(10m) 0.164  [15]
(7b) 0.2  [14]
(10a) 0.59  [15]
(7c) 0.8  [14]
(10k) 0.9  [15]
(10l) 1.04  [15]
(10c) 1.36  [15]
(10j) 2.39  [15]
(10d) 2.68  [15]
(10m) 6.73  [15]
(10d) 7.41  [15]
(10f) 7.92  [15]
(10b) 14.9  [15]
(10e) 18  [15]
транс-Ресвератрол 25  [15]

Ингибирование TNF-α-индуцированной активации NF-κB
Эмбриональная клеточ-
ная линия почек чело-
века HEK 293

Анализ экспрессии репортер-
ного гена люциферазы

(7ii) IC50, мкМ 0.4  [13]
(7s) 0.8  [13]
(10g) 2.55  [15]
(9e) 2.7  [16]
(10c) 10.35  [15]
транс-Ресвератрол 0.98  [13]

Объект
исследования Метод исследования Соединение

Активность
Ссылка

параметр значение
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Heterocyclic Resveratrol Analogs – Synthesis and Physiological Activity. 
Part 2. Analogs Obtained by the Replacement of Ethylene Fragment 
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Continuing the consideration of synthetic analogues of one of the most studied natural polyphenols, resver-
atrol, the second part of the review is devoted to the structures obtained by the transformation of the ethylene
fragment connecting benzene rings in the backbone of the natural prototype. The main attention is paid to
the methods of identification and the revealed physiological effect of the structures, which uses a brief trans-
formed into a heterocyclic fragment. Modification of such a rigid structure aimed at the decreasing of the
conformational mobility of the molecule.
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В 1970 г. на основе данных о распаде аминокислот у позвоночных американский биохимик Альберт
Ленинджер составил схему введения углеродных скелетов аминокислот в цикл Кребса, объединив
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терно иное превращение некоторых аминокислот. Что касается выводов насчет глюкогенного ли-
бо кетогенного действия той или иной аминокислоты, то они не всегда соответствуют данной схе-
ме. В настоящем обзоре на основе современных данных о превращении аминокислот приводится
уточненная автором схема введения углеродных скелетов аминокислот в цикл Кребса и полно-
стью соответствующие ей выводы о глюкогенном либо кетогенном действии той или иной ами-
нокислоты.
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ВВЕДЕНИЕ

Для окисления 20 различных аминокислот,
входящих в состав белков, существует 20 различ-
ных путей, включающих большое число фермен-
тативных реакций. Однако все эти пути приводят
к получению небольшого числа продуктов, во-
влекаемых в цикл Кребса. Американский биохи-
мик Альберт Ленинджер в 1970 г. составил схему
путей введения углеродных скелетов аминокис-
лот в разные стадии окислительных превраще-
ний в цикле Кребса, объединив аминокислоты в
7 групп (схема 1) [1]. С тех пор эта схема принята
за основу во многих учебниках и справочниках
по биохимии животных и даже человека. Тем не
менее в ней имеются три противоречия с выво-

дами самого Ленинджера, а также устаревшие
сведения.

У позвоночных после отщепления азота угле-
родные скелеты аминокислот могут превращать-
ся в глюкозу или кетоновые тела, в зависимости
от этого аминокислоты обладают глюкогенным
либо кетогенным действием. Глюкогенное либо
кетогенное действие той или иной аминокислоты
приобретает особенное значение при голодании
и сахарном диабете. Ленинджер относит треонин
и триптофан к глюкогенным аминокислотам, но
из схемы 1 следует, что треонин обладает как глю-
когенным, так и кетогенным действием (по-
скольку превращение треонина в глицин по Ле-
нинджеру сопровождается эквивалентным от-
щеплением ацетальдегида, имеющего кетогенное
действие), а триптофан – только кетогенным. Что
касается лизина, то Ленинджер считает, что он
обладает как глюкогенным, так и кетогенным
действием, но из схемы видно, что только кето-
генным (как лейцин). В связи с этим необходимо
обратиться к последним данным по распаду трео-
нина, триптофана и лизина у позвоночных. Сле-
дует начать изложение материала с треонина, по-
скольку его распад, в отличие от триптофана и
лизина, был в дальнейшем пересмотрен.

Сокращения: ЩУК – щавелевоуксусная кислота; КоА –
кофермент А.
#Автор для связи: (эл. почта: malinovskiy.andrey@yandex.ru).

УДК 577.122.3
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МАЛИНОВСКИЙ

Схема 1. Пути введения углеродных скелетов аминокислот в цикл Кребса (по Ленинджеру [1]).

РАСПАД ТРЕОНИНА У ПОЗВОНОЧНЫХ

В книге Дэгли и Никольсона [2] приводится
схема превращения треонина в печени (схема 2).
Согласно этой схеме образующийся глицин, пре-
вращаясь в дальнейшем в серин, обладает глюко-
генным действием, а ацетальдегид, окисляясь в
ацетил-КоА, – кетогенным. Однако эта схема
противоречит давно установленному факту о не-
заменимости треонина. Аналогичную схему пре-
вращения треонина в ацетил-КоА предлагает и
Ленинджер, только согласно ей треонин распада-
ется на глицин и ацетил-КоА необратимо, при-
чем причина необратимости никак не объясняет-
ся на фоне обратимого взаимопревращения сери-
на и глицина [1]. В работах Neuberger [3] и Devlin
[4] также основным путем распада треонина счи-
тается его альдольное расщепление, катализируе-
мое пиридоксалевым ферментом треонинальдо-
лазой. И только Bird и Nunn [5] первыми усомни-
лись в этом. Они показали низкую активность
треонинальдолазы в печени крысы [5, 6] и сдела-
ли заключение, что альдолаза не может быть глав-
ным ферментом распада треонина у позвоночных
(что никак не противоречит высокой активности

треонинальдолазы у ряда бактерий, очевидно,
распространенной Ленинджером на все организмы).

Схема 2. Взаимопревращение треонина и глицина [2].

Bird и Nunn пришли к выводу [5], что актив-
ность треонинальдолазы у позвоночных на самом
деле имитируется последовательными действиями
другого пиридоксалевого фермента треониндегид-
ратазы и NAD-зависимого фермента лактатдегид-
рогеназы, причем первая расщепляет треонин не-
обратимо до α-кетомасляной кислоты, которая
может обратимо восстанавливаться в α-гидрокси-
масляную кислоту под влиянием лактатдегидроге-
назы, которая, как известно, катализирует обрати-
мое восстановление пировиноградной кислоты в
молочную при гликолизе (схема 3). Образующаяся
из треонина α-кетомасляная кислота может также
обратимо переаминироваться в α-аминомасляную
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кислоту, но в своей большей части подвергается не-
обратимому окислительному декарбоксилирова-
нию с превращением в пропионил-КоА, который в
свою очередь через ряд соединений приходит к та-

ким участникам цикла Кребса, как сукцинил-КоА
и янтарная кислота, что роднит распад треонина с
распадом валина, изолейцина и метионина и обу-
словливает его глюкогенное действие.

Схема 3. Необратимый распад треонина с дальнейшим восстановлением 
α-кетомасляной кислоты (по данным Yeung [7]).

Яркое доказательство отcутствия треониналь-
долазы в тканях позвоночных – исчезновение по-
добной активности после осаждения треонинде-
гидратазы специфическим антителом. При этом
сохранялась активность альдольного расщепле-
ния аллотреонина – оптического изомера трео-
нина, не входящего в состав белков [7]. Дальней-
шие исследования подтвердили существование у
позвоночных альдолазы, которая, подобно се-
рингидроксиметилтрансферазе, обратимо рас-
щепляет аллотреонин [8]. В работе Darling et al.
[9] рассматривается катаболизм треонина у
взрослого человека, и при этом треонинальдолаза
уже не упоминается. Остается неясным значение
альдолазы, расщепляющей аллотреонин. По-
следний не выполняет функции треонина в орга-
низме млекопитающих [10], не встречается как
природное вещество [11] и не может в организме
эпимеризоваться в треонин [12].

Стоит отметить, что серингидроксиметилтранс-
фераза – фермент, катализирующий взаимопревра-
щение серина и глицина, широко распространен в

организме млекопитающих. Schrichen и Gross [13]
сообщили, что в печени крыс этот фермент иденти-
чен треонинальдолазе. Это послужило установив-
шемуся мнению, что треонин распадается под дей-
ствием серингидроксиметилтрансферазы. Однако
препараты этого фермента, полученные в лабора-
ториях из печени крыс, не проявляли активности
треонинальдолазы. Из этого в работе Ogawa et al.
[14] сделан вывод о том, что треонинальдолаза у
млекопитающих отсутствует.

Итак, главными ферментами распада треони-
на у млекопитающих до недавнего времени счи-
тались ферменты цитозоля печени треониндегид-
ратаза и треонинальдолаза. Позднее было уста-
новлено, что треонин также окисляется в
митохондриях под действием треониндегидроге-
назы [15]. Последняя катализирует NAD-зависимое
окисление треонина до α-аминоацетоуксусной
кислоты, которая самопроизвольно декарбоксили-
руется, превращаясь в аминоацетон [6, 16, 17]
(схема 4). Аминоацетон в дальнейшем окисляется в
аминоацетоновом цикле [15] (схема 5).

Схема 4. Окисление треонина в митохондриях (по данным Bird и Nunn [6]; Pagani et al. [16, 17]).
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Схема 5. Окисление треонина в аминоацетоновом цикле (по данным Green и Elliott [15]).

Как мы видим, распадаясь под действием
треониндегидрогеназы с дальнейшим окислени-
ем в аминоацетоновом цикле, треонин превраща-
ется в молочную и пировиноградную кислоты, а
следовательно, обладает глюкогенным действием
подобно аланину, серину, глицину и цистеину без
какого-либо кетогенного эффекта.

Однако Linstead et al. [18] обнаружили, что у
трипаносомы – паразитического простейшего,
вызывающего у млекопитающих и человека сон-
ную болезнь, – треонин активно используется
для синтеза липидов. Он расщепляется комплек-
сом треониндегидрогеназы и аминоацетонсинте-
тазы до глицина и ацетил-КоА. Последний факт
послужил основанием для некоторых авторов
считать треонин одновременно глюкогенной и
кетогенной аминокислотой [19, 20], несмотря на
то, что в работе Уайт с соавт. [21] отмечается, что
у млекопитающих in vivo не наблюдается образо-
вание кетоновых тел из треонина.

Аналогично в работе Steven et al. [22] заявлено
о том, что стволовые клетки мыши содержат
очень активную треониндегидрогеназу, осу-
ществляющую также в комплексе с аминоацетон-
синтетазой нетипичную для млекопитающих
форму катаболизма треонина, расщепляя его на
глицин и ацетил-КоА, причем глицин тут же

включается в биосинтез пуриновых оснований, а
ацетил-КоА используется как энергетический
субстрат для цикла Кребса. Этот вопрос затем об-
суждался в ряде исследований [23–25]. В процес-
се дифференцировки клеток мыши активность
треониндегидрогеназы резко уменьшается. Guer-
ranti et al. [26] показали, что у крыс образование
из треонина под действим треониндегидрогеназы
даже мизерного количества ацетил-КоА доста-
точно для полного ингибирования треониндегид-
рогеназы всеми образующимися из ацетил-КоА
соединениями по принципу обратной связи.

У человека Zhao et al. [27] не удалось обнару-
жить превращения треонина плазмы крови в гли-
цин. Тогда считалось, что у животных ферменты
треонинальдолаза и треониндегидрогеназа ката-
лизируют распад треонина до глицина, поэтому
впервые было сделано предположение об отсут-
ствии этих ферментов у человека. Однако вскоре
было установлено, что треонинальдолаза, в отли-
чие от треониндегидрогеназы, отсутствует и у жи-
вотных (см. выше).

Edgar [28] проводит сравнение генов треонин-
дегидрогеназы человека и ряда животных и делает
вывод, что человек в процессе эволюции утратил
способность к синтезу треониндегидрогеназы.
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Chuanchin et al. [23] и Winkle et al. [24] также под-
тверждают, что у человека из-за генной мутации
отсутствует функциональная треониндегидроге-
наза. Поэтому вопрос о кетогенном действии
треонина у человека отпадает сам собой.

Ленинджер относит треонин к глюкогенным
аминокислотам у млекопитающих вполне спра-
ведливо. Более того, еще в 1974 г. академик
А.А. Покровский, подчеркивая особую важность
для глюконеогенеза у млекопитающих аминокис-
лот серина и треонина на фоне безуглеводных,
богатых белком диет (наряду с аланином, аспара-
гиновой кислотой и орнитином), заявил, что за
первую стадию их включения в глюконеогенез
ответственен фермент сериндегидратаза, кото-
рый катализирует и реакцию дегидратации трео-
нина, а потому данный фермент может с полным
правом быть назван серин-треонин-дегидратазой
[29]. Значительно позже была установлена иден-
тичность апоферментов (белков) треониндегид-
ратазы и сериндегидратазы [30], а следовательно,
тождественность этих двух ферментов [31, 32]. Но
распадается треонин с дальнейшим вступлением
в цикл Кребса у животных иначе, чем это описы-
вается у Ленинджера. Поэтому в схеме 1, если она
относится к животному организму, треонин дол-
жен быть занесен в одну группу с изолейцином,
метионином и валином.

РАСПАД ТРИПТОФАНА У ПОЗВОНОЧНЫХ

Триптофан – незаменимая аминокислота, по-
этому его углеродный скелет у позвоночных так-
же распадается необратимо. В настоящее время
установлено, что из существующих в организме
четырех путей распада триптофана в норме 95%
этой аминокилоты распадается по кинуренино-
вому пути [33, 34]. Остальные три побочных пути
и образующиеся в них продукты следующие:
1) гидроксилирование (серотонин в мозге или
мелатонин в шишковидной железе), 2) декарбок-
силирование (триптамин), 3) переаминирование
(индолилпировиноградная кислота). Но все эти
три пути не приводят к раскрытию индольного
кольца. Следовательно, их продукты не поступа-
ют в цикл Кребса. Только кинурениновый путь,
составляющий 95% распада триптофана, приво-
дит к раскрытию индольного кольца и может
приводить к циклу Кребса. Однако следует огово-
риться, что и в этом пути основной поток трипто-
фана приводит к образованию 3-гидроксикину-

ренина, который необратимо гидролизуется на
аланин и 3-гидроксиантраниловую кислоту. В
свою очередь основной поток 3-гидроксиантра-
ниловой кислоты ведет к синтезу коферментов
NAD и NADP, необходимых для биологического
окисления, и только ее незначительная часть
окисляется в ацетоацетил-КоА, который спосо-
бен вступить в цикл Кребса.

Ленинджер [1] предложил схему превращения
триптофана в ацетил-КоА и ацетоацетил-КоА
(схема 6). Поскольку в наши дни эта схема не пре-
терпела принципиальных изменений, стоит ее
рассмотреть внимательнее. Ничего нельзя возра-
зить об образовании из триптофана ацетоацетил-
КоА, что говорит о не отмеченном Ленинджером
кетогенном действии триптофана у млекопитаю-
щих. В этом отношении автор правильно занес
триптофан в одну группу с фенилаланином, тиро-
зином, лейцином и лизином. Однако в силу пре-
вращения значительного количества 3-гидрокси-
антраниловой кислоты в хинолиновую (физиоло-
гически активна), никотиновую (витамин РР –
предшественник коферментов NAD и NADP) и
пиколиновую кислоты (также физиологически
активна) кетогенное действие триптофана будет
незначительным [33, 34]. Что же касается превра-
щения триптофана в ацетил-КоА, то автор спра-
ведливо замечает, что последний – продукт рас-
пада аланина, образующегося из триптофана в
ходе расщепления 3-гидроксикинуренина на
3-гидроксиантраниловую кислоту и аланин. Но
аланин – глюкогенная аминокислота. При дез-
аминировании он превращается в пировиноград-
ную кислоту, которая может дальше идти тремя
путями: 1) необратимо подвергаться окислитель-
ному декарбоксилированию до ацетил-КоА;
2) обратимо карбоксилироваться в щавелевоук-
сусную кислоту (ЩУК) – катализатор цикла
Кребса; 3) обратимо превращаться в глюкозу или
гликоген. Именно последним объясняется и глю-
когенное действие триптофана у млекопитаю-
щих. Но в таком случае недопустимо в схеме 1
объединять триптофан как образующую ацетил-
КоА аминокислоту в одну группу с лейцином и
изолейцином (лейцин и изолейцин превращают-
ся в ацетил-КоА без образования каких-либо
глюкогенных продуктов), а надлежит занести его
в одну группу с аланином, который образуется из
триптофана. Тогда глюкогенное действие трип-
тофана становится очевидным.
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Схема 6. Превращение триптофана в ацетил-КоА и ацетоацетил-КоА [1].
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нокислот, не способная подвергаться переа-
минированию, а потому у позвоночных необ-

ратим не только распад углеродного скелета
лизина (как у всех других незаменимых ами-
нокислот), но и дезаминирование этой ами-
нокислоты.
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Ленинджер предложил схему превращения ли-
зина в ацетоацетил-КоА (схема 7) [1]. Однако этa
схема представляет лишь пипеколатный путь рас-
пада лизина, преобладающий в мозге взрослых
млекопитающих. В остальных тканях млекопита-
ющих, а также в эмбриональной мозговой ткани
преобладает сахаропиновый путь [35]. Здесь не
имеет смысла его рассматривать, поскольку оба
пути сходятся на уровне Δ1-пиперидин-6-карбо-
новой кислоты (у Ленинджера Δ6-пиперидин-2-
карбоновой, что не является ошибкой). Она на-
ходится в равновесии со своей открытой формой –
полуальдегидом α-аминоадипиновой кислоты. По-

следний окисляется в α-аминоадипиновую кисло-
ту, которая при переаминировании с α-кетоглута-
ровой кислотой превращается в α-кетоадипиновую
кислоту. Последняя, как и в случае триптофана,
распадается до ацетоацетил-КоА. Это показано Ле-
нинджером на схеме 7 и говорит о том, что лизин –
аминокислота только с кетогенным действием.
Ленинджер на схеме 1 вполне обоснованно поме-
стил лизин в одну группу с лейцином, фенилала-
нином, тирозином и триптофаном. Однако вывод
автора о том, что лизин у млекопитающих, кроме
кетогенного действия, обладает и гликогенным,
неверен.

Схема 7. Превращение лизина в ацетоацетил-КоА [1].
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Схема 8. Пути введения углеродных скелетов аминокислот в цикл 
Кребса согласно современным представлениям.

В то же время в новом издании своего учебни-
ка [36] Ленинджер оставляет примерно ту же схе-
му (схема 1), но удаляет из нее группу, демонстри-
рующую превращение изолейцина в ацетил-КоА,
упоминая при этом, что триптофан и лейцин, ко-
торые в предыдущем издании также помещены в
эту группу, могут превращаться в ацетил-КоА.
О превращении в последний изолейцина не гово-
рится и в тексте. Следовательно, в отличие от
предыдущего издания, полностью умалчивается,
какой аминокислотой выступает изолейцин –
глюкогенной или кетогенной. При этом автор
справедливо относит лизин к кетогенным амино-
кислотам, а триптофан – к кетогенным и глюко-
генным, но почему-то последний назван 2 раза:
как глюкогеная и как кетогенная аминокислота, в
то время как фенилаланин и тирозин названы
1 раз как аминокислоты, одновременно обладаю-
щие кетогенным и глюкогенным действием. Об
изолейцине, который тоже обладает и кетоген-
ным, и глюкогенным действием, как уже было
сказано выше, вообще не упоминается. И так же,
как в предыдущем издании, не объясняется, по-
чему превращающийся в ацетил-КоА и ацетоаце-
тил-КоА триптофан обладает глюкогенным дей-
ствием.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С учетом изложенных в настоящем обзоре со-

временных данных о превращении аминокислот
автор предлагает вниманию читателей уточнен-
ную схему введения углеродных скелетов амино-
кислот в цикл Кребса (схема 8) и полностью соот-
ветствующие ей выводы о глюкогенном либо ке-
тогенном действии той или иной аминокислоты.
Данные уточнения касаются трех аминокислот:
треонина, триптофана и лизина.

Треонин распадается у млекопитающих и че-
ловека под действием треониндегидратазы и, по-
добно изолейцину и метионину, превращается в
пропионил-КоА. Последний после карбоксили-
рования превращается в метилмалонил-КоА, ко-
торый образуется также из валина. Метилмало-
нил-КоА под влиянием фермента метилмалонил-
КоА-мутазы, содержащего в качестве кофермен-
та витамин В12, изомеризуется в сукцинил-КоА и
включается в цикл Кребса. Поэтому, в первую
очередь, треонин должен быть записан в одну
группу с валином, изолейцином и метионином
(схема 8). Если учитывать распад треонина у мле-
копитающих (но не у человека!) под действием
треониндегидрогеназы, то треонину следует так-
же находиться в той же группе, где он находится у
Ленинджера, но по другой причине: образую-
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щийся из треонина аминоацетон окисляется в
аминоацетоновом цикле с образованием пирови-
ноградной кислоты. В обоих случаях треонин бу-
дет только глюкогенной аминокислотой. Но по-
скольку у человека отсутствует треониндегидро-
геназа, автор считает, что занесение треонина в
последнюю группу лишит схему 8 универсально-
сти для позвоночных.

Триптофан у позвоночных распадается по че-
тырем путям, из которых только кинурениновый
путь, составляющий 95% распада триптофана,
приводит к раскрытию индольного кольца и мо-
жет приводить к циклу Кребса. Основной поток
триптофана приводит к образованию 3-гидрок-
сикинуренина, который необратимо гидролизу-
ется на аланин и 3-гидроксиантраниловую кис-
лоту. Поэтому место триптофана – в одной груп-
пе с аланином, цистеином, глицином и серином,
и подобно им триптофан – глюкогенная амино-
кислота (схема 8). Нахождение его в одной группе
с лейцином и изолейцином как предшественни-
ками ацетил-КоА неверно. В то же время основ-
ной поток 3-гидроксиантраниловой кислоты ве-
дет к синтезу коферментов NAD и NADP, необхо-
димых для биологического окисления, и только
ее незначительная часть окисляется в ацетоаце-
тил-КоА, что и обусловливает слабое кетогенное
действие триптофана. Поэтому Ленинджер также
определил триптофан в одну группу с фенилала-
нином, тирозином, лейцином и лизином, что не
является ошибкой.

Лизин у млекопитающих распадается двумя
путями, но оба приводят к ацетоацетил-КоА. По-
этому Ленинджер верно записал его в одну группу
с лейцином, фенилаланином, тирозином и трип-
тофаном. Но из этого следует, что лизин – только
кетогенная аминокислота, что учтено автором в
новом издании учебника [36].

Представленная уточненная схема введения
углеродных скелетов аминокислот в цикл Кребса
(схема 8) может быть рекомендована к использо-
ванию взамен схемы 1 в учебниках и справочни-
ках по биохимии животных и человека.
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Leninger’s Scheme and Conclusions Need Defining More Exactly
A. V. Malinovsky*, #
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It was in 1970 that on the basis of the data concerning decay of amino acids in vertebrates the American bio-
chemist Albert Leninger made up a scheme of introducing carbon skeletons of amino acids into Krebs cycle;
amino acids being united into seven groups. Since that time his scheme has been used in different manuals
and textbooks on biochemistry. However, we believe that some information which can be found in Leninger’s
scheme is obsolete. Moreover, Leninger referred each amino acid to one of the seven groups which in our
opinion is incorrect as the animal organism is characterized by other transformation of some amino acids. As
to the conclusions concerning the glucogenic and ketogenic actions of one or another amino acid, they do no
fully correspond to his scheme. In the present review the scheme of introducing aminoacids carbon skeletons
into Krebs cycle specified by the author on the basis of the latest data about aminoacids transformation is
given and a fully correspondent conclusion of glucogenic and ketogenic actions of one or the other aminoacid
is drawn.

Keywords: threonine, tryptophan, lysine, the glucogenic action, the ketogenic action
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Пятнадцать белковых конъюгатов пенициллинов и цефалоспоринов, содержащих амино- и/или
карбоксильные группы в исходных структурах, синтезированы в реакциях с сывороточным альбу-
мином человека или овальбумином с использованием 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбоди-
имид гидрохлорида (EDC) или комбинации EDC/N-гидроксисульфосукцинимид (sNHS) при раз-
личных соотношениях базовых реагентов. Проведено сравнительное исследование состава и
свойств конъюгатов методами УФ-спектроскопии, масс-спектрометрии и лиганд-рецепторного
анализа. Показано, что содержание остатков антибиотика в полученных макромолекулах варьиру-
ется от 1 до 22, бета-лактамный цикл остается интактным, и это обеспечивает специфическое взаи-
модействие конъюгатов с пенициллин-связывающим белком. В двух разработанных моделях ре-
цепторных биоаналитических систем конъюгат ампициллина на твердой фазе взаимодействует с
пенициллин-связывающим белком в составе его комплекса с моноклональным антителом, которое
детектировали с использованием иммуноферментной метки в микропланшетах или наночастиц зо-
лота на тест-полосках. Связывание конъюгированного ампициллина с рецептором конкурентно
ингибировалось антибиотиками, добавленными в жидкую фазу, и показатели аналитической чув-
ствительности в отношении пенициллина G для микропланшетной и рецепторно-хроматографиче-
ской тест-систем составили 0.05 и 1 нг/мл соответственно.

Ключевые слова: гаптен-белковые конъюгаты, бета-лактамы, рецепторный анализ, антибиотики
DOI: 10.31857/S0132342322010122

ВВЕДЕНИЕ
Бета-лактамные антибиотики составляют

один из наиболее широко используемых в меди-
цине и ветеринарной химиотерапии классов про-
тивомикробных препаратов [1, 2]. Поэтому точ-
ные, простые и быстрые методы их определения
востребованы и актуальны для контроля биобез-
опасности продуктов питания животного проис-
хождения [3–6], оценки уровня бета-лактамов в
крови в целях назначения адекватной дозы паци-

ентам при неотложных состояниях [6–9], а также
для мониторинга содержания в объектах окружа-
ющей среды [10, 11]. Эффективным методом
скринингового контроля различных антибиоти-
ков признан иммуноанализ, основанный на реак-
ции антиген–антитело [3, 12–15]. Однако в слу-
чае бета-лактамных антибиотиков уникальную
возможность для разработки методов биоанализа
представляет лиганд-рецепторное взаимодей-
ствие с участием специфического пенициллин-
связывающего белка (ПСБ), узнающего обяза-
тельный структурный элемент этих лекарствен-
ных субстанций – бета-лактамное кольцо. ПСБ в
мембране бактерий играет ключевую роль в меха-
низме антибактериального действия бета-лакта-
мов, образуя с ними комплекс с последующей хи-
мической модификацией остатка серина в актив-
ном центре и обусловленной этим утратой ПСБ
функции транспептидазы в биосинтезе пептидо-
гликанов клеточной стенки бактерии, что приво-
дит к гибели микроорганизма [16–18]. Преиму-
щество использования рецептора в биоанализе, в
отличие от большинства антител, заключается в

Сокращения: К.В. – коэффициент вариации; МАт – мо-
ноклональное антитело; ПСБ – пенициллин-связываю-
щий белок; ЧСА – сывороточный альбумин человека;
В0 – оптическая плотность в анализе в отсутствие конку-
рирующего бета-лактама в жидкой фазе; BSA – бычий
сывороточный альбумин; EDC – 1-этил-3-(3-диметил-
аминопропил)карбодиимид гидрохлорид; IC50 – концен-
трация антибиотика в растворе, вызывающая 50%-ное инги-
бирование связывания рецептора с твердофазным лигандом;
MES – 2-(N-морфолино)этансульфоновая кислота; PBS –
натрий-фосфатный буфер; sNHS – N-гидроксисульфосук-
цинимид.
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способности узнавать и связывать целую группу
бета-лактамов, при этом взаимодействие проис-
ходит только с активными формами этих анти-
биотиков, имеющими цельное бета-лактамное
кольцо. Тест-системы рецепторного анализа – но-
вый и перспективный инструмент, в сравнении с
иммуноанализом они характеризуется повышен-
ной аналитической чувствительность и гораздо бо-
лее широкой групповой специфичностью.

Химически модифицированные белки и про-
изводные низкомолекулярных органических
биомолекул (гаптенов) представляют собой глав-
ные реагенты для создания иммуно- и рецептор-
но-аналитических систем. При этом высокоэф-
фективная стратегия модификации соединений
должна обеспечивать получение биологически
активных и стабильных гаптен-белковых конъ-
югатов, отличаться простотой и воспроизводимо-
стью. В нашей работе для получения белковых
конъюгатов бета-лактамных антибиотиков были
выбраны подходы к биоконъюгированию, учиты-
вающие наличие реакционноспособных групп в
исходных соединениях и необходимость сохране-
ния структуры бета-лактамного кольца – основ-
ного сайта узнавания антибиотика рецепторным
белком. При этом задействовались как амино-
группы, так и карбоксильные группы пеницилли-
нов и цефалоспоринов – наиболее важных в
практическом плане подклассов бета-лактамов.

В основе молекул аминопенициллинов лежит
структура 6-аминопенициллановой кислоты,
включающая конденсированные тиазолидиновый
и бета-лактамный циклы (рис. 1). Аминированные
цефалоспорины – производные 7-аминоцефало-
спорановой и 7-аминодезацетоксицефалоспорано-
вой кислот, содержащие конденсированные бета-
лактамное и дигидротиазиновое кольца (рис. 1).
Для проявления биологической активности боль-

шое значение имеют целостность и, соответствен-
но, реакционная способность бета-лактамного
цикла, который очень неустойчив в кислой и ще-
лочной средах, а также может разрушаться в ходе
химической модификации.

Из литературы неясно, как химическая приро-
да сайта конъюгирования в молекуле бета-лакта-
ма и способ его ковалентного присоединения к
белку могут влиять на поведение конъюгата анти-
биотика на твердой фазе и на взаимодействие с
рецепторным белком в биоаналитической систе-
ме. Описаны белковые конъюгаты бета-лактам-
ных антибиотиков, применяемые в качестве им-
муногенов для получения антител, и конъюгаты с
пероксидазой из корней хрена для иммуноанали-
тических тест-систем [13–15, 19, 20]. Эти конъ-
югаты синтезировали с использованием различ-
ных линкеров или безлинкерным карбодиимид-
ным методом. Однако в литературе отсутствуют
количественные характеристики присоединения
антибиотиков к белку в терминах содержания
гаптена в описанных конъюгатах и сведения о за-
висимости этого показателя от мольного соотно-
шения реагентов, а также данные о влиянии сайта
модификации молекулы антибиотика на стехио-
метрию конъюгирования. Не изучена в полной
мере связь между аналитическими параметрами
тест-систем рецепторного анализа и свойствами
твердофазных белковых конъюгатов бета-лак-
тамов.

Цель данной работы – провести комплексное
сравнительное исследование способов прямого
(“безлинкерного”) конъюгирования пеницилли-
нов и цефалоспоринов с инертными белками и
изучить зависимость характеристик связывания
конъюгатов с пенициллин-связывающим белком
от их общей структуры. Такие знания и получен-
ные реагенты полезны в разработках высокочув-

Рис. 1. Структурные формулы исследуемых бета-лактамных антибиотиков.
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ствительных систем микропланшетного и хрома-
тографического рецепторного анализа с широкой
групповой специфичностью в отношении бета-
лактамных антибиотиков в пищевых продуктах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Синтез белковых конъюгатов бета-лактамных

антибиотиков. Для получения белковых конъюга-
тов бета-лактамов были выбраны методы био-
конъюгирования с учетом реакционноспособных
групп, присутствующих в исходных антибиоти-
ках. При этом также учитывали, что в процессе
синтеза конъюгатов не должно разрушаться бета-
лактамное кольцо, выступающее основным сайтом
узнавания антибиотика рецепторным белком. Це-
лостность бета-лактамного кольца подтверждали
спектрофотометрически по отсутствию пиков по-
глощения при 320–330 нм [21]. Наличие в исходных
молекулах доступных карбокси- и аминогрупп
определило выбор методик с использованием во-
дорастворимого карбодиимида и получения ак-
тивированных сложных эфиров. Эти синтетиче-
ские подходы позволяют проводить реакцию об-
разования прочной амидной связи между
компонентами конъюгата в водных средах (ино-
гда с добавлением органического растворителя),
в которых многие малые биомолекулы достаточ-
но хорошо растворимы, а белки могут сохранять
свою нативную структуру. Карбодиимид (EDC),
хорошо себя зарекомендовавший в безлинкерном
синтезе биоконъюгатов, образует с карбоксиль-
ной группой неустойчивый в водных растворах
промежуточный продукт, поэтому этот реагент
часто используют в комбинации с N-гидрокси-
сукцинимидом или его сульфопроизводным
(sNHS) и получают эффективный в реакции
N-ацилирования сложный эфир.

Поскольку практически все белки содержат
аминогруппы, их модификация особенно часто
проводится посредством активированных эфи-
ров малых органических молекул. Все бета-лакта-
мы характеризуются наличием карбоксильной
группы, которая, однако, расположена вблизи бе-
та-лактамного кольца. Поэтому мы выбрали та-
кие пенициллины и цефалоспорины (ампицил-
лин, амоксициллин и цефалексин), которые со-
держат также и аминогруппу в боковой цепи, что
позволяет в конъюгате пространственно разделить
функционально важный бета-лактамный цикл и
амидную связь антибиотика с белком. Кроме того, в
отличие от природного пенициллина G, синтетиче-
ские аминопенициллины достаточно стабильны в
водных растворах при нейтральных рН, что поз-
воляет избежать расщепления бета-лактамного
кольца в реакции конъюгирования. Из цефало-
споринов был взят цефалексин, по структуре
очень близкий к аминопенициллинам, но отли-
чающийся строением цикла, конденсированного
с бета-лактамным кольцом (рис. 1).

В нашей работе белковые конъюгаты амино-
пенициллинов и цефалоспоринов синтезирова-
ны путем ковалентного присоединения к молеку-
лам сывороточного альбумина человека (ЧСА) и
овальбумина исследуемых бета-лактамов путем
карбодиимидной конденсации с EDC и в реак-
ции активированных эфиров с использованием
комбинации EDC/sNHS. В первом случае проис-
ходит конъюгирование преимущественно по
аминогруппам антибиотика, хотя возможны и ре-
акции с участием его карбоксильных групп, а по-
перечная сшивка молекул белка, скорее всего,
тормозится из-за конкуренции со стороны ами-
нопроизводных бета-лактамов, имеющих более
высокую подвижность в растворе. В вариантах
синтеза с EDC/sNHS за счет изменения порядка
добавления реагентов проводили активацию
карбоксильной группы антибиотика или белка и
далее ацилировали полученными активирован-
ными эфирами NH2-группы другого компонента
реакции конъюгирования. При этом мольные со-
отношения белок/антибиотик варьировались в
диапазоне от 1 : 10 до 1 : 150.

По данным MALDI-TOF-масс-спектромет-
рии, количество остатков присоединенного к
белкам (ЧСА и овальбумин) антибиотика изме-
нялось от 1 до 22. Показано, что при одинаковом
мольном соотношении реагентов количество
присоединенных остатков бета-лактамов к ЧСА
зависит от выбранной методики конъюгирования
(табл. 1). При одностадийном конъюгировании с
ЕDC наблюдалось присоединение 7, 20 и
22 остатков ампициллина к одной белковой мо-
лекуле при, соответственно, 10-, 50- и 150-крат-
ном мольном избытке этого антибиотика. В то же
время в реакции активированных эфиров при тех
же соотношениях реагентов были получены дру-
гие количества присоединенного гаптена: при
ацилировании аминогрупп белковой молекулы –
1, 5 и 6, а при конъюгировании по аминогруппам
ампициллина – 5, 12 и 19. Видно, что при карбо-
диимидной конденсации в сравнении с исполь-
зованием двух реагентов EDC/sNHS максималь-
ное присоединение происходит уже при 50-крат-
ном избытке антибиотика. При активации
карбоксильных групп бета-лактама наблюдается
присоединение не более 5–6 остатков гаптена да-
же при его большом мольном избытке, а в случае
10-кратного избытка ампициллина мы получаем
конъюгат лишь с эквимольным соотношением
белок–гаптен. В табл. 1 не включены конъюгаты
ЧСА с цефтиофуром (К13, синтезирован по мето-
дике с EDC/sNHS), цефапирином и цефоперазо-
ном (К14 и К15, получены с использованием
EDC), которые содержали, соответственно, 5, 12
и 2 остатка антибиотика на молекулу белка.

Отметим, что при конъюгировании по амино-
группам гаптена в случае реакции активирован-
ных эфиров наблюдается последовательное и
наиболее контролируемое увеличение количе-
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ства присоединенных остатков ампициллина со-
гласно возрастанию его мольной нагрузки в реак-
ционной смеси.

Спектральные характеристики конъюгатов.
Спектральные характеристики некоторых синте-

зированных конъюгатов (К6, К11 и К12) пред-
ставлены на рис. 2. Интактный ЧСА характеризо-
вался максимумом спектра поглощения при
278 нм, а овальбумин – при 279 нм. Значение ко-
эффициента молярной экстинкции в максимуме
поглощения для ЧСА составило 3.5 × 104 М–1 см–1,
а для овальбумина – 3.2 × 104 М–1 см–1. Форма
спектров поглощения конъюгатов, синтезиро-
ванных с использованием различных методик
(данные не представлены), была та же, что и у
спектра исходного белка, но наблюдался сдвиг
максимума абсорбции и гиперхромный эффект,
зависящие от количества присоединенного гап-
тена. Так, спектры поглощения эквимольных
конъюгатов имели характеристики, практически
идентичные абсорбционным спектрам немоди-
фицированных белков. В случаях присоединения
более 1–2 остатков ампициллина, цефалексина
или амоксицилина к белковым молекулам проис-
ходит сдвиг максимума спектра поглощения в ко-
ротковолновую область на 4–6 нм для конъюгатов с
ампициллином и амоксициллином и на 6–8 нм для
конъюгатов с цефалексином. В то же время до-
полнительные пики и плечи в полосах спектров
конъюгатов отсутствуют, что указывает на сохра-
нение интактного бета-лактамного кольца анти-
биотиков в составе конъюгатов. Таким образом,
абсорбционная спектроскопия оказалась эффек-
тивным инструментом количественного и каче-
ственного контроля структуры белковых конъ-
югатов бета-лактамов, предназначенных для си-
стем биоанализа.

Рецепторный анализ, связывание с рецепторным
белком бета-лактамов и биоаналитические свой-
ства конъюгатов. Исследовано влияние белкового
конъюгирования на связывающую активность
бета-лактамов по отношению к ПСБ, установле-

Таблица 1. Синтезированные белковые конъюгаты бета-лактамов, использованные методы конъюгирования и
содержание остатков антибиотиков в конъюгатах

Примечание: все конъюгаты бета-лактамов синтезированы с использованием ЧСА, кроме К8, который получен при конъ-
югировании с овальбумином.

Шифр 
конъюгата Бета-лактам Метод и сайт(ы) конъюгирования 

в антибиотике

Избыток
антибиотика в реакции,

моль/моль белка

Содержание остатков 
антибиотика 
в конъюгате,

моль/моль белка
К1 Ампициллин EDC (Н2N-Aмп-COOH) 10 7
К2 Ампициллин EDC (Н2N-Aмп-COOH) 150 22
К3 Ампициллин EDC/sNHS (Aмп-COOH) 10 1
К4 Ампициллин EDC/sNHS (Aмп-COOH) 150 6
К5 Ампициллин EDC/sNHS (Aмп-NH2) 10 5
К6 Ампициллин EDC/sNHS (Aмп-NH2) 50 12
К7 Ампициллин EDC/sNHS (Aмп-NH2) 150 19
К8 Цефалексин EDC/sNHS (Цеф-COOH) 10 1
К9 Цефалексин EDC/sNHS (Цеф-COOH) 10 2
К10 Цефалексин EDC (H2N-Цеф-СООН) 50 7
К11 Цефалексин EDC/sNHS (Цеф-NH2) 150 18
К12 Амоксициллин EDC/sNHS (Aмокс-NH2) 150 12

Рис. 2. Спектры поглощения синтезированных конъ-
югатов бета-лактамов с ЧСА: 1 – ЧСА, 2 – конъюгат
ампициллина К6, 3 – конъюгат амоксициллина К12,
4 – конъюгат цефалексина К11.
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ны биоаналитические свойства полученных
конъюгатов и разработаны конструкции модель-
ных систем рецепторного анализа в микроплан-
шетном варианте и на хроматографических тест-
полосках.

За модель мы принимаем исследовательскую
биоаналитическую систему в качестве промежу-
точного объекта на общепринятом этапе созда-
ния валидированной практической системы для
тестирования не только стандартных, но и неиз-
вестных проб, приготовленных из образцов пи-
щевой продукции [22]. По сравнению с иммуно-
анализом, рецепторный анализ в скрининговых
лабораторных исследованиях содержания бета-
лактамов в различных пищевых матрицах облада-
ет следующими преимуществами: более высокой
чувствительностью, широкой групповой специ-
фичностью, способностью выявлять реакцион-
носпособные формы антибиотиков.

В микропланшетном варианте рецепторного
анализа на твердой фазе иммобилизовали синте-
зированные конъюгаты бета-лактамных анти-
биотиков, а главным компонентом жидкой фазы
был ПСБ в составе специфического комплекса с
моноклональным антителом (МАт) к нему, кото-
рое выполняло только функцию биологической
метки и не влияло на активность лиганд-связыва-
ющего центра рецепторного белка. В гетерофаз-
ной системе происходило распределение ПСБ
между антибиотиком на твердой фазе и его кон-
курентом в растворе в составе “стандартов” с воз-
растающими концентрациями бета-лактама. Вы-
явление связавшегося ПСБ осуществляли с по-
мощью антивидовых антител (иммуноглобулины
козы против иммуноглобулинов мыши), конъ-
югированных с пероксидазой из корней хрена.

Сравнение конъюгированных бета-лактамов
проводили по параметрам рецепторного связыва-
ния, показателям калибровочного графика и ана-
литическим характеристикам тест-системы
(табл. 2). При этом оценивали связывающую ак-
тивность конъюгатов в отсутствие конкурирую-
щего бета-лактама в растворе (В0, о.е.) и пара-
метры конкурентного ингибирования взаимодей-
ствия ПСБ с твердофазным антибиотиком
возрастающими концентрациями (0.03–900 нг/мл)
пенициллина G, ампициллина и цефалексина.
Кроме того, определяли разницу сигнал–фон (ΔВ),
соотношения значений оптической плотности
Bi/B0 для стандартов, содержащих пенициллин G
(0.05 нг/мл), ампициллин (0.05 нг/мл) и цефалек-
син (3 нг/мл), чувствительность анализа (IC50,
нг/мл) и повторяемость (К.В., %). Результаты ис-
следования представлены в табл. 2.

Согласно полученным данным, эквимольные
конъюгаты слабее других конъюгатов связыва-
лись с рецепторным белком, и для конъюгата с
ампициллином В0 составило лишь 0.52 о.е. В
конъюгатах с ампициллином и амоксициллином

при мольных соотношениях белок/гаптен, рав-
ных 1 : (5–7) (К1, К4, К5), значение В0 составило
1.17–1.28 о.е., а при содержании 1 : 12 (К6, К12)
соответствующий колориметрический сигнал
был уже 1.50 о.е. При максимальных количествах
конъюгированных ампициллина (К2, К7) и цефа-
лексина (К11) с белком параметр связывания В0
составил, соответственно, 1.97–2.12 и 1.15 о.е. Как
видно из результатов, цефалексин, конъюгиро-
ванный с ЧСА или овальбумином, характеризу-
ется намного более низкими показателями свя-
зывания с рецептором по сравнению с ампи-
циллином при одинаковых мольных долях этих
бета-лактамов в конъюгатах (К2 и К11; К1, К4, К5
и К10). Это свидетельствует о меньшем сродстве
данного цефалоспорина к ПСБ, что также под-
тверждается значениями ингибиторной активно-
сти IC50 при использовании цефалексина в каче-
стве стандарта (табл. 2).

Итак, в лиганд-рецепторной системе, включа-
ющей белковый конъюгат бета-лактама и ПСБ, с
ферментно-колориметрической детекцией взаи-
модействия оптический ответ в существенной
мере зависит от природы и количества присоеди-
ненных остатков антибиотика в конъюгате. При
выборе твердофазного лиганда для разработки
рецепторной тест-системы для определения бета-
лактамов следует учитывать тот установленный
нами факт, что наибольшее связывание с ПСБ
имеют конъюгаты, содержащие 12–22 остатков
ампициллина или амоксициллина.

При сравнении характеристик конъюгатов с
идентичным содержанием бета-лактамов (К1,
К4, К5, К10; К6, К12; К2, К7, К11), но синтезиро-
ванных различными способами прямого конъ-
югирования, мы показали, что в терминах пара-
метров В0, ΔВ и IC50 они имеют схожие характе-
ристики взаимодействия с рецептором и близкие
биоаналитические свойства. Это говорит о том,
что сайт в молекуле бета-лактама, через который
он напрямую присоединяется к белку-носителю,
не критичен для последующего взаимодействия
конъюгированного антибиотика с рецепторным
белком. Таким образом, бета-лактамное кольцо
остается доступным для лиганд-связывающего
центра ПСБ при модификации как аминогруппы
на периферии молекулы, так и карбоксильной
группы вблизи бета-лактамной группировки.

При сравнении биоаналитических свойств
конъюгатов видно, что для всех твердофазных
конъюгированных антибиотиков в рецепторной
тест-системе графически рассчитанная чувстви-
тельность анализа (IC50) находится в пределах
0.34–0.38 нг/мл для растворов пенициллина G в
стандартах, 0.39–0.45 нг/мл для ампициллина и
50–55 нг/мл для цефалексина (табл. 2). Эти дан-
ные свидетельствуют о том, что увеличение со-
держания остатков антибиотика в составе конъ-
югата с белком незначительно влияет на положе-
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ние калибровочного графика относительно оси
концентраций. Это свойство отличает рецептор-
ный анализ от работы большинства иммунохими-
ческих тест-систем с использованием моно- или
поликлональных антител. Так что выбрать опти-
мальный конъюгат для рецепторного анализа,
обеспечивающий наибольший колориметриче-
ский сигнал В0, можно не в ущерб чувствительно-
сти анализа IC50. Конъюгаты К13–К15 на основе
цефтиофура, цефапирина и цефоперазона прояв-
ляли активность в отношении ПСБ, и характери-
стики их связывания укладывались в структурно-
функциональные зависимости, описанные выше.

Из синтезированных продуктов подходящими
для иммуноанализа (данные не приведены) ока-
зались белковые конъюгаты ампициллина (К3) и
цефалексина (К8, К9), что будет предметом по-
следующих публикаций.

Для оценки групповой специфичности анали-
за бета-лактамов в модельных рецепторно-фер-
ментных тест-системах микропланшетной кон-
струкции использовали конъюгаты ампициллина
(К7), цефалексина (К11) и калибраторы – раство-
ры с точными концентрациями индивидуальных
антибиотиков группы бета-лактамов, наиболее
часто применяемых в клинической практике и
ветеринарии. Результаты исследования представ-
лены в табл. 3. Установлено, что связывающая ак-
тивность бета-лактамных лигандов по отношению
к рецепторному белку уменьшается в следующем
ряду: пенициллин G > ампициллин > амоксицил-
лин > цефоперазон > цефапирин > цефтиофур >
> цефалексин. Показано также, что специфичность
анализа не зависит от природы (пенициллин или
цефалоспорин) твердофазного лиганда. Калибро-
вочные графики, полученные для исследуемых

бета-лактамов, характеризовались IC50 в диапазо-
не 0.35–0.46 нг/мл для пенициллинов и 0.72–
55 нг/мл для цефалоспоринов, а перекрестная ре-
активность относительно пенициллина G соста-
вила 82.6–86.4% для пенициллинов и 0.7–48.6%
для цефалоспоринов. Индивидуальные рабочие
диапазоны достоверно определяемых концентра-
ций различных бета-лактамов находились в ши-
роких пределах: 0.05–8.0 нг/мл для пеницилли-
нов и 0.05–600 нг/мл для цефалоспоринов.

Сравнивая работу в рецепторно-ферментных
системах конъюгатов К2 и К7 с практически оди-
наковым высоким содержанием ампициллина,
присоединенного через его аминогруппу, мы об-
наружили, что в случае двухэтапной методики
синтеза (К7) конъюгат имеет несколько лучшие
биоаналитические характеристики (В0 и IC50).
Поэтому конъюгат К7 признан оптимальным ли-
гандом для микропланшетной твердой фазы, и в
последующей работе его использовали для иммо-
билизации на нитроцеллюлозной мембране хро-
матографических тест-полосок.

Расширяя сделанную нами ранее формулиров-
ку, отметим, что аналитические характеристики
системы гетерофазного рецепторно-ферментно-
го анализа, включающей белковый конъюгат бе-
та-лактама на твердой фазе, в значительной сте-
пени определяются содержанием и природой ан-
тибиотика в конъюгате и в меньшей мере зависят
от сайта присоединения в гаптене, а также спосо-
ба прямого конъюгирования.

В результате экспериментов по оптимизации
условий лиганд-рецепторного взаимодействия в
микропланшетной системе (концентрации конъ-
югата К7 на твердой фазе, ПСБ и ампициллина в
растворе, рН и ионная сила среды, температура)

Таблица 2. Биоаналитические характеристики синтезированных конъюгатов бета-лактамов

Примечание: прочерк – параметр IC50 не рассчитывали при В0 < 0.4 о.е.

№
В0,
о.е.

Стандарт

К.В.,
%

пенициллин G ампициллин цефалексин

ΔВ
IC50, 

нг/мл
В0.05/B0, 

%
ΔВ

IC50, 
нг/мл

В0.05/B0, 
%

ΔВ
IC50, 

нг/мл
В3/B0,

%

К1 1.28 1.12 0.38 81 1.12 0.40 90 1.10 53.0 90 3.2
К2 1.97 1.81 0.38 91 1.82 0.45 94 1.78 55.0 93 3.3
К3 0.52 0.40 0.34 79 0.41 0.39 86 0.38 52.0 85 4.1
К4 1.21 1.06 0.35 80 1.07 0.39 87 1.02 52.0 86 4.3
К5 1.17 1.01 0.35 80 1.02 0.39 87 0.98 52.0 86 2.5
К6 1.51 1.38 0.35 88 1.37 0.38 92 1.34 53.0 92 3.4
К7 2.12 1.97 0.35 89 1.98 0.42 92 1.94 55.0 94 4.3
К8 0.32 0.23 – 80 0.23 – 84 0.22 – 84 2.8
К9 0.33 0.23 – 80 0.23 – 87 0.22 – 84 3.2
К10 0.47 0.35 0.34 84 0.35 0.39 88 0.32 50.0 85 3.1
К11 1.15 1.01 0.35 85 1.01 0.41 90 0.98 51.0 93 3.1
К12 1.50 1.38 0.36 89 1.40 0.41 92 1.34 52.0 93 3.2
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получены аналитические характеристики, кото-
рые выражаются калибровочной кривой, пред-
ставленной на рис. 3. Рабочий диапазон анализа
составляет 0.05–8.0 нг/мл при IC50 = 0.42 ±
± 0.05 нг/мл (n = 5) и аналитической чувстви-
тельности 0.05 нг/мл в отношении ампициллина,
что превышает показатели, представленные в ли-
тературе [13, 14, 19]. Так, иммуносенсор для
флуоресцентного анализа бета-лактамных анти-
биотиков в работе Benito-Peña et al. [13] характе-

ризовался следующими параметрами: IC50 =
= 30 нг/мл и предел детекции 2.4 нг/мл при дина-
мическом диапазоне анализа 6–191 нг/мл. Пре-
дел детекции ампициллина в буферном растворе
в биосенсоре с использованием МАт, представ-
ленном в работе Cliquet et al. [14], не превышал
46 нг/мл. Разработанная Zeng et al. [19] тест-си-
стема для определения бета-лактамов с использо-
ванием ПСБ (рекомбинантного аналога природ-
ного рецептора PBP 2x из Streptococcus pneumoniae
R6) позволяет определять ампициллин и пени-
циллин G в диапазоне 1–16 нг/мл и характеризу-
ется пределом детекции для этих бета-лактамов
0.75 и 1.22 нг/мл соответственно.

Разработанная в данной работе конструкция
тест-системы с высокими показателями чувстви-
тельности может стать прототипом набора реа-
гентов для рецепторно-ферментного анализа бе-
та-лактамов в пищевой продукции животного
происхождения.

Рецепторно-хроматографический анализ. В на-
стоящее время широкое применение получили
экспресс-методы детекции малых биомолекул и
белковых маркеров на хроматографических тест-
полосках благодаря быстроте и простоте выпол-
нения, высокой производительности и возмож-
ности проведения анализа вне лаборатории без
сложного оборудования. Такой анализ – эффек-
тивный инструмент качественного и количе-
ственного определения антибиотиков в продук-
тах [4, 23].

Нами исследовано взаимодействие синтезиро-
ванного белкового конъюгата ампициллина, сво-
бодных бета-лактамов и ПСБ в разработанной ре-
цепторно-хроматографической системе на тест-

Таблица 3. Характеристики специфичности и диапазоны определяемых концентраций бета-лактамов в рецеп-
торно-ферментном анализе с использованием твердофазных конъюгатов ампициллина и цефалексина

Твердофазный 
конъюгат Стандарт IC50, нг/мл Перекрестная 

реактивность, % К.В., %
Диапазон 

концентраций, 
нг/мл

Ампициллин–
альбумин
(К7)

Пенициллин G 0.38 100.0 3.6 0.05–4.0
Ампициллин 0.44 86.4 3.7 0.05–8.0
Амоксициллин 0.46 82.6 3.8 0.05–8.0
Цефалексин 55.0 0.7 5.1 3.0–600.0
Цефоперазон 0.80 47.5 4.2 0.05–8.0
Цефтиофур 4.0 9.5 4.0 0.3–100.0
Цефапирин 1.1 34.5 4.0 0.05–30.0

Цефалексин–
альбумин
(К11)

Пенициллин G 0.35 100 3.8 0.05–4.0
Ампициллин 0.41 85.4 3.7 0.05–8.0
Амоксициллин 0.42 83.3 3.7 0.05–8.0
Цефалексин 51.0 0.7 5.2 3.0–600.0
Цефоперазон 0.72 48.6 4.3 0.05–8.0
Цефтиофур 3.5 10.0 4.1 0.3–100.0
Цефапирин 0.80 43.7 3.8 0.05–30.0

Рис. 3. Зависимость связывания ПСБ с твердофаз-
ным конъюгатом ампициллина К7 от концентрации
свободного ампициллина в жидкой фазе модельной
системы рецепторно-ферментного анализа.
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полоске, которая представляет собой мультимем-
бранный композит. На рабочей нитроцеллюлозной
мембране в аналитической зоне иммобилизовали
конъюгат ампициллина К7, показавший наилуч-
шие результаты в микропланшетной системе, а
контрольную зону формировали адсорбцией ан-
тивидовых антител (иммуноглобулины козы про-
тив иммуноглобулинов мыши). В подвижной фа-
зе детектирующим реагентом был ПСБ, иммуно-
химически иммобилизованный через МАт мыши
к ПСБ, адсорбированное на золотых наночасти-
цах, которые, в свою очередь, служили колори-
метрической меткой. В ходе анализа тест-полоску
мембраной для образца погружали в раствор, со-
держащий детектирующий комплекс и исследуе-
мые стандартные пробы с возрастающими кон-

центрациями бета-лактамов (пенициллин G, ам-
пициллин, амоксициллин или цефалексин). При
движении раствора вдоль полоски к впитываю-
щей верхней мембране происходило взаимодей-
ствие твердофазного конъюгата К7 с меченым
ПСБ в аналитической зоне, а затем протекало
связывание в контрольной зоне адсорбирован-
ных антивидовых антител с МАт в составе детек-
тирующего комплекса. Аналитический процесс
состоит из одной стадии и занимает 10 мин.
Оценка результатов заключается в визуальном
контроле наличия или отсутствия окрашивания в
аналитической и контрольной зонах тест-полос-
ки (рис. 4).

Различные бета-лактамные антибиотики в ка-
честве конкурентных ингибиторов связывания

Таблица 4. Пределы обнаружения бета-лактамов на тест-полосках модельного рецепторно-хроматографического
анализа

Антибиотик
Максимально допустимый уровень, нг/мл Предел обнаружения, 

нг/млмолоко мясо

Пенициллин G 4 50 1
Ампициллин 4 50 2
Амоксициллин 4 50 2
Цефоперазон 50 – 4
Цефалексин 100 200 200

Рис. 4. Взаимодействия меченного золотыми наночастицами комплекса МАт–ПСБ с конъюгатом ампициллина К7 в
аналитической зоне и антивидовыми антителами в контрольной зоне тест-полоски при возрастающих концентрациях
бета-лактамов в подвижной фазе модельной системы рецепторно-хроматографического анализа: (а) – ампициллин в
концентрации 0 (1), 0.25 (2), 0.5 (3), 1.0 (4), 2.0 (5), 3.0 (6) и 5.0 нг/мл (7); (б) – пенициллин G в концентрации 0 (1),
0.25 (2), 0.5 (3), 1.0 (4), 2.0 (5), 3.0 (6) и 5.0 нг/мл (7); (в) – амоксициллин в концентрации 0 (1), 0.5 (2), 1.0 (3), 2.0 (4) и
5.0 нг/мл (5); (г) – цефоперазон в концентрации 0 (1), 1.0 (2), 2.0 (3), 4.0 (4) и 8.0 нг/мл (5); (д) – цефалексин в концен-
трации 0 (1), 100 (2), 200 (3) и 400 нг/мл (4).

(а)
Ампициллин

(б)
Пенициллин G

(в)
Амоксициллин

(г)
Цефоперазон

(д)
Цефалексин

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4
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К7 с меченым ПСБ в стандартных растворах с
концентрациями 0.25–5.0 нг/мл для пеницилли-
нов и 1–400 нг/мл для цефалоспоринов снижали
интенсивность окраски аналитической полосы,
что позволило оценить пределы их обнаружения
(табл. 4). Показано, что порог визуальной детек-
ции ампициллина, пенициллина G и амоксицил-
лина составляет 1–2 нг/мл, если не рассматри-
вать на данном этапе влияние пищевого матрикса
на результаты определений. Так, разработанная
рецепторно-хроматографическая система позво-
ляет выявлять перечисленные бета-лактамы в
концентрациях даже ниже значений максималь-
но допустимого уровня (МДУ) этих ветеринар-
ных субстанций в продуктах питания [24, 25].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты и материалы. В экспериментальной

работе использовали 1-этил-3-(3-диметиламино-
пропил)карбодиимид гидрохлорид (EDC), N-гид-
роксисульфосукцинимид (sNHS), 2-(N-морфоли-
но)этансульфоновую кислоту (MES), бычий сыво-
роточный альбумин (BSA), 30%-ный водный
раствор H2O2, 3,3',5,5'-тетраметилбензидин
(ТМБ), тимеросаль (Sigma-Aldrich, США); колон-
ки Zeba для хроматографии под действием грави-
тационных сил для обессоливания (Thermo Fisher
Scientific, США); диметилсульфоксид (Applichem,
Германия); хлорид натрия, Tween-20, кислоту ли-
монную моногидрат (Merck, Германия); сахарозу
(Riedel-de-Haën, Германия); колонки с Sephadex
G-25 (GE Healthcare, США). Реактивы отечествен-
ных и российских производителей: натрий фос-
форнокислый двузамещенный 12-водный, натрий
фосфорнокислый однозамещенный 2-водный,
гидроокись натрия, соляная кислота, серная кис-
лота, глицерин – имели классификацию не ниже
ч.д.а. ЧСА (5%-ный раствор) предоставлен РНПЦ
трансфузиологии и медицинских биотехнологий
(Беларусь), антитела козы против иммуноглобули-
нов мыши получены от УП “ХОП ИБОХ” НАН
Беларуси (Беларусь). Конъюгат этих антител с вы-
сокоочищенной (Rz ≥ 3.0) пероксидазой из корней
хрена (Диаэм, Россия) синтезировали путем окис-
ления углеводных цепей фермента периодатом на-
трия, присоединения иммуноглобулина с образо-
ванием основания Шиффа и стабилизацией
конъюгата восстановлением двойной связи боро-
гидридом натрия. Сухие порошки высокоочищен-
ных антибиотиков: пенициллин G, ампициллин,
амоксициллин, цефалексин, цефоперазон, цеф-
тиофур, цефапирин – куплены у Sigma-Aldrich,
США. ПСБ (рекомбинантный аналог природного
рецептора PBP 2x из Streptococcus pneumoniae R6) и
моноклональные антитела к нему приобретены у
Glory Sciences Co., Ltd, КНР (www.glorybios.com).

Для приготовления всех растворов использо-
вали деионизированную воду с удельным элек-
трическим сопротивлением 17–18 МОм см, полу-

ченную в модульной системе очистки воды
Arium® pro VF (Sartorius, Германия).

При проведении рецепторно-ферментного
анализа в качестве твердофазных носителей ис-
пользовали разборные полистирольные 96-лу-
ночные микропланшеты (ООО “Хема-медика”,
Россия). Системы хроматографического анализа
на тест-полосках конструировали с применением
комплекта мембран из набора MDI Easypack (Ad-
vanced Microdevices, Индия).

Получение белковых конъюгатов бета-лакта-
мов. В трех описанных ниже методиках конъюга-
ты бета-лактамов с белками синтезировали в при-
сутствии EDC в одну стадию или с использовани-
ем EDC/sNHS в две стадии в вариантах
первоначальной активации карбоксилов анти-
биотика или белка и, соответственно, присоеди-
нения бета-лактама через карбоксильную или
аминогруппу. В качестве белка-носителя приме-
няли ЧСА в случаях ампициллина и амоксицил-
лина или же ЧСА и овальбумин в случае цефалек-
сина.

Реакция карбодиимидной конденсации в присут-
ствии EDC. Препарат ЧСА растворяли в 0.01 М
MES (рН 6.0) с 0.15 М NaCl. К растворам, содер-
жащим 15 мг (225 нмоль), 3 мг (45 нмоль) или 1 мг
(15 нмоль) ЧСА, добавляли 0.7 мг (3.7 мкмоль)
EDC и 0.8 мг (2.3 мкмоль) ампициллина в 0.01 М
MES (рН 6.0), что соответствовало 10-, 50- или
150-кратному мольному избытку антибиотика по
отношению к белку. Реакцию конъюгирования
проводили в течение 18 ч при 4оС.

Биоконъюгация путем активирования карбок-
сильных групп антибиотика с использованием
EDC/sNHS. Препарат ЧСА растворяли в 0.1 М на-
трий-фосфатном буфере (PBS), рН 7.4, с 0.15 М
NaCl. Препараты антибиотиков растворяли в
0.01 М MES (рН 6.0) с 0.15 М NaCl. К трем раство-
рам антибиотика, содержащим по 0.8 мг
(2.3 мкмоль) ампициллина, добавляли 0.8 мг
(3.7 мкмоль) sNHS и 0.7 мг (3.7 мкмоль) EDC, ин-
кубировали 15–20 мин при 25°С. Далее вносили
растворы белка, содержащие 15 мг (225 нмоль),
3 мг (45 нмоль) или 1 мг (15 нмоль) ЧСА, что соот-
ветствовало 10-, 50- или 150-кратному мольному
избытку антибиотика в реакционной смеси. Ре-
акцию конъюгирования проводили в течение 18 ч
при 4°С.

Конъюгирование за счет карбоксильных групп
белка, активированных EDC/sNHS. Препарат
ЧСА растворяли в 0.01 М MES (рН 6.0) с 0.15 М
NaCl. К растворам, содержащим 15 мг (225 нмоль),
3 мг (45 нмоль) или 1 мг (15 нмоль) ЧСА, добавля-
ли 0.8 мг (3.7 мкмоль) sNHS и 0.7 мг (3.7 мкмоль)
EDC, инкубировали 15–20 мин при 25°С. Далее к
растворам белка добавляли 0.8 мг (2.3 мкмоль)
ампициллина в 0.1 М PBS (рН 7.0) с 0.15 М NaCl,
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что соответствовало 10-, 50- или 150-кратному
мольному избытку антибиотика по отношению к
белку. Реакцию конъюгирования проводили в те-
чение 18 ч при 4°С.

С применением аналогичных подходов были
приготовлены конъюгаты цефалексина с ЧСА и
овальбумином (10-, 50-, 150-кратный мольный
избыток антибиотика в реакциях). Конъюгат
амоксициллина с ЧСА синтезировали через
NH2-группу антибиотика с использованием его
150-кратного мольного избытка.

Очистку всех полученных конъюгатов прово-
дили хроматографией под действием гравитаци-
онных сил с использованием колонок Zeba, урав-
новешенных 0.02 М PBS (рH 7.2), содержащим
0.15 М NaCl. Очищенные конъюгаты разбавляли
в 2 раза глицерином и хранили при –20°С.

Спектральные измерения. Спектры поглоще-
ния растворов антибиотиков и синтезированных
конъюгатов измеряли в кювете с длиной оптиче-
ского пути 1 см с использованием спектрофото-
метра Tecan Infiniti М200 (Австрия).

Масс-спектры. Масс-спектры MALDI-TOF
регистрировали на приборе Microflex LRF
(Bruker, Германия). Изменение молекулярной
массы (М) белков при конъюгировании ΔМ, вы-
раженное в Да, определяли как разницу в молеку-
лярных массах конъюгата и немодифицирован-
ного белка. Степень конъюгирования (1 моль ан-
тибиотика на 1 моль белка) рассчитывали как
ΔМ/М (антибиотика).

Биоспецифическое связывание и конкурентное
ингибирование взаимодействий в рецепторно-фер-
ментных системах. В лунках микропланшета им-
мобилизовали белковые конъюгаты антибиоти-
ков из 100 мкл раствора с концентрацией
0.1 мкг/мл путем инкубации при 4–8°С в течение
18 ч. Стабилизацию проводили путем внесения во
все лунки по 150 мкл 0.05 М PBS (рН 7.4), содер-
жащего 0.15 М NaCl, 0.05% Tween-20, 1 мг/мл
BSA, 2% сахарозы, 0.01% эуксил К-100, и выдер-
живания планшета при 4–8°С в течение 18 ч. Ис-
ходные растворы исследуемых антибиотиков в
концентрации 4 мг/мл готовили в 0.01 M PBS
(рН 7.2), 0.15 M NaCl. Стандарты (калибровочные
растворы) готовили в том же буфере в концентра-
ции 0, 0.03–8.0 нг/мл для пенициллина G, амок-
сициллина, ампициллина, цефоперазона;
0, 0.05–100.0 нг/мл для цефтиофура и цефапири-
на; 1–900 нг/мл для цефалексина.

При проведении анализа в лунки вносили по
50 мкл калибровочных растворов с антибиотиком
в возрастающих концентрациях и по 50 мкл пред-
варительно приготовленной смеси, содержащей
ПСБ и МАт к нему в концентрациях 0.05 и
0.1 мкг/мл соответственно. Инкубацию системы
в планшете проводили при 25°С в течение 30 мин.
Далее удаляли непрореагировавшие компоненты
и промывали планшет с использованием промы-

вочного раствора (0.01 M PBS, рН 7.2, 0.15 M
NaCl, 0.05% Tween-20). На второй стадии вно-
сили в лунки по 100 мкл раствора конъюгата ан-
тивидовых антител (иммуноглобулины козы про-
тив иммуноглобулинов мыши) с пероксидазой
хрена в титре 1 : 25000. После инкубации при
25°С в течение 15 мин содержимое лунок удаляли
и промывали планшет, как описано выше. В лун-
ки вносили по 100 мкл хромоген-субстратного
раствора, содержащего ТМБ и перекись водорода
(0.1 М натрий-цитратный буфер, pH 4.2, 3 мМ
H2O2 и 1 мМ TMБ), и инкубировали 15 мин при 20–
25°С. Ферментативную реакцию останавливали до-
бавлением в лунки по 100 мкл 5%-ной H2SO4.

Измеряли оптическую плотность при 450 нм
(ОП450) в планшетном спектрофотометре Tecan
Infinity M200 (Австрия) и рассчитывали соотно-
шение Bi/B0 (%), где B0 – оптическая плотность в
отсутствие бета-лактама в растворе, Bi – оптиче-
ская плотность в присутствии возрастающих кон-
центраций антибиотика в растворе. Калибровочные
графики зависимости конкурентного связывания от
концентраций бета-лактама в калибровочных про-
бах строили в координатах: Bi/B0 (%, ось ординат –
линейная) и концентрация (нг/мл, ось абсцисс –
логарифмическая).

Общую чувствительность метода оценивали
по графически определенной величине IC50, что
соответствует концентрации антибиотика в рас-
творе, вызывающей 50%-ное ингибирование свя-
зывания рецептора с твердофазным лигандом
(уменьшение B0 вдвое). Аналитическую чувстви-
тельность (предел обнаружения, минимальную
достоверно измеряемую концентрацию) получа-
ли из калибровочного графика как абциссу
точки В0 – 2 SD, где SD – среднеквадратичное от-
клонение. Перекрестную реактивность (ПР) рас-
считывали по формуле: ПР (%) = IC50 (пеницил-
лин G)/IC50 (другой антибиотик) × 100.

Рецепторно-хроматографический анализ на
тест-полосках. Нанесение реагентов на нитро-
целлюлозную мембрану проводили с помощью
автоматического диспенсера IsoFlow (Imagene
Technology, США). Аналитическую зону тест-по-
лоски формировали путем нанесения конъюгата
ампициллина К7 из раствора с концентрацией
0.5 мг/мл, а в контрольной зоне иммобилизовали
антивидовые антитела (иммуноглобулины козы
против иммуноглобулинов мыши) из раствора с
концентрацией 0.25 мг/мл. Функционализиро-
ванные мембраны высушивали на воздухе при
20–22°C не менее 20 ч и вместе с подложкой для
исследуемой пробы и впитывающей мембраной
собирали в мультимембранный композит. Тест-
полоски нарезали шириной 3.5 мм с помощью ав-
томатического гильотинного нарезчика Index-
Cutter 1 (A-PointTechnologies, США).
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Наночастицы золота получали восстановлени-
ем золотохлористоводородной кислоты цитратом
натрия по методу Френса, как описано в работе
Byzova et al. [26]. Полученные наночастицы в вы-
бранной на основании фотометрических данных
концентрации 10 мкг/мл адсорбционно конъюги-
ровали с МАт к ПСБ. Для проведения модельного
рецепторно-хроматографического анализа бета-
лактамов в лунки инертного пластмассового мик-
ропланшета вносили меченный наночастицами зо-
лота комплекс МАт–ПСБ и добавляли бета-лактам
(ампициллин, пенициллин G, амоксициллин, цефо-
перазон или цефалексин) в возрастающих концен-
трациях в диапазоне 0.25–400 нг/мл. Далее реагенты
выдерживали в течение 3–5 мин и в лунку помещали
подготовленные тест-полоски. Хроматографию про-
водили в течение 10 мин и визуально регистрировали
окрашивание в аналитической и контрольной зонах.

Все эксперименты по лиганд-рецепторному
связыванию проводили не менее чем в трех по-
вторах. Обработку данных проводили с помощью
программы Microsoft Excel. На калибровочном
графике (рис. 3) планки погрешностей обознача-
ют среднеквадратичное отклонение SD.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате выполненного исследования оха-

рактеризованы методики прямого конъюгирова-
ния пенициллинов и цефалоспоринов с белковы-
ми макромолекулами (ЧСА и овальбумина) для
технологий рецепторного анализа. Установлено
влияние модификаций пенициллинов и цефало-
споринов в области бета-лактамного кольца и в
боковой цепи на связывание с белком-рецепто-
ром, определены спектральные характеристики
синтезированных белковых конъюгатов бета-
лактамов. Предложены оптимальные условия
биоконъюгирования белков с этими субстанция-
ми без предварительного введения линкерных
(спейсерных) групп в структуры антибиотиков.
Установлено оптимальное мольное соотношение
антибиотика и белка-носителя в синтезирован-
ном конъюгате для его эффективного взаимодей-
ствия с ПСБ. В модельных системах лиганд-ре-
цепторного связывания исследованы биоанали-
тические свойства полученных конъюгатов.
Разработаны конструкции тест-систем для ре-
цепторного анализа бета-лактамных антибиоти-
ков в микропланшетном варианте и в виде хрома-
тографических тест-полосок, характеризующие-
ся широкой групповой специфичностью и
высокой аналитической чувствительностью в от-
ношении пенициллинов и цефалоспоринов.

В ближайшей перспективе описанная в дан-
ной работе модельная рецепторно-хроматогра-
фическая тест-система для выявления бета-лак-

тамов может стать практическим аналитическим
средством экспресс-контроля биобезопасности
продуктов питания.
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Direct Conjugation of Penicillins and Cephalosporins with Proteins 
for Receptor Assays of Beta-Lactam Antibiotics
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Fifteen protein conjugates of penicillins and cephalosporins containing amino- and/or carboxylic groups in
the initial structures have been synthesized in the reactions with human serum albumin or ovalbumin using
1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodiimide hydrochloride (EDC) or a combination of EDC and N-hy-
droxysulfosuccinimide at various relationships of the basic reagents. A comparative study of conjugates com-
position and properties have been carried out by UV spectroscopy, mass-spectrometry and a ligand-receptor
assay. It was shown that the antibiotic residues content of the obtained macromolecules varied from 1 to 22,
the beta-lactam cycle remained intact assuring specific interactions of the conjugates with a penicillin-bind-
ing protein. In two developed models of receptor bioanalytic systems, an ampicillin conjugate onto a solid
phase binds to penicillin-binding protein complexed with a monoclonal antibody which was detected by an
immunoenzyme label in microplate wells or gold nanoparticles on test strips. Conjugated ampicillin binding
to the receptor was competitively inhibited by beta-lactam antibiotics added to the liquid phase, and analytical
sensitivities relative to penicillin G were 0.05 and 1 ng/mL for microplate and receptor chromatographic sys-
tems, respectively.

Keywords: hapten-protein conjugates, beta-lactams, receptor assay, antibiotics
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Предложен новый подход к модификации аминопенициллинов и получению их конъюгатов с бел-
ками с использованием ди-N-гидроксисукцинимидных эфиров дикарбоновых кислот в качестве
кросс-линкеров. Ацилирование ампициллина (Amp) и амоксицилина (Amox) ди-N-гидроксисук-
цинимидными эфирами адипиновой или терефталевой кислоты проводили в диметилформамиде.
Последующее конъюгирование полученных производных аминопенициллинов с белками протека-
ло в водной среде при рН 8.3, в результате чего синтезированы иммуногенные и ферментные конъ-
югаты Amp и Amox. Показано, что в результате химических модификаций Amp и в ходе синтеза
линкерных конъюгатов не происходит разрушение бета-лактамного цикла антибиотика. В ходе
длительной иммунизации кроликов иммуногенным конъюгатом Amp с тироглобулином, содержа-
щим ароматический линкер, получены поликлональные антитела, способные с очень высокой чув-
ствительностью связывать Amp, Amox и пенициллин G. Конъюгаты аминопенициллинов с перок-
сидазой из корней хрена охарактеризованы в конкурентном белок-связывающем (рецепторном)
анализе, а также в системе прямого конкурентного иммуноферментного анализа (ELISA). Из иссле-
дованных модельных иммуноаналитических систем наилучшими характеристиками в отношении
определения Amp обладала система гетерологичного прямого ELISA с использованием полученных
поликлональных антител и синтезированного конъюгата Amp c пероксидазой, в котором в качестве
линкера использован фрагмент адипиновой кислоты: аналитическая чувствительность составила
0.03 нг/мл, IC50 = 0.20 нг/мл.

Ключевые слова: пенициллины, бета-лактамные антибиотики, гаптен-белковые конъюгаты, рецеп-
торный анализ, иммуноферментный анализ
DOI: 10.31857/S0132342322010067

ВВЕДЕНИЕ

Пенициллины, относящиеся к группе бета-
лактамных антибиотиков, широко используются
в ветеринарной практике. Остаточные количе-
ства этих соединений могут присутствовать в
продукции животного происхождения и посту-
пать в организм человека, нанося существенный

вред здоровью. Они могут спровоцировать се-
рьезные аллергические реакции, привести к из-
менению микрофлоры кишечника, а также слу-
жить причиной возникновения резистентных
штаммов микроорганизмов [1]. В Евразийском
экономическом союзе и Евросоюзе установлены
максимально допустимые уровни остатков бета-
лактамов в непереработанной пищевой продук-
ции животного происхождения. В частности, для
пенициллина G, ампициллина (Amp) и амокси-
циллина (Amox) они составляют 4 мкг/кг в моло-
ке и 50 мкг/кг в мясе [2, 3].

Для обеспечения биобезопасности продуктов
питания предложены различные методы опреде-
ления пенициллинов. Один из них – жидкостная
хроматография с масс-селективной детекцией
[4–6] – метод дорогостоящий, трудоемкий и дли-
тельный из-за сложной и продолжительной под-
готовки образцов перед анализом. Альтернативой

Сокращения: Amp – ампициллин; Amox – амоксициллин;
BSA – бычий сывороточный альбумин; CR – перекрестная
реактивность; DMF – диметилформамид; EDC – 1-этил-
3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид; ELISA – имму-
ноферментный анализ; HRP – пероксидаза из корней
хрена; HSA – сывороточный альбумин человека; rhLF –
рекомбинантный лактоферрин человека; NHS – N-гид-
роксисукцинимид; sNHS – N-гидроксисульфосукцин-
имид; PBP – пенициллин-связывающий белок; PBS – на-
трий-фосфатный буфер; TG – тироглобулин; TMB –
3,3',5,5'-тетраметилбензидин.

# Автор для связи: (тел.: +375 (17) 395-92-75; эл. почта:
kuprienko@iboch.by).
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ему выступают быстрые и относительно недоро-
гие иммунохимические методы. Для их разработ-
ки и применения необходимы белковые реагенты
(рецепторы или антитела), способные к высоко-
чувствительному связыванию пенициллинов, а
также высокомолекулярные производные этих ан-
тибиотиков как гаптенов – ферментные конъюга-
ты, иммуногены и конъюгированные антигены.

Белки, обладающие высоким специфическим
сродством к пенициллинам, можно разделить на
два вида. Первый – это пенициллин-связываю-
щие белки (PBP), выполняющие у бактерий
строительную и защитную функцию, такие как
высокомолекулярная мембранная транспептидаза
PBP2х из Streptococcus pneumonia R6 [7] и карбокси-
концевой фрагмент трансмембранного бета-лак-
тамного рецептора BlaR-CTD из Bacillus licheni-
formis [8]. Эти белки распознают структуру анти-
биотика, включающую бета-лактамный цикл, и
связывают различные бета-лактамы, относящиеся
не только к пенициллинам, но и к цефалоспори-
нам. Такая широкая специфичность бактериаль-
ных PBP – главное преимущество при использо-
вании в рецепторно-аналитических системах, од-
нако она же и ограничивает их применение,
поскольку максимально допустимые уровни пе-
нициллинов и цефалоспоринов в продуктах пита-
ния существенно различаются [2, 3].

Другой вид белков, способных связывать пе-
нициллины, представлен специфическими анти-
телами к ним. Описано получение как поликло-
нальных [9–13], так и моноклональных антител
[14–16] к пенициллинам. Также получены анти-
тела, которые распознают расщепленные гидро-
лизом бета-лактамные антибиотики [13, 17].
Лишь в единичных случаях чувствительность к
пенициллинам систем иммуноферментного ана-
лиза (ELISA), в которые включены упомянутые
антитела, составляет ~1 нг/мл [10, 13, 16]. С уче-
том максимальных допустимых уровней бета-
лактамов в продуктах питания такая чувствитель-
ность ELISA может быть недостаточной при
определении пенициллина G, Amp и Amox в мо-
локе, разведенном в 5–10 раз. При этом много-
кратное разведение образца – зачастую един-
ственный способ снижения неспецифического
влияния его компонентов на взаимодействие ан-
титело–антиген.

Удобный вариант иммунохимических и ре-
цепторных систем – хроматографический анализ
в формате тест-полосок. Описан иммунохрома-
тографический анализ широкого спектра бета-
лактамов с использованием PBP [18, 19] и специ-
фического к Amp моноклонального антитела [20].

В литературе предложены разные подходы к
получению конъюгатов бета-лактамных анти-
биотиков с белками. Описано использование
кросс-линкеров, обеспечивающих алифатиче-

скую или ароматическую вставку между белком и
антибиотиком [7, 9–11, 14, 15, 18], применение
соединений, непосредственно (без линкеров)
ковалентно связывающих антибиотик с белком
[7–10, 12, 14, 15, 19], “физиологический” метод
конъюгирования, в основе которого лежит высо-
кая реакционная способность бета-лактамного
цикла [7, 13, 14]. Каждый из этих методов не ли-
шен недостатков. Так, использование глутарово-
го альдегида ограничено высокой вероятностью
сшивки полипептидных цепей белков и получения
конъюгатов с нестабильными физико-химически-
ми свойствами. Из-за наличия в структуре амино-
пенициллинов как карбоксильной, так и амино-
группы применение водорастворимого карбодии-
мида не гарантирует получение конъюгатов только
по одной из групп. Иммунореагенты, синтезиро-
ванные по “физиологическому” пути, не могут
быть использованы в биоанализе на основе ре-
цепторных белков, а применение их в анализе с
участием специфических антител требует прово-
дить пробоподготовку, обеспечивающую полное
разрушение бета-лактамного цикла антибиотика
в составе образца продукта [13, 17].

Цель данного исследования – разработка ново-
го способа синтеза конъюгатов аминопеницилли-
нов с белками, который основан на формировании
устойчивой связи между белком и гаптеном, ис-
ключает возможность образования внутри- и меж-
молекулярных сшивок полипептидных цепей и не
приводит к разрушению бета-лактамного кольца
пенициллинов. В круг задач также входило полу-
чение высокоафинных к ампициллинам антител,
которые в комбинации с синтезированными по
предложенной методике конъюгатами могут быть
использованы в высокочувствительных тест-си-
стемах ELISA для определения пенициллинов в
продуктах питания.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез производных аминопенициллинов и их
конъюгатов с белками. Предложен двухстадийный
метод получения конъюгатов аминопенициллинов
с использованием гомобифункциональных кросс-
линкеров. Он заключается в синтезе N-гидрокси-
сукцинимидных эфиров (OSu-эфиров) карбокси-
производных аминопенициллинов и выделении их
из реакционной среды с возможностью продолжи-
тельного хранения и последующего простого и
быстрого конъюгирования с белками.

Один из использованных в работе кросс-
линкеров – ди-N-гидроксисукцинимидный эфир
терефталевой кислоты pPh(OSu)2 – получали из
соответствующего дихлорангидрида, к раствору
которого в хлористом метилене добавляли 3.5-
кратный избыток N-гидроксисукцинимида
(NHS). В результате реакции, протекающей в



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 1  2022

КОНЪЮГАТЫ АМИНОПЕНИЦИЛЛИНОВ С БЕЛКАМИ 77

присутствии основания, продукт pPh(OSu)2 вы-
падал в виде белого осадка. Ди-N-гидриксисук-
цинимидный эфир адипиновой кислоты
Ad(OSu)2 синтезировали с использованием дии-
зопропилкарбодиимида, который приливали к
раствору смеси адипиновой кислоты и NHS в ди-
оксане. Ad(OSu)2 осаждали из реакционной сре-
ды диэтиловым эфиром после удаления осадка
диизопропилмочевины, также образовавшейся в
результате реакции. Структуры синтезирован-
ных кросс-линкеров подтверждены данными
ЯМР- и масс-спектров. В спектре 1Н-ЯМР
pPh(OSu)2 присутствуют сигналы протонов мети-
леновых групп сукцинимидного фрагмента
(δ 2.92 м.д.) и бензольного кольца (δ 8.34 м.д.), в
спектре 1Н-ЯМР Ad(OSu)2 – сигналы протонов
метиленовых групп сукцинимидного фрагмента
(δ 2.81 м.д.) и адипиновой кислоты (δ 1.68–1.74 и
2.74 м.д.). В масс-спектре синтезированных
кросс-линкеров наблюдали пики, соответствую-
щие молекулярным ионам [M + Na]+ и [2М +
+ Na]+.

Схема синтеза “линкерных” конъюгатов ами-
нопенициллинов представлена на рис. 1. Струк-
туры заместителя R и линкера X, а также характе-
ристики использованных исходных реагентов и
полученных производных антибиотиков приве-
дены в табл. 1. На первой стадии растворы Amp
или Amox в органическом растворителе добавля-
ли к 1.1–1.2-кратному мольному избытку диэфи-
ра pPh(OSu)2 или Ad(OSu)2. О полноте протека-
ния реакции судили по исчезновению окрашива-
емого нингидрином пятна на пластинке для
тонкослойной хроматографии. Из реакционной
среды активированные эфиры Amp-pPh-OSu,
Amp-Ad-OSu или Amox-pPh-OSu осаждали ди-
этиловым эфиром. В масс-спектрах полученных
производных аминопенициллинов наблюдали
протонированные молекулы [M + Н]+ и молеку-
лярные ионы [M + Na]+ (табл. 1).

На второй стадии навески синтезированных
производных аминопенициллинов растворяли в
диметилформамиде (DMF), их 20-кратные моль-
ные избытки добавляли к растворам пероксидазы
из корней хрена (HRP) в 0.1 М NaHCO3, рН 8.3
(объемная доля органического растворителя в ко-

Рис. 1. Схема синтеза конъюгатов аминопенициллинов. Условия реакции: i – DMF, Et3N, 3 ч, 20–25°C; ii – 0.1 М
NaHCO3, pH 8.3, 16 ч, 4°С; iii – EDC или EDC/sNHS, pH 6.0, 16 ч, 4°С. Формулы заместителей R и линкеров X при-
ведены в табл. 1.
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нечной реакционной смеси не превышала 5%), и
выдерживали в течение 16 ч при 4°С. Модифика-
цию тироглобулина (TG) проводили в аналогич-
ных условиях, используя существенно больший
(670-кратный) мольный избыток Amp-pPh-OSu.
В результате получены конъюгаты, в которых мо-
лекула Amp или Amox через шестичленый алифа-
тический мостик или ароматическое ядро присо-
единена к аминогруппам остатков аминокислот
полипептидной цепи белка. Степень включения
антибиотиков в конъюгаты определяли после
удаления избытков несвязавшихся реагентов,
сравнивая масс-спектры исходных и модифици-
рованных белков (табл. 1). Из-за слишком большой
молекулярной массы TG вывод о его превращении
в Amp-pPh-TG делали на основании существенного
возрастания поглощения света раствором этого
конъюгата в диапазоне 250–280 нм.

Следует отметить, что Cliquet et al. [14] уже ис-
пользовали схожую вставку ароматического
фрагмента между молекулами Amp и белка. Amp
ацилировали OSu-эфиром 3-малеимидобензой-
ной кислоты и добавляли к растворам бычьего
сывороточного альбумина (BSA) или овальбуми-
на, в молекулы которых предварительно в резуль-
тате двухстадийной модификации были введены

дополнительные сульфгидрильные группы. Пред-
ложенный нами метод синтеза конъюгатов амино-
пенициллинов с использованием ди-OSu-эфиров
проще и быстрее, не требует продолжительной
модификации белка и приводит к получению ста-
бильных связей.

Синтез “безлинкерных” конъюгатов Amp-
HRP и Amp-rhLF осуществляли по той же схеме
(рис. 1), добавляя водорастворимый 1-этил-3-(3-
диметиламинопропил)карбодиимид (EDC) к
смеси Amp с HRP или рекомбинантным лакто-
феррином человека (rhLF). Синтез Amp-HSA
проводили по ранее предложенной методике [19]
через промежуточную стадию получения активи-
рованного эфира Amp в результате взаимодей-
ствия антибиотика с N-гидроксисульфосукцин-
имидом (sNHS) в присутствии EDC, который за-
тем добавляли к раствору сывороточного альбуми-
на человека (HSA). Степень включения Amp, рас-
считанная на основании масс-спектров конъюгатов
и исходных белков, приведена в табл. 1.

Связывание низкомолекулярных производных и
ферментных конъюгатов аминопенициллинов с
PBP. Пенициллины – неустойчивые соединения
из-за лабильности бета-лактамного кольца. Для
того чтобы выяснить, происходит ли разрушение

Таблица 1. Производные аминопенициллинов и исходные реагенты для синтеза конъюгатов

Примечание: конъюгаты синтезировали по схеме, приведенной на рис. 1.
* Из-за слишком большой молекулярной массы TG не удалось использовать метод масс-спектрометрии для определения мо-
лекулярной массы конъюгата и расчета степени включения Amp.

Соединение Заместитель R Линкер X m/z
Степень включения, 
моль антибиотика/ 

моль белка

Amp H – – –
Amox OH – – –
pPh(OSu)2 – C6H4 383.0 [M + Na]+, 743.1 [2M + Na]+ –

Ad(OSu)2 – C4H8 363.1 [M + Na]+, 703.2 [2M + Na]+ –

Amp-pPh-OSu H C6H4 595.2 [M + H]+, 617.1 [M + Na]+ –

Amp-Ad-OSu H C4H8 575.2 [M + H]+, 597.2 [M + Na]+ –

Amox-pPh-OSu OH C6H4 611.1 [M + H]+, 633.1 [M + Na]+ –

HRP – – 43278 –
rhLF – – 79599 –
HSA – – 66495 –
Amp-pPh-HRP H C6H4 43795 1.1
Amp-Ad-HRP H C4H8 43507 0.5
Amox-pPh-HRP OH C6H4 43562 0.6
Amp-pPh-TG H C6H4 – Н/о*
Amp-HRP H – 44087 1.8
Amp-rhLF H – 83882 12.3
Amp-HSA H – 66914 1.2
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бета-лактамного цикла антибиотиков в условиях
синтеза производных, проверяли их связываю-
щую активность в отношении PBP, распознаю-
щего интактную бета-лактамную группировку.
Ранее этот PBP использовали в непрямом рецеп-
торном анализе в микропланшетном формате и
рецепторно-хроматографической тест-системе
для определения бета-лактамных антибиотиков
[19]. В нашей работе с применением этого белка
исследована устойчивость бета-лактамного коль-
ца Amp в условиях ацилирования антибиотика
диэфиром pPh(OSu)2 (органический раствори-
тель DMF, основание Et3N, повышенная темпе-
ратура) и синтеза белковых конъюгатов (рН 8.3,
16 ч при 4°С). В табл. 2 приведены значения свя-
зывающей активности Amp и его производных,
рассчитанные так, как описано в “Эксперим. ча-
сти”. Обнаружено, что кратковременное нагрева-
ние до 50°С раствора Amp в DMF в присутствии
основания Et3N, выдерживание раствора анти-
биотика в течение 16 ч при 4°С в 0.1 М NaHCO3
(рН 8.3) и ацилирование аминогруппы ди-N-гид-
роксисукцинимидным эфиром pPh(OSu)2 не при-
водят к изменению взаимодействия Amp с PBP
(связывающая активность находилось в пределах
95–105%, что соответствует допустимой вариации
результатов биоанализа). В то же время после ин-
кубации Amp в растворе с рН 8.3 при 37°С в тече-
ние более длительного времени, чем продолжи-
тельность синтеза, наблюдалось уменьшение свя-
зывания антибиотика в системе рецепторного
анализа на 63%. Таким образом, показано, что ни
на одном этапе синтеза низкомолекулярного
производного Amp и его белковых конъюгатов не
происходит разрушение бета-лактамного цикла.

В системе конкурентного рецепторного ана-
лиза провели сравнение характеристик связыва-
ния синтезированных пероксидазных конъюга-
тов аминопенициллинов. Для получения колори-
метрического сигнала A450 в диапазоне 1.4–1.6 о.е.
линкерные конъюгаты Amp-pPh-HRP, Amp-Ad-

HRP и Amox-pPh-HRP использовали в концен-
трации 0.5 мкг/мл, а безлинкерный конъюгат
Amp-HRP – 2.5 мкг/мл. Показано, что линкер-
ные конъюгаты взаимодействуют с PBP в присут-
ствии возрастающих количеств Amp одинаковым
образом, отличающимся от характера связывания
“прямого” конъюгата Amp-HRP. Аналитическая
чувствительность модельных рецепторных систем с
использованием линкерных конъюгатов или Amp-
HRP составляла в среднем 0.11 и 0.25 нг/мл соответ-
ственно. В этих системах концентрация Amp, вызы-
вающая 50%-ное ингибирование связывания
пероксидазных конъюгатов (IC50) Amp-pPh-HRP,
Amp-Ad-HRP и Amox-pPh-HRP, в среднем со-
ставлялa 0.60 нг/мл, а при использовании Amp-
HRP – 0.76 нг/мл (рис. 2). Такая разница может

Таблица 2. Результаты воздействия условий синтеза линкерных конъюгатов Amp на его связывание с PBP

№ Условия воздействия Выдерживание Связывающая
активность, %

1 Amp в воде свежеприготовленный (50 мкг/мл) – 100
2 Amp в воде (50 мкг/мл) –20°С, 1 месяц 95
3 Amp в воде (50 мкг/мл) 4°С, 16 ч 103
4 Amp в 0.1 М NaHCO3, pH 8.3 (50 мкг/мл) 4°С, 16 ч 104
5 Amp в 0.1 М NaHCO3, pH 8.3 (50 мкг/мл) 37°С, 16 ч 37
6 Amp в DMF и 1%-ном Et3N (10 мг/мл) 25°С, 3 ч 105
7 Amp из раствора № 6 после упаривания растворителя 

и последующего растворения в DMF (10 мкг/мл)
50°С, 30 мин 100

8 Amp-pPh-OSu в DMF и 1%-ном Et3N (10 мкг/мл) 25°С, 3 ч 100

Рис. 2. Конкурентное связывание синтезированных
ферментных конъюгатов с PBP в присутствии возраста-
ющих количеств Amp: 1 – Amp-Ad-HRP; 2 – Amp-HRP.
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быть связана с частичным разрушением бета-лак-
тамного кольца в ходе синтеза конъюгата Amp-
HRP. Причиной также может выступать меньшая
доступность антибиотика в составе конъюгата, в
котором ампициллин напрямую связан с белком.

Иммуногенные конъюгаты аминопенициллинов
в получении поликлональных антител. Синтезиро-
ванные конъюгаты Amp-pPh-TG и Amp-rhLF ис-
пользовали для наработки поликлональных анти-
тел к ампициллину в результате иммунизации
двух групп кроликов. Для оценки иммуногенно-
сти конъюгатов полученные антисыворотки ис-
пытывали в биоаналитической системе непрямо-
го ELISA, включающей иммобилизованный на
твердой фазе безлинкерный конъюгат Amp-HSA
с низким включением антибиотика, а также Amp
в возрастающих концентрациях и антисыворотки
в различных разведениях. Для выявления количе-
ства связавшихся специфических антител ис-
пользовали ферментный конъюгат антител козы
против иммуноглобулинов кролика и цветную
реакцию окисления TMB в присутствии Н2О2,
катализируемую HRP. Интенсивность детекти-
руемого сигнала A450 зависела от содержания ан-
ти-Amp-антител в образце антисыворотки и
концентрации Amp в жидкой фазе системы.
Установленные параметры непрямого ELISA в
сравнении с литературными данными [12] приведе-
ны в табл. 3. Рабочий титр антисывороток, полу-
ченных в результате иммунизации конъюгатом
Amp-pPh-TG, оказался в ~3 раза выше, чем в случае
использования в качестве иммуногена Amp-rhLF.

Повышенная иммуногенность первого конъ-
югата может быть связана с природой белка-но-
сителя. Ранее группой ученых было показано, что
использование TG для получения антител к Amp
предпочтительнее применения белков с меньшей
молекулярной массой, таких как BSA или оваль-
бумин [14]. Мы подтвердили ранее установлен-
ный факт, что введение в молекулу иммуногена

ароматического линкера между Amp и белком-
носителем не мешает наработке специфических
анти-Amp-антител [14]. Более того, нами показа-
но, что использование иммуногена такой струк-
туры способствует формированию антител с вы-
сокой чувствительностью к пенициллинам.

Ранее исследователи обращали внимание на
то, что в группе кроликов только отдельные особи
активно отвечают на введение иммуногена, со-
держащего ампициллин [9, 10]. Нами также обна-
ружено, что чувствительность продуцируемых
антител к Amp в непрямом ELISA существенно
различалась не только между группами кроликов,
но и внутри группы, иммунизированной одним и
тем же конъюгатом. Так, в случае иммуногена
Amp-rhLF аналитическая чувствительность ана-
лиза варьировалась в диапазоне 2–20 нг/мл, а при
введении конъюгата Amp-pPh-TG – в диапазоне
0.1–1.0 нг/мл.

Следует отметить, что нами получены антите-
ла, характеризующиеся групповой специфично-
стью к пенициллинам, с помощью которых в од-
ном анализе может быть определено суммарное
содержание по меньшей мере трех антибиотиков
пенициллинового ряда: ампициллина, пеницил-
лина G и амоксициллина (другие члены ряда не ис-
пытывались). При иммунизации кроликов конъ-
югатом, синтезированным с использованием в ка-
честве кросс-линкера глутарового альдегида [9, 10],
получены антитела со схожей групповой специфич-
ностью, однако по параметру “чувствительность”
они существенно уступают лучшим поликлональ-
ным антителам, описанным в данной работе.

Поликлональные антитела и пероксидазные
конъюгаты в прямом ELISA. Иммуноаналитиче-
ские свойства синтезированных пероксидазных
конъюгатов аминопенициллинов изучены в мо-
дельных гетерофазных системах прямого взаимо-
действия с биоспецифически иммобилизованны-
ми антителами из антисывороток к Amp-pPh-TG

Таблица 3. Параметры аналитических систем непрямого ELISA антибиотиков пенициллинового ряда с исполь-
зованием лучших антисывороток к Amp-pPh-TG и Amp-rhLF, полученных в данной работе, в сравнении с ранее
опубликованными результатами

* Результаты, полученные в работе Самсоновой с соавт. [12].

Параметр Amp-pPh-TG Amp-rhLF Amp-BSA*

Титр антисыворотки 1 : 30000 1 : 10000 1 : 30000–1 : 60000
B0, о.е. 2.0 1.6 1.0
Аналитическая чувствительность, нг/мл 0.1 2.0 5.0
IC50, нг/мл 2.0 61 62
Перекрестная реактивность, %

Ампициллин 100 100 100
Пенициллин G 48 305 10
Амоксициллин 200 102 <0.1
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и Amp-rhLF. В случае антисыворотки к Amp-pPh-
TG (рис. 3а) конъюгаты, содержащие линкеры,
использовали в концентрации 0.07 мкг/мл, без-
линкерный конъюгат Amp-HRP – в концентра-
ции 0.25 мкг/мл. Аналитическая чувствитель-
ность составила в среднем 0.03 нг/мл для всех
ферментных конъюгатов (описание расчета при-
ведено в “Эксперим. части”). Параметр IC50 ва-
рьировался от 0.20 до 0.40 нг/мл, причем его мак-
симальное значение наблюдали в случае исполь-
зования конъюгата Amp-pPh-HRP. Для этого же
конъюгата отмечено, что в конце калибровочного
графика его связывание с антителами составило
40% от максимального. В то же время конъюгаты
Amp-Ad-HRP, Amox-pPh-HRP и Amp-HRP вытес-
нялись Amp в концентрации 2 нг/мл на 70–80%.

Определено, что синтезированные линкерные
конъюгаты Amp-pPh-HRP, Amp-Ad-HRP и
Amox-pPh-HRP взаимодействуют с антителами
из антисыворотки к Amp-rhLF схожим образом
(рис. 3б). Ферментный конъюгат Amp-pPh-HRP
использовали в прямом ELISA в концентрации
0.3 мкг/мл, конъюгаты Amp-Ad-HRP и Amox-
pPh-HRP – в концентрации 0.5 мкг/мл. Чувстви-
тельность анализа составила 2.0 нг/мл, величина
IC50 была 17–20 нг/мл. Совпадающий по общей
структуре с иммуногеном конъюгат Amp-HRP,
взятый в концентрации 0.3 мкг/мл, образовывал
комплексы с антителами к Amp-rhLF, однако не
вытеснялся из них даже при использовании ам-
пициллина в концентрации 1 мкг/мл.

Таким образом, показано, что прямой ELISA с
использованием антител к Amp-pPh-TG чувстви-
тельнее непрямого анализа (табл. 3). Результаты,
полученные в прямом ELISA (рис. 3), подтверди-

ли, что антитела из антисыворотки к Amp-pPh-
TG более чувствительны к антибиотикам группы
пенициллинов, чем поликлональные антитела из
антисыворотки к Amp-rhLF. Кроме того, нами,
как и ранее Wang et al. [21], продемонстрировано,
что гетерологичные конструкции иммуногена и
конъюгированного антигена, отличающиеся по
структуре гаптена, использованного для их син-
теза, обеспечивают лучшие параметры иммуно-
анализа. Причем в случае антисыворотки к Amp-
pPh-TG этот эффект наблюдали как при измене-
нии линкера между гаптеном и белком, так и при
сохранении линкерного фрагмента неизменным
и переходе от Amp к Amox.

В наиболее чувствительной из использован-
ных модельных систем прямого ELISA определи-
ли динамику продуцирования специфических
поликлональных антител и провели контроль их
антиген-связывающей активности (связывание
ферментного конъюгата и IC50) при введении
кролику иммуногена Amp-pPh-TG (рис. 4). Пока-
зано, что антисыворотка с лучшими характери-
стиками связывания получена по истечении
33 недель с начала иммунизации, т.е. после деся-
того введения иммуногена. При дальнейшей им-
мунизации чувствительность и специфичность
антител в антисыворотке остались на прежнем
уровне, концентрация специфических антител не
увеличилась. Ранее в литературе также сообща-
лось о необходимости продолжительной имму-
низации кроликов для получения антител, специ-
фических к пенициллинам [10]. Однако опубли-
кованы и сведения о возможности быстрого
получения антисыворотки с высоким титром [12],

Рис. 3. Связывание синтезированных ферментных конъюгатов с иммобилизованными специфическими поликло-
нальными антителами из антисывороток кроликов к иммуногенам Amp-pPh-TG (а) и Amp-rhLF (б): 1 – Amp-pPh-HRP;
2 – Amp-Ad-HRP; 3 – Amox-pPh-HRP; 4 – Amp-HRP.
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но с низкой аналитической чувствительностью
(~5.0 нг/мл).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Использовали ампициллина тригидрат, амок-
сициллина тригидрат, натриевую соль пеницил-
лина G, BSA, EDC, sNHS, NHS, дихлорангидрид
терефталевой кислоты, адипиновую кислоту, ди-
изопропилкарбодиимид, DMF, триэтиламин,
TMB, полный адъювант Фрейнда, Tween-20, ан-
титела козы против иммуноглобулинов кролика,
меченые HRP (Sigma-Aldrich, США), HRP (Pan-
reac Quimica SLU, Испания). PBP – рекомби-
нантный аналог природного рецептора PBP2x из
Streptococcus pneumoniae R6 и моноклональное ан-
титело к нему приобретены у Glory Sciences Co.,
Ltd, КНР (www.glorybios.com).

TG, выделенный из экстрактов послеопераци-
онной ткани щитовидной железы человека, и два
типа очищенных антител овцы против иммуно-
глобулинов мыши и кролика получены от УП
“ХОП ИБОХ НАН Беларуси”. HSA предоставлен
РНПЦ трансфузиологии и медицинских биотех-
нологий (Республика Беларусь). rhLF выделен и
очищен в Институте микробиологии НАН Бела-
руси из молока коз-продуцентов, трансгенных по
гену лактоферрина человека.

Соли, основания, кислоты и органические
растворители белорусских и российских произ-
водителей имели классификацию не ниже ч.д.а.
Буферные растворы готовили на деионизирован-
ной воде с удельным электрическим сопротивле-
нием 17–18 МОм см, полученной в модульной си-
стеме очистки воды Arium® pro VF (Sartorius, Гер-
мания).

Пероксидазные конъюгаты аминопеницил-
линов очищали на колонке с Superose 12 (1.0 ×
× 30.0 см), уравновешенной 0.15 М NaCl, при
скорости потока 12 мл/ч в автоматическом режи-
ме на установке для быстрой хроматографии бел-
ков (Pharmacia Biotech, Швеция).

ELISA выполняли в разборных микропланше-
тах из полистирола, состоящих из двенадцати
8-луночных полосок (стрипов), купленных у
Greiner Bio-One (Германия) или ООО “Хема-
медика” (Россия).

Спектры 1H- и 13С-ЯМР регистрировали на
приборе AVANCE 500 (Bruker BioSpin Gmbh, Гер-
мания) в d6-ДМСО. Химические сдвиги опреде-
ляли относительно остаточных сигналов раство-
рителей. Масс-спектры OSu-эфиров получали с
использованием масс-селективного детектора
Agilent 6410 Triple Quad в комплекте с жидкост-
ным хроматографом Agilent 1200 SL (Agilent Tech-
nologies, Inc., США). Определение молекулярных
масс белков и их конъюгатов методом масс-спек-
трометрии проводили с помощью MALDI-TOF-
масс-спектрометра Microflex LRF System (Bruker
Daltonik GmbH, Германия). Измерение колори-
метрического сигнала в лунках микропланшета
проводили с помощью приборов АИФ М/340
(ОАО “Витязь”, Беларусь) и iMark™ (Bio-Rad
Laboratories Inc., США).

Бис(2,5-диоксопирролидин-1-ил)терефталат,
pPh(OSu)2. К охлажденному на бане со льдом рас-
твору 1.00 г (4.9 ммоль) дихлорангидрида тере-
фталевой кислоты в 30 мл хлористого метилена
добавляли 2.00 г (17.4 ммоль) NHS и 2.4 мл
(17.4 ммоль) триэтиламина. Перемешивали
30 мин при охлаждении и 48 ч при 20–25°С. Вы-
павший осадок pPh(OSu)2 отфильтровывали,
промывали 5 мл хлористого метилена, суспенди-
ровали в 20 мл этого растворителя, опять отфиль-
тровывали и высушивали в вакуумном эксикаторе с
P2O5 при 20–25°С. Получили 1.37 г (78%) диэфира
pPh(OSu)2. Масс-спектр: m/z 383.0 [M + Na]+, 743.1
[2M + Na]+. C16H12N2O8. Вычислено: 360.1. Спектр
1Н-ЯМР (ДМСО-d6) δ: 2.92 (8H, c, 2 × –ОС–СН2–
СН2–СО–), 8.34 (4H, c, 4 × CH). Спектр 13С-ЯМР
(ДМСО-d6) δ: 25.6, 130.1, 131.0, 161.0, 170.2.

Бис(2,5-диоксопирролидин-1-ил)адипинат,
Ad(OSu)2. К раствору 0.44 г (3.0 ммоль) адипино-
вой кислоты в 15 мл диоксана добавляли 0.73 г
(6.3 ммоль) NHS, перемешивали при охлаждении
на ледяной бане в течение 10 мин и вносили
0.97 мл (6.3 ммоль) диизопропилкарбодиимида.
Реакционную смесь перемешивали 1 ч при 10–
15°С и 20 ч при 20–25°С. Выпавший осадок ди-
изопропилмочевины отфильтровывали, из филь-
трата отгоняли значительную часть растворителя
и добавляли диэтиловый эфир. В результате вы-
падал ди-N-гидроксисукцинимидный эфир

Рис. 4. Связывание ферментного конъюгата Amp-Ad-
HRP с иммобилизованными антителами из антисы-
воротки кролика к Amp-pPh-TG, взятой на разных
неделях процедуры иммунизации. Сплошная линия –
IC50 для Amp в прямом ELISA.
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Ad(OSu)2, который повторно растворяли в диок-
сане и опять осаждали диэтиловым эфиром.
Надосадочную жидкость сливали, целевое соеди-
нение высушивали в вакуумном эксикаторе с
P2O5 при 20–25°С. Получили 0.57 г (56%) диэфи-
ра Ad(OSu)2. Масс-спектр: m/z 363.1 [M + Na]+,
703.2 [2M + Na]+. C14H16N2O8. Вычислено: 340.1.
Спектр 1Н-ЯМР (d6-ДМСО) δ: 1.68–1.74 (4Н, м,
2 × –ООС–CH2–СН2–), 2.74 (4Н, т, J 6.1 Гц, 2 ×
× (–ООС–СН2–)), 2.81 (8Н, с, 2 × (–ОС–СН2–
СН2–СО–)). Спектр 13С-ЯМР (d6-ДМСО) δ: 23.3,
25.5, 29.7, 168.8, 170.3.

OSu-эфиры аминопенициллинов. К раствору
50.0 мг (139 мкмоль) pPh(OSu)2 или 50.0 мг
(147 мкмоль) Ad(OSu)2 в 2 мл DMF добавляли
50.0 мг (124 мкмоль) ампициллина тригидрата.
Затем приливали 50 мкл (360 мкмоль) триэтил-
амина и перемешивали реакционную смесь в те-
чение 3 ч. За ходом реакции следили по тонко-
слойной хроматографии в системе этилацетат–
метанол–уксусная кислота 4 : 2 : 1, проявляли
пластинки УФ-светом и раствором нингидрина в
н-бутаноле. Растворитель упаривали при 50°С,
остаток растворяли в метаноле и осаждали про-
дукт диэтиловым эфиром. Надосадочную жид-
кость сливали, осадок промывали диэтиловым
эфиром и высушивали в вакуумном эксикаторе с
P2O5 при 20–25°С. Выход составил 71 и 90% для
Amp-pPh-OSu и Amp-Ad-OSu соответственно.

Синтез производного Amox проводили анало-
гичным образом, используя 50.0 мг (119 мкмоль)
амоксициллина тригидрата и 50.0 мг (139 мкмоль)
pPh(OSu)2. Выход Amox-pPh-OSu составил 76%.

Выделенные OSu-эфиры аминопенициллинов
использовали для синтеза конъюгатов без допол-
нительной очистки.

Пероксидазные конъюгаты Amp-pPh-HRP,
Amp-Ad-HRP и Amox-pPh-HRP. К 0.5 мл раствора
2.0 мг (46 нмоль) HRP в 0.1 М NaHCO3 приливали
25 мкл раствора 0.55 мг (920 нмоль) Amp-pPh-
OSu, 0.53 мг (920 нмоль) Amp-Ad-OSu или 0.56 мг
(920 нмоль) Amox-pPh-OSu в DMF. Перемешива-
ли и инкубировали в течение 16 ч при 4°С. Очист-
ку пероксидазных конъюгатов Amp-pPh-HRP,
Amp-Ad-HRP и Amox-pPh-HRP проводили гель-
фильтрацией на колонке с Superose 12 в режиме
быстрой хроматографии белков.

Иммуноген Amp-pPh-TG. К 6.0 мл 28.0 мг
(42 нмоль) раствора TG в 0.1 М NaHCO3 добавля-
ли 16.7 мг (28 мкмоль) Amp-pPh-OSu в 0.3 мл DMF.
Перемешивали и инкубировали 4 ч при 20–25°С,
очищали обессоливанием на Sephadex G-25, урав-
новешенной 0.15 М NaCl.

Конъюгаты Amp-HRP и Amp-rhLF синтезировали
по методикам, предложенным ранее [7, 9, 12], с не-
которыми модификациями. К раствору 2.0 мг

(46 нмоль) HRP в 0.1 М MES-буфере (рН 6.0) и
0.15 М NaCl добавляли 2.0 мг (5.0 мкмоль) ампи-
циллина тригидрата и 2.0 мг (10 мкмоль) EDC.
Инкубировали в течение 16 ч при 4°С, затем очи-
щали гель-фильтрацией в автоматическом режи-
ме. Иммуноген Amp-rhLF получали аналогич-
ным образом, очищали обессоливанием на ко-
лонке с Sephadex G-25, уравновешенной 0.15 М
NaCl.

Конъюгат Amp-HSA синтезировали по ранее
предложенной методике [19], используя 0.8 мг
(2.3 мкмоль) Amp, 0.7 мг (3.7 мкмоль) EDC, 0.8 мг
(3.7 мкмоль) sNHS и 15 мг (0.2 мкмоль) HSA.
Очистку конъюгата проводили хроматографией
на колонке с Sephadex G-25, уравновешенной
0.02 М натрий-фосфатным буфером (PBS).

Буферные растворы. PBS содержал 0.05 М рас-
твор смеси гидро- и дигидрофосфата натрия
(рН 7.4) и 0.15 М NaCl. Блокирующий буферный
раствор приготовлен на основе PBS, содержал
5 г/л BSA. Раствор для иммобилизации специфи-
ческих антител и проведения ELISA включал
PBS, 1 г/л BSA, 0.02% Tween-20. Буфер для про-
мывания лунок планшета содержал PBS и 0.02%
Tween-20. Хромоген-субстратную смесь готови-
ли, добавляя одну часть 0.4 мМ раствора TMB в
диметилсульфоксиде к 20 частям 3.0 мМ Н2О2 в
0.04 М натрий-цитратном буфере (рН 4.0). Стоп-
раствор представлял собой 1 М H2SO4.

Рецепторный анализ. В лунки полистирольного
планшета вносили по 100 мкл 5 мкг/мл раствора
антител овцы к иммуноглобулинам мыши в 0.1 М
NaHCO3. Инкубировали 16 ч при 4°С, затем со-
держимое лунок удаляли, лунки промывали, вно-
сили в них по 200 мкл блокирующего буферного
раствора и снова инкубировали 16 ч при 4°С. Да-
лее раствор из лунок выливали, вносили по
100 мкл моноклонального антитела к PBP в кон-
центрации 2 мкг/мл в буферном растворе и про-
водили иммунохимическую иммобилизацию ан-
титела, выдерживая планшет в течение 16 ч при
4°С. Затем раствор из лунок удаляли и вносили
50 мкл растворов Amp в диапазоне концентраций
0.1–4.0 нг/мл, 25 мкл растворов синтезированных
пероксидазных конъюгатов в подобранном раз-
ведении и 25 мкл 0.25 мкг/мл раствора PBP. Про-
водили инкубацию в течение 1 ч при 20–25°С,
промывали лунки моющим буфером, вносили по
100 мкл хромоген-субстратной смеси, инкубиро-
вали 15 мин при 20–25°С, затем добавляли по
100 мкл стоп-раствора. Измеряли оптическую
плотность растворов в лунках при 450 нм.

Проверка устойчивости бета-лактамного кольца
в условиях получения производных аминопеницил-
линов. В ходе синтеза эфира Amp-pPh-OSu отби-
рали по 10 мкл реакционной среды, из которой
готовили растворы с концентрациями Amp 0.1–
4.0 нг/мл. Растворы с такими же концентрациями
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Amp готовили из растворов 50 мкг/мл Amp в воде
или 0.1 М NaHCO3, предварительно выдержан-
ных в течение 1 месяца при –20°С, 16 ч при 4°С
или 16 ч при 37°С. Приготовленные растворы
Amp и его производных использовали в рецеп-
торном анализе, описанном выше. Рассчитывали
связывающую активность относительно свеже-
приготовленного раствора Amp по формуле для
расчета CR, как описано ниже в подразделе “Ана-
литические характеристики биоанализа”, ис-
пользуя в качестве соединения X ампициллин,
подвергнутый воздействию исследуемых
условий.

Получение антисыворотки к Amp. Использова-
ли половозрелых самок кроликов породы шин-
шилла весом 2.5 кг, которых содержали в услови-
ях вивария. Две группы животных по три особи в
каждой иммунизировали синтезированными
конъюгатами Amp-pPh-TG или Amp-rhLF.
В первую иммунизацию подкожно в область шеи
вводили по 1.0 мг иммуногена в 1 мл смеси рав-
ных объемов 0.15 М NaCl и полного адъюванта
Фрейнда. Через 2–3 недели повторно подкожно
вводили по 0.5 мг конъюгированного антигена в
0.5 мл смеси равных объемов 0.15 М NaCl и не-
полного адъюванта Фрейнда. Последующие инъ-
екции конъюгатов в неполном адъюванте Фрейн-
да проводили с интервалом 4–6 недель, забор
крови осуществляли на 7–10-й день после имму-
низации. Кровь отбирали из краевой вены уха в
пробирки с активаторами свертывания. Сыво-
ротку отделяли центрифугированием. Титр анти-
сыворотки в ELISA определяли как кратность ее
разведения, при которой колориметрический
сигнал A450 составлял 1.2–2.0 о.е.

Система непрямого ELISA. Конъюгат Amp-
HSA иммобилизовали на внутренней поверхно-
сти лунок полистирольного микропланшета из
100 мкл раствора с концентрацией 0.25 мкг/мл в
0.01 М NaHCO3 путем инкубации в течение 18 ч
при 4°С. Затем содержимое лунок планшета уда-
ляли и вносили по 150 мкл блокирующего буфера,
инкубировали в течение 18 ч при 4°С. В лунки
вносили по 50 мкл раствора Amp в диапазоне кон-
центраций 0.01–1000 нг/мл и по 50 мкл раствора
антисыворотки в титре от 1 : 5000 до 1 : 100000.
Инкубировали в течение 1 ч при 37°С, затем лун-
ки промывали, вносили в них по 100 мкл перок-
сидазного конъюгата антител козы к иммуногло-
булинам кролика и проводили инкубацию в тече-
ние 1 ч при 37°С. После промывки твердой фазы
в лунки добавляли по 100 мкл хромоген-субстрат-
ной смеси, выдерживали в течение 15 мин при
20–25°С и добавляли 100 мкл стоп-раствора. Из-
меряли оптическую плотность растворов в лунках
при 450 нм.

Система прямого ELISA. В лунки полистироль-
ного планшета вносили по 100 мкл 5 мкг/мл рас-

твора антител овцы к иммуноглобулинам кроли-
ка в 0.1 М растворе NaHCO3 и инкубировали в те-
чение 16 ч при 4°С. Затем содержимое лунок
планшета удаляли, промывали лунки моющим
буфером, вносили по 200 мкл блокирующего бу-
фера и инкубировали в течение 16 ч при 4°С. Да-
лее содержимое лунок удаляли, вносили по
100 мкл антисыворотки кролика к Amp-pPh-ТG в
титре 1 : 50000 или антисыворотки к Amp-rhLF в
титре 1 : 20000, инкубировали в течение 16 ч при
4°С. Лунки планшета промывали, добавляли по
50 мкл растворов Amp в диапазоне концентраций
0.03–1000 нг/мл и 50 мкл растворов синтезиро-
ванных пероксидазных конъюгатов аминопени-
циллинов. Инкубировали 1 ч при 20–25°С, затем
лунки промывали, вносили в них по 100 мкл хро-
моген-субстратной смеси, выдерживали в тече-
ние 15 мин при 20–25°С и добавляли по 100 мкл
стоп-раствора. Измеряли оптическую плотность
растворов в лунках при 450 нм.

Аналитические характеристики биоанализа.
Аналитическую чувствительность определяли
как концентрацию Amp в нг/мл, при которой свя-
зывание пероксидазного конъюгата аминопени-
циллина или твердофазного антигена Amp-HSA с
PBP или специфическими поликлональными ан-
тителами отличается от 100% на троекратную ве-
личину ошибки измерения B0: (B0 – 3 SD). Пара-
метр IC50 находили как концентрацию раствора
Amp, при внесении которого в лунки происходит
50%-ное ингибирование связывания PBP или ан-
ти-Amp-антител с конъюгатами Amp или Amox,
выражающееся в уменьшении колориметриче-
ского сигнала в 2 раза по сравнению с лункой, не
содержащей антибиотик. CR вычисляли по сле-
дующему уравнению:

где CR(X) – перекрестная реактивность PBP или
специфических поликлональных антител к со-
единению Х; IC50(Amp) – концентрация Amp,
вызывающая снижение связывания PBP или спе-
цифических поликлональных антител с конъюга-
том Amp на 50%, нг/мл; IC50(X) – концентрация
соединения X, вызывающая снижение связыва-
ния PBP или специфических поликлональных
антител с конъюгатом Amp на 50%, нг/мл.

Все биоаналитические параметры измеряли не
менее чем в трех повторах. Обработку данных про-
водили с помощью программы Microsoft Excel. На
рис. 2 и 4 планки погрешностей обозначают средне-
квадратичное отклонение (SD), p < 0.05.

Если у читателей возникнет интерес к конъ-
югатам или антителам, полученным в данной ра-
боте, просим обращаться с запросами о передаче
бесплатных образцов к автору для связи.

50

50

IC (Amp)CR(X) 100%,
IC (X)

= ×
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате реакции ацилирования Amp и

Amox ди-OSu-эфирами дикарбоновых кислот по-
лучены новые активированные эфиры карбокси-
производных аминопенициллинов. С их исполь-
зованием по простой методике с образованием
устойчивой амидной связи синтезированы конъ-
югаты, в которых антибиотик и белок разделены
ароматическим или алифатическим фрагментом.
Установлено, что в ходе синтеза низкомолекуляр-
ных производных аминопенициллинов и в усло-
виях дальнейшего получения белковых конъюга-
тов по предложенному методу не происходит раз-
рушение бета-лактамного кольца антибиотика.

Проведено сравнение новых пероксидазных
конъюгатов с алифатической или ароматической
вставкой между антибиотиком и белком Amp-
pPh-HRP, Amp-Ad-HRP, Amox-pPh-HRP с конъ-
югатом, синтезированным в этой же работе путем
прямого (безлинкерного) присоединения амино-
пенициллина непосредственно к остаткам ами-
нокислот полипептидной цепи белка Amp-HRP.
Методом рецепторного анализа выявлено, что
PBP лучше взаимодействует с линкерными конъ-
югатами, чем с продуктами прямого присоедине-
ния аминопенициллинов к белку-носителю. Мо-
дельные рецепторные системы, включающие
конъюгаты Amp-pPh-HRP, Amp-Ad-HRP или
Amox-pPh-HRP, дают возможность определять
пенициллины с большей чувствительностью, чем
система с конъюгатом Amp-HRP.

Важно отметить, что системы рецепторного
биоанализа на основе PBP и пероксидазных
конъюгатов аминопенициллинов в форме гото-
вых наборов реагентов могут применяться на
практике для скрининговых исследований содер-
жания широкого спектра бета-лактамов (пени-
циллинов и цефалоспоринов) в различных про-
дуктах животного происхождения.

Антитела, полученные в результате продолжи-
тельной иммунизации кроликов конъюгатом
Amp-rhLF (молекулярная масса белка-носи-
теля – 80 кДа), имели низкую чувствительность
в ELISA и чрезвычайно высокое сродство к конъ-
югату Amp-HRP. Для получения высокоаффин-
ной антисыворотки с большим содержанием спе-
цифических к пенициллинам антител потребова-
лась иммунизация в течение такого же промежутка
времени синтезированным линкерным конъюга-
том Amp-pPh-TG на основе белка с молекулярной
массой 660 кДа. Эти поликлональные антитела
также проявляли несколько большее сродство к
пероксидазному конъюгату, схожему по структу-
ре с иммуногеном, чем к остальным конъюгатам.

Показано, что в системе прямого ELISA с им-
мунохимически иммобилизованными поликло-
нальными антителами (иммуноген – Amp-pPh-
TG) и конъюгатом Amp-Ad-HRP в жидкой фазе

Amp достоверно определяется в диапазоне кон-
центраций 0.03–2.00 нг/мл, т.е. на порядок с бо-
лее высокой чувствительностью, чем в иммуно-
аналитических системах, описанных в научной
литературе.

Разработанная нами система может служить
прототипом набора реагентов для ультрачувстви-
тельного двухстадийного (биоспецифическое
связывание и колориметрическая детекция) пря-
мого ELISA для выявления пенициллинов в пи-
щевых продуктах.
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The Conjugates of Aminopenicillins with Proteins: Synthesis, Immunogenic Properties 
and Binding to a Beta-Lactam Receptor and Antibodies

O. S. Kuprienko*, #, T. S. Serchenya*, I. I. Vashkevich*, I. V. Harbachova*,
A. I. Zilberman*, and O. V. Sviridov*

#Phone: +375 (17) 395-92-75; e-mail: kuprienko@iboch.by

*Institute of Bioorganic Chemistry of the National Academy of Sciences of Belarus,
ul. Acad. Kuprevicha 5/2, Minsk, 220141 Belarus

A new approach to the modification of aminopenicillins and the preparation of their conjugates with proteins
using di-N-hydroxysuccinimide esters of dicarboxylic acids as cross-linkers has been proposed. Acylation of
ampicillin (Amp) and amoxicillin (Amox) with di-N-hydroxysuccinimide esters of adipic or terephthalic
acids was carried out in an organic solvent. Subsequent conjugation of the obtained aminopenicillin deriva-
tives with proteins proceeded in an aqueous medium at pH 8.3, as a result of which immunogenic and enzy-
matic conjugates Amp and Amox were synthesized. It was shown that aminopenicillins retained the integrity
of their beta-lactam cycle after chemical modification and under conditions of linker conjugates synthesis. In
the course of long-term immunization of rabbits with the immunogenic conjugate of Amp with thyroglobulin
containing an aromatic linker, polyclonal antibodies capable to bind Amp, Amox and penicillin G with very high
sensitivity were obtained. The synthesized conjugates of Amp and Amox with horseradish peroxidase were
characterized in a competitive protein-binding (receptor) assay, as well as in a direct competitive enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Of the model immunoassay systems studied, the heterologous direct ELISA in-
cluding the obtained polyclonal antibodies and the synthesized Amp peroxidase conjugate with an adipic acid
fragment as a linker had the best characteristics: sensitivity to Amp 0.03 ng/mL, IC50 = 0.20 ng/mL.

Keywords: penicillins, beta-lactam antibiotics, hapten-protein conjugates, receptor assay, enzyme-linked immu-
nosorbent assay
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Разработаны методы получения новых конденсированных производных пиридо[3',2':4,5]ти-
ено[3,2-d]пиримидинов на основе 5,6-диметил-2-оксо-1,2-дигидропиридин-3-карбонитрила.
Осуществлены реакции замещения в 3-м и 4-м положениях 7,8-диметилпиридо[3',2':4,5]тиено[3,2-d]пи-
римидин-4(3H)-она. Исследована нейротропная активность 12 полученных соединений in vivo на
крысах и мышах. У восьми соединений обнаружено противосудорожное действие по антагонизму с
коразолом. Четыре отобранные соединения обладали анксиолитическим и активирующим поведе-
ние действием. Проведен молекулярный докинг синтезированных соединений для предсказания их
взаимодействия с GABAA-рецептором. Выявлено пять соединений, комплексообразование кото-
рых с GABAA-рецептором осуществляется в двух местах: бензамидиновом сайте субсайта 1 и суб-
сайте 3 интерфейса ECD, что свидетельствует об ингибирующем действии соединений на мишень.

Ключевые слова: тиено[2,3-b]пиридин, пиридо[3',2':4,5]тиено[3,2-d]пиримидин, реакция Ниментовского,
нейротропная активность, молекулярный докинг
DOI: 10.31857/S0132342322010031

ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время для лечения различных за-
болеваний широкое применение находят лекар-
ственные препараты, основными биологическими
ингредиентами которых выступают конденсиро-
ванные гетероциклические системы, содержащие
пиридиновое кольцо. Это такие известные лекар-
ственные средства, как, например, никотиновая
кислота и никотинамид (специфические противо-
пелларгические препараты), пиридоксин (вита-
мин В6), изониазид и фтивазид (известные проти-
вотуберкулезные средства) и многие другие. В то
же время структура пиримидинсодержащих со-
единений также одна из интересных в биологиче-

ском отношении, т.к. диапазон физиологическо-
го действия производных пиримидина разнооб-
разен. Так, например, в медицинской практике
широкое применение нашли лекарственные
средства, созданные на основе конденсирован-
ных гетероциклических систем, содержащих пи-
римидиновое кольцо, обладающие противоопу-
холевой [1, 2], антимикробной [3–5], противо-
воспалительной [6], противосудорожной [7, 8]
активностью.

Повышенный интерес к химии и фармаколо-
гии тиено[2,3-b]пиридинов и пиридо[3',2':4,5]ти-
ено[3,2-d]пиримидинов как к объектов исследо-
вания обусловлен тем, что изучение биологиче-
ских свойств ранее полученных производных
данного ряда выявило множество соединений с
высокой нейротропной активностью [9–11].

В настоящее время все применяемые эффек-
тивные противосудорожные (противоэпилепти-
ческие) средства не лишены существенных по-
бочных эффектов. В связи с этим поиск новых,
более эффективных и малотоксичных противосу-
дорожных соединений, в том числе с расширен-

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi
10.31857/S0132342322010031 для авторизованных пользова-
телей.
Сокращения: ПКЛ – приподнятый крестообразный лаби-
ринт; ECD – внеклеточный домен (extracellular domain);
GABAА-рецепторы – рецепторы гамма-аминомасляной
кислоты А-типа.

# Автор для связи: (тел.: +374 91-260-999; эл. почта:
shdashyan@gmail.com).

УДК 547.735:547.83:547.855
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ными психотропными свойствами, продолжает
оставаться весьма актуальным.

Цель данного исследования – синтез новых
конденсированных пиридо[3',2':4,5]тиено[3,2-d]-
пиримидинов на основе тиено[2,3-b]пиридинов,
изучение их нейротропных свойств in vivo и про-
ведение молекулярного докинга.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Синтез новых производных тиено[2,3-b]пириди-

нов и пиридо[3',2':4,5]тиено[3,2-d]пиримидинов. В
продолжение исследований по синтезу и изучению
биологической активности производных тиенопи-
римидинов синтезированы 3- и 4-замещенные пи-
ридо[3',2':4,5]тиено[3,2-d]пиримидины (VIa–f) и
(VIIIa–f) (схема 1).

Схема 1. Схема синтеза новых функционально замещенных и конденсированных пиридинов (VIa–f) 
и (VIIIa–f).

В качестве исходного соединения для получения
замещенных в пиримидиновом цикле конденсиро-
ванных производных (VI) и (VIII) использовали
5,6-диметил-2-оксо-1,2-дигидропиридин-3-карбо-
нитрил (II), полученный взаимодействием метил-
этилкетона (I) с этилформиатом и цианоацетами-
дом в среде этилата натрия и диэтиламина. При ки-
пячении последнего в хлорокиси фосфора в
течение 6 ч получен 2-хлоро-5,6-диметилникоти-
нонитрил (III), который в реакции с этиловым
эфиром тиогликолевой кислоты превращается в
этил-3-амино-5,6-диметилтиено[2,3-b]пиридин-2-
карбоксилат (IV). Наличие в тиофеновом кольце
последнего удобных функциональных групп позво-
лило осуществить реакцию Ниментовского с полу-
чением конденсированного тиено[3,2-d]пирими-
дин-4-она (V). В последнем обращает на себя вни-
мание легкость алкилирования галогенидами,
причем установлено, что замещение осуществляет-
ся в положении 3 пиримидинового кольца, о чем
свидетельствуют данные ИК-спектров (сохраняет-
ся полоса, присущая группе C=O при 1670 см–1, и
отсутствует полоса поглощения, соответствующая
сигналу группы NH).

Для установления влияния характера замести-
телей в положении 4 в пиримидиновом кольце на
биологическую активность полученных соедине-
ний пиримидинон (V) превращен под действием
хлорокиси фосфора в хлорпроизводное (VII),
причем установлено, что присутствие пиридина
значительно повышает выход соответствующего
хлорпроизводного (VII). Дальнейшее замещение
атома хлора различными аминами позволяет по-
лучать целевые продукты (VIIIa–f) с высокими
выходами.

Биологическая активность полученных соедине-
ний. Было проведено экспериментальное иссле-
дование нейротропных свойств 12 новых синте-
зированных производных пиридотиенопирими-
динов (VIa–f) и (VIIIa–f) in vivo на двух видах
животных, включая изучение противосудорож-
ной активности на мышах и психотропного дей-
ствия (исследовательская активность в тесте “от-
крытое поле” на крысах, антитревожное действие
в тесте “приподнятый крестообразный лаби-
ринт” на мышах и миорелаксантный эффект в те-
сте “вращающийся стержень” на мышах).

Исследование противосудорожной активно-
сти 12 соединений (VIa–f) и (VIIIa–f) проводили
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Таблица 1. Антикоразоловая активность и миорелаксация соединений (VIa), (VIc), (VIe), (VIf), (VIIIa), (VIIIc),
(VIIId), (VIIIe) и препаратов сравнения этосуксимида и диазепама на мышах (n = 250)

Примечание: приведены средние значения и доверительные интервалы при р ≤ 0.05. ED50 – эффективная доза, вызывающая
противосудорожный эффект у 50% животных; TD50 – токсическая доза, вызывающая миорелаксацию у 50% животных.

Соединение Доза, мг/кг
Антагонизм с коразолом*

(ED50, мг/кг)
Миорелаксация

(TD50, мг/кг)

(VIa) 50 44 (32.6–59.4) >500
(VIc) 50 40 (32.0–50.0) >500
(VIe) 50 34.0 (29.6–39.1) >500
(VIf) 50 34.5 (28.8–41.4) >500

(VIIIa) 50 62 (53.9–71.3) >500
(VIIIc) 50 48 (39.7–58.1) >500
(VIIId) 50 56 (46.6–67.2) >500
(VIIIe) 50 36 (23.8–48.2) >500

Этосуксимид 200 155 (117.5–204.5) 520.0 (426–634)
Диазепам 2 0.5 (0.4–0.7) 2.7 (1.4–5.5)

на белых беспородных мышах (n = 250). Соедине-
ния вводили внутрибрюшинно в обьеме 0.2 мл в
следующих дозах: 12.5, 25, 50, 75 и 100 мг/кг. Каж-
дую дозу соединений по каждому тесту изучали на
шести животных. Препаратами сравнения служи-
ли известные препараты этосуксимид (200 мг/кг)
и диазепам (2 мг/кг). Противосудорожную и про-
гностическую транквилизирующую активность
изучали по влиянию соединений на клонические
подергивания и коразоловые (пентилентетразол,
ПТЗ) судороги в тесте “антагонизм с коразолом”.

При анализе данных по антикоразоловому эф-
фекту на мышах было обнаружено, что изучаемые
соединения в выявленной оптимальной дозе
50 мг/кг в той или степени проявляют антикора-
золовое действие. В табл. 1 представлены ЕD50
(эффективные дозы, вызывающих противосудо-
рожный эффект у 50% животных) активных со-
единений: (VIa), (VIc), (VIe), (VIf), (VIIIa),
(VIIIc), (VIIId) и (VIIIe). Остальные соединения
проявляли слабое противосудорожное действие –
20–40%-ную эффективность. Активные соедине-
ния, так же как препараты сравнения этосуксимид
и диазепам, предотвращают клонические коразоло-
вые судороги. Соединения по антикоразоловой
активности превосходят этосуксимид в несколько
раз. Однако, в отличие от диазепама, эта активность
проявлялась в более высоких дозах – 34–62 мг/кг
(табл. 1). Сравниваемый транквилизатор диазепам
обладал антикоразоловой активностью у 50% мы-
шей в дозе 0.5 мг/кг. В изучаемых дозах все соедине-
ния и этосуксимид не вызывали миорелаксацию у
мышей, тогда как диазепам уже в дозе 2–3 мг/кг
вызывает миорелаксацию.

Из всех исследованных соединений были ото-
браны четыре самые эффективные соединения
(имеющие самые низкие значения ЕD50): соеди-
нения (VIc), (VIe), (VIf) и (VIIIe).

Были исследованы некоторые психотропные
свойства этих соединений − исследовательская
активность в тесте “открытое поле” на крысах и
антитревожное действие в тесте “приподнятый
крестообразный лабиринт” (ПКЛ) на мышах.
Сравнение проводили только с диазепамом, т.к. в
этих тестах этосуксимид неактивен.

В поведенческом тесте “открытое поле” у крыс
контрольной группы к диазепаму и к данным со-
единениям количество горизонтальных переме-
щений составляло 55.0, вертикальных – 6.4, а ко-
личество обследованных ячеек – 8.6 (табл. 2).
Исследуемые соединения вызывали некоторое
изменение показателей поведения по сравнению
с контролем. При введении соединений (VIc),
(VIe), (VIf), (VIIIe) и диазепама наблюдалось ак-
тивирующее действие – статистически достовер-
ное увеличение всех показателей (горизонталь-
ные, вертикальные перемещения) по сравнению
с контролем. Статистически достоверно увеличи-
валось также и количество обследованных ячеек
после введения отобранных соединений и диазе-
пама, т.е. имеет место выраженное антитревож-
ное действие исследованных соединений, осо-
бенно у соединений (VIc) (25.5) и (VIf) (28.2).

В тесте ПКЛ (экспериментальная модель стра-
ха) мыши контрольной группы преимущественно
находились в закрытых рукавах (табл. 3). Введе-
ние соединений, а также препарата сравнения ди-
азепама привело к статистически значимому сни-
жению времени нахождения животных в закры-
тых рукавах, а также уменьшению числа заходов в
закрытые рукава. Экспериментальные мыши
долгое время находились в центре лабиринта, в
отличие от животных контрольной группы и жи-
вотных, которым вводили диазепам, что может
свидетельствовать о некой защитной реакции ис-
следованных соединений. В отличие от контроль-
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ной группы, животные под воздействием всех
отобранных соединений (VIc), (VIe), (VIf) и
(VIIIe) в дозе 50 мг/кг, а также диазепама (2 мг/кг)
статистически достоверно долгое время находи-
лись в открытых рукавах, особенно после введе-
ния соединений (VIc) (82 с) и (VIf) (99 с). Таким
образом, у соединений (VIc) и (VIf) выявлено вы-
раженное анксиолитическое действие.

Молекулярный докинг. В связи с тем, что боль-
шинство изученных соединений проявляют анта-
гонизм к коразолу, а механизм судорожного дей-
ствия коразола обусловлен угнетающим влиянием
на GABAА-рецепторы, для прогноза возможных ти-
пов и механизмов действия на мишень в данной ра-
боте дополнительно был проведен молекулярный
докинг с GABAА-рецепторами.

Эксперименты in silico проводили для всех
16 полученных соединений с использованием ме-
тодов молекулярного моделирования и компью-
терного анализа (детали приведены в “Эксперим.
части”). Полученные нами результаты свидетель-
ствуют о том, что соединения (VIb), (VId), (VIe),
(VIf) и (VIIIe) (топ-5) показывают высокие значе-
ния биофизических показателей комплексообра-

зования по сравнению с остальными соединени-
ями. Необходимо отметить, что взаимодействие
соединения (VIIId) с GABAA-рецептором не на-
блюдается (рис. 1).

Взаимодействия в системе лиганд–мишень
для всех исследуемых соединений с GABAA-ре-
цептором осуществляются в основном за счет
гидрофобных связей и электростатических сил,
при этом у некоторых соединений наблюдается
присутствие водородных связей. Рассчитанные
биофизические показатели комплексообразова-
ния для соединений топ-5 приведены в табл. 4.

Кластерный анализ мест связывания для со-
единений, показывающих наилучший результат
при комплексообразовании с GABAA-рецепто-
ром, свидетельствует о том, что связывание осу-
ществляется в двух местах (рис. 2), оба места на-
ходятся во внеклеточном домене интерфейса
ECD (extracellular domen) и затрагивают два из-
вестных для малых молекул субсайта с вовлечени-
ем цепей A, B, C и D [12]. Первый сайт связыва-
ния – бензамидиновый сайт субсайта 1 интер-
фейса ECD, образованный аминокислотными
остатками, включенными в цепи B и C, а также C

Таблица 2. Исследовательская активность соединений (VIc), (VIe), (VIf), (VIIIe) и препарата сравнения
диазепама в тесте “открытое поле” на крысах (n = 30)

Примечание: приведены средние значения и стандартная ошибка (р = 0.05).
* Статистически достоверные изменения по сравнению с контролем при уровне значимости р ≤ 0.05.

Соединение Доза, мг/кг
Количество (в абсолютных значениях за 5 мин)

горизонтальных 
перемещений

вертикальных 
перемещений

обследованных 
ячеек

Контроль (эмульгатор) – 55.0 ± 12.5 6.4 ± 2.1 8.6 ± 2.3
(VIc) 50 124.3 ± 8.5* 12.0 ± 2.4* 25.5 ± 4.2*
(VIe) 50 77.0 ± 5.3* 10.8 ± 2.2* 14.2 ± 3.4*
(VIf) 50 126.4 ± 9.6* 11.8 ± 2.7* 28.2 ± 5.5*

(VIIIe) 50 102.8 ± 5.6* 9.6 ± 1.8* 22.2 ± 7.6*
Диазепам 2 135.6 ± 4.2* 13.5 ± 3.7* 14.5 ± 3.3*

Таблица 3. Влияние соединений (VIc), (VIe), (VIf), (VIIIe) и препарата сравнения диазепама в тесте “приподня-
тый крестообразный лабиринт” (5 мин исследований) на мышах (n = 30)

Примечание: приведены средние значения и их доверительные интервалы при р ≤ 0.05.
* Различия статистически достоверны по сравнению с контролем.

Соединение Доза, 
мг/кг

Время нахождения 
в закрытых 
рукавах, с

Число заходов в 
закрытые рукава, с

Время нахождения 
в центре, с

Время нахождения в 
открытых рукавах, с

Контроль – 293.2 (261.8–328.4) 5.8 (5.1–6.67) 3.0 (2.6–3.45) 3.8 (3.17–4.56)
(VIc) 50 164.0 (136.7–196.8)* 4.0 (3.3–4.8)* 54 (45–64.8)* 82.0 (72.6–92.7)*
(VIe) 50 199.0 (160.1–237.9)* 8.8 (5.0–12.6) 95.0 (79.8–110.2)* 6.0 (2.8–9.2)*
(VIf) 50 142.0 (123.5–163.3)* 3.6 (3.1–4.1)* 59 (51.3–67.8)* 99.0 (82.5–110.4)*
(VIIIe) 50 248.8 (216.3–286)* 4.8 (4.25–5.4) 34 (29.6–39.1)* 17.2 (14.3–20.6)*
Диазепам 2 213.2 (177.7–255.8)* 5.5 (4.58–6.6) 50.8 (42.3–61)* 36.0 (31.3–41.4)*
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и D [13]. Второй сайт связывания – субсайт 3 ин-
терфейса ECD, характеризующийся связыванием
соединений, которое оказывает ингибирующее
действие на мишень. Второй сайт связывания –
специфический сайт связывания для катионов,
он обычно формируется между α+/β– субъедини-
цами цепей с вовлечением аминокислотных
остатков в позициях 127, 137 и 184 [14]. Соедине-
ния (VIb), (VId), (VIe) и (VIIIe) связываются с суб-
сайтом 1. Соединения (VId) и (VIe) связываются в
субсайте 1, образованном цепями B и C. У соеди-
нения (VIe) наблюдается присутствие возможных
водородных связей с расстоянием 2.9 и 3.3 Å.
Первый образуется между фтором ароматическо-
го кольца (VIe) и Gln64 цепи B с углом 51.2°, а вто-
рой – между Thr202 цепи C с углом 60.0°. У двух
соединений наблюдаются также гидрофобные и
электростатические силы при комплексообразо-
вании с аминокислотными остатками Asp43,
Tyr62, Thr176, Phe200, Ala201 и Tyr205 (рис. 3).

Что касается соединений (VIb) и (VIIIe), то они
связываются в субсайте 1 цепей C и D ECD (рис. 4).
У соединения (VIIIe) наблюдается как гидрофоб-
ный, так и электростатический тип связей, при
этом взаимодействия с соединением (VIb) имеют
исключительно гидрофобный характер. У данных
соединений водородных связей при комплексо-
образовании не наблюдается. Построенные кон-
формационные карты комплексообразования
свидетельствуют о том, что аминокислотные
остатки, вовлеченные в процесс комплексообра-
зования, отличаются. Соединение (VIb) связыва-
ется с Thr176 и Tyr205, у соединения (VIIIe) такие
связи отсутствуют.

Для идентификации механизмов действия со-
единений, связывающихся с субсайтом 1 интер-
фейса ECD, были выявлены аминокислотные
остатки, входящие в процесс комплексообразо-
вания. Результаты свидетельствуют о том, что
аминокислотные остатки Asp43, Phе200 и Ala201 у
всех четырех лигандов идентичны. С остатками
Thr176 и Tyr205 взаимодействие не наблюдается
только у соединения (VIIIe) (табл. 5). Эти остатки

Рис. 1. Рассчитанные константы связывания исследуемых соединений с GABAA-рецептором (PDBID: 4COF).
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Таблица 4. Биофизические параметры комплексооб-
разования соединений, показавших наилучший ре-
зультат при взаимодействии с GABAA-рецептором
(PDBID: 4COF)

Соединение
Энергия 

связывания,
ккал/моль

Константа 
связывания

Кb

(VIb) –9.01 ± 0.45 3.70 × 106

(VId) –8.80 ± 0.44 2.59 × 106

(VIe) –9.10 ± 0.45 4.29 × 106

(VIf) –9.20 ± 0.46 5.08 × 106

(VIIIe) –8.37 ± 0.41 1.25 × 106

Таблица 5. Ключевые аминокислотные остатки, вхо-
дящие в процесс комплексообразования, для соедине-
ний (VIb), (VId), (VIe) и (VIIIe) при взаимодействии с
субсайтом 1 интерфейса ECD

Соеди-
нение

Аминокислотный остаток

Asp43 Tyr62 Thr176 Phе200 Ala201 Tyr205

(VIb) + – + + + +
(VId) + + + + + +
(VIe) + + + + + +

(VIIIe) + + – + + –
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играют ключевую роль при связывании малых
молекул с субсайтом 1 ECD [15].

Взаимодействие соединения (VIf) в субсайте 3
осуществляется в основном за счет гидрофобных
сил с вовлечением аминокислотных остатков
Val50, Met55, Ala135, Met137 и Pro184 (рис. 5). На-

блюдается также электростатическое взаимодей-
ствие с Pro273 и Lys274.

Необходимо отметить, что из топ-5 соедине-
ние (VIf) имеет самое высокое значение констант
связывания (Кb = 5.08 × 106). На основе получен-
ных пространственно-энергетических парамет-

Рис. 3. Суперпозиционирование положений соединений (VId) (фиолетовый) и (VIe) (красный) в субсайте 1 цепей B и C
ECD GABAA-рецептора.
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Рис. 2. Кластерный анализ мест связывания топ-5 соединений с GABAA-рецептором.
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ров данное соединение можно классифицировать
как ингибитор GABAA-рецепторов [16].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали коммерческие реакти-

вы фирм Fluka (Германия) и Sigma-Aldrich
(США). Растворители очищали по стандартным
методикам. Температуры плавления определяли
на микронагревательном столике марки Boetius
(Германия). Элементный анализ проводили на
приборе Elemental Analyzer Euro EA 3000

(EuroVector, Германия). ИК-спектры регистриро-
вали на спектрометре Nicolet Avatar 330 FT-IR
(Thermo Scientific, США) в вазелиновом масле,
спектры ЯМР 1Н и 13С (δ, м.д.; КССВ J, Гц) –
на спектрометре Mercury 300 Vx (Varian, США) с
частотой 300 и 75.462 МГц соответственно в
DMSO-d6/CCl4, 1/3, стандарт – тетраметилсилан.

Данные элементного анализа и спектральные
данные для всех синтезированных соединений
приведены в дополнительных материалах.

Рис. 4. Суперпозиционирование положений соединений (VIb) (желтый) и (VIIIe) (синий) в субсайте 1 цепей C и D
ECD GABAA-рецептора.
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Рис. 5. Пространственное расположение и конформационная карта комплексообразования соединения (VIf) в суб-
сайте 3 ECD GABAA-рецептора.
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5,6-Диметил-2-оксо-1,2-дигидропиридин-3-кар-
бонитрил (II). К этилату натрия (2.3 г (0.1 моль) на-
трия в 50 мл абсолютного этанола, охлажденного до
0°С), при перемешивании добавляли по каплям 7.2
г (0.1 моль) метилэтилкетона (I), затем 22.4 г
(0.3 моль) этилформиата. Смесь оставляли при
комнатной температуре на сутки. На следующий
день к смеси при охлаждении (0−5°С) добавляли 50
мл воды и раствор, полученный растворением 8.4 г
(0.08 моль) цианоацетамида в 30 мл воды. К полу-
ченной реакционной смеси добавляли 2 мл диэтил-
амина и нагревали в течение 6 ч, поддерживая тем-
пературу не выше 35°С. После охлаждения полу-
ченные кристаллы отфильтровывали, промывали
водой, эфиром, перекристаллизовывали из спирта.
Выход 31%, т. пл. 292°С.

5,6-Диметил-2-хлоро-3-цианопиридин (III).
Смесь 1.5 г (0.01 моль) соединения (II) и 35 мл
хлорокиси фосфора нагревали на кипящей водя-
ной бане в течение 8 ч. Затем избыток хлорокиси
фосфора отгоняли в вакууме, остаток подщелачи-
вали водным раствором NaOH при охлаждении
ледяной водой, выпавшие кристаллы отфильтро-
вывали, промывали водой, перекристаллизовы-
вали из смеси CHCl3−EtOH (3 : 1). Выход 71%,
т. пл. 100–101°С.

Этил-3-амино-5,6-диметилтиено[2,3-b]пиридин-
2-карбоксилат (IV). К этилату натрия, приготовлен-
ному из 0.23 г (0.01 моль) металлического натрия и
25 мл абсолютного этанола, при перемешивании
добавляли по каплям 1.2 г (0.01 моль) этилового
эфира тиогликолевой кислоты и 1.7 г (0.01 моль) со-
единения (III). Реакционную смесь кипятили при
перемешивании в течение 6 ч. Затем растворитель
отгоняли, добавляли 10 мл воды, выпавшие кри-
сталлы отфильтровывали, промывали водой, эфи-
ром, перекристаллизовывали из смеси CH-
Cl3−EtOH (4 : 1). Выход 75%, т. пл. 249–250°С.

7,8-Диметилпиридо[3',2':4,5]тиено[3,2-d]пири-
мидин-4(3H)-он (V). Смесь 2.5 г (0.01 моль) соеди-
нения (IV) и 20 мл формамида нагревали в тече-
ние 2 ч при 190–200°С. После охлаждения к смеси
добавляли 20 мл воды, выпавшие кристаллы от-
фильтровывали, промывали водой, эфиром, пе-
рекристаллизовывали из смеси CHCl3−EtOH (5 : 1).
Выход 92%, т. пл. >350°С.

Общая методика получения соединений (VIa–f).
Смесь 2.3 г (0.01 моль) соединения (V), 1.7 г
(0.012 моль) поташа и 10 мл абсолютного ДМФA
кипятили в течение 1 ч. После охлаждения к сме-
си добавляли 0.012 моль соответствующего гало-
генпроизводного и кипятили в течение 2 ч. Затем
смесь охлаждали, добавляли ледяную воду, полу-
ченные кристаллы отфильтровывали, промывали
водой, эфиром, перекристаллизовывали из эта-
нола.

7,8-Диметил-3-(3-метилбутил)пиридо[3',2':4,5]-
тиено[3,2-d]пиримидин-4(3H)-он (VIa). Выход
72%, т. пл. 160–161°С.

7,8-Диметил-3-(2-фенилэтил)пиридо[3',2':4,5]-
тиено[3,2-d]пиримидин-4(3H)-он (VIb). Выход
73%, т. пл. 184–185°С.

2-(7,8-Диметил-4-оксопиридо[3',2':4,5]тиено-
[3,2-d]пиримидин-3(4H)-ил)ацетамид (VIc). Вы-
ход 85%, т. пл. >310°С.

3-(2-Хлорбензил)-7,8-диметилпиридо[3',2':4,5]-
тиено[3,2-d]пиримидин-4(3H)-он (VId). Выход
69%, т. пл. 206–207°С.

3-(2-Фторбензил)-7,8-диметилпиридо[3',2':4,5]-
тиено[3,2-d]пиримидин-4(3H)-он (VIe). Выход
64%, т. пл. 203–204°С.

N-(3-Хлорфенил)-2-(7,8-диметил-4-оксопи-
ридо[3',2':4,5]тиено[3,2-d]пиримидин-3(4H)-ил)-
ацетамид (VIf). Выход 70%, т. пл. 302–303°С.

4-Хлоро-7,8-диметилпиридо[3',2':4,5]тиено-
[3,2-d]пиримидин (VII). Смесь 2.3 г (0.01 моль) со-
единения (V), 2 мл абсолютного пиридина и 30 мл
хлорокиси фосфора нагревали в течение 4 ч при
105°С. Избыток хлорокиси фосфора отгоняли в
вакууме, к остатку при охлаждении льдом и солью
добавляли 20 мл ледяной воды. Затем смесь ней-
трализовывали 25%-ным водным раствором ам-
миака, выпавшие кристаллы отфильтровывали,
промывали водой, перекристаллизовывали из
этанола. Выход 68%, т. пл. 185–186°С.

Общая методика получения соединений (VIIIa–f).
Смесь 2.5 г (0.01 моль) соединения (VII) и 0.012 моль
соответствующего амина в 10 мл абсолютного
этанола кипятили в течение 6 ч. После отгонки
растворителя остаток обрабатывали холодной во-
дой, выпавшие кристаллы отфильтровывали,
промывали водой, эфиром, перекристаллизовы-
вали из смеси CHCl3−EtOH (3 : 1).

N-Изопропил-7,8-диметилпиридо[3',2':4,5]ти-
ено[3,2-d]пиримидин-4-амин (VIIIa). Выход
64%, т. пл. 269–270°С.

N-(2-Метоксиэтил)-7,8-диметилпиридо[3',2':4,5]-
тиено[3,2-d]пиримидин-4-амин (VIIIb). Выход 62%,
т. пл. 159–160°С.

4-(4-Этилпиперазин-1-ил)-7,8-диметилпири-
до[3',2':4,5]тиено[3,2-d]пиримидин (VIIIc). Вы-
ход 58%, т. пл. 109–110°С.

7,8-Диметил-4-морфолин-4-илпиридо[3',2':4,5]-
тиено[3,2-d]пиримидин (VIIId). Выход 73%, т. пл.
174–175°С.

7,8-Диметил-4-пиперидин-1-илпиридо[3',2':4,5]-
тиено[3,2-d]пиримидин (VIIIe). Выход 76%, т. пл.
132–133°С.

7,8-Диметил-4-пиперазин-1-илпиридо[3',2':4,5]-
тиено[3,2-d]пиримидин (VIIIf). Выход 62%, т. пл.
95–96°С.

Экспериментальные животные. Биологические
свойства полученных соединений изучали in vivo
на животных двух видов: белых беспородных мы-
шах (n = 280, масса 18–24 г) и белых беспородных
крысах (n = 30, масса 130–140 г) обоего пола, по-
лученных из вивария Института тонкой органи-
ческой химии им. А.Л. Мнджояна (Армения).
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Нейротропные свойства исследуемых соедине-
ний. Противосудорожную и прогностическую
транквилизирующую активность 12 соединений
изучали по влиянию соединений на клонические
подергивания и судороги, вызываемые подкож-
ным введением коразола (в дозе 90 мг/кг, 0.2 мл)
мышам (пентилентетразол, Acros Organics, США)
[17–19]. Соединения вводили внутрибрюшинно в
обьеме 0.2 мл в следующих дозах: 12.5, 25, 50, 75 и
100 мг/кг. Каждую дозу соединений по каждому
тесту изучали на шести животных. Животным
контрольной группы внутрибрюшинно вводили
эмульгатор (суспензия Tween-80 с карбоксиме-
тилцеллюлезой, 0.2 мл). Препаратами сравнения
служили противосудорожный препарат из груп-
пы сукцинимидов этосуксимид (Neuraxpharm
Arzneimittel GmbH, Германия) и известный тран-
квилизатор диазепам (Polfa, Польша). Последний
препарат был взят для сравнения в связи с тем,
что у некоторых производных пиридотиенопири-
мидинов обнаруженo антитревожное действие
[20, 21]. Препараты сравнения применялись вну-
трибрюшинно в том же обьеме и в тех же услови-
ях, как и исследованные соединения. Диазепам
вводили в дозах 0.1, 0.2, 0.5 и 1.0 мг/кг, а этосукси-
мид – в дозах 100, 150, 200 и 300 мг/кг.

Для отобранных соединений изучали также
исследовательскую активность при регистрации
спонтанного двигательно-исследовательского
поведения в модифицированном тесте “открытое
поле” на крысах (в каждой группе по шесть жи-
вотных). Использовали установку, имеющую от-
верстия (ячейки), дно которой разделено на квад-
раты. Опыты проводили в дневное время при есте-
ственном освещении. Исследуемые соединения
вводили крысам внутрибрюшинно в наиболее эф-
фективной противосудорожной дозе – 50 мг/кг, в
объеме 0.2 мл. Животным контрольной группы
вводили эмульгатор (суспензия Tween-80 с
карбоксиметилцеллюлозой) в объеме 0.2 мл. В те-
чение 5 мин эксперимента у животных опытной и
контрольной групп определяли количество гори-
зонтальных перемещений (пересечений квадра-
тов), обнюхиваний ячеек и вставания на задние
лапки (вертикальные перемещения) [22, 23].

Антитревожное, седативное и антидепрессив-
ное действие изучали в тесте “приподнятый кре-
стообразный лабиринт” (ПКЛ) на мышах, разра-
ботанном Pellow et al. (1986) [24, 25]. ПКЛ – это
приподнятая над полом крестообразная установ-
ка, имеющая по паре расположенных друг напро-
тив друга открытых и закрытых рукавов. В норме
животные предпочитают большую часть времени
проводить в закрытых (темных) рукавах лабирин-
та. При этом фиксируется время, проведенное в
закрытом рукаве, количество попыток зайти в за-
крытые рукава и время нахождения в центре уста-
новки. В вышеуказанной модели исследуемые со-
единения и сравниваемые препараты вводили
внутрибрюшинно до проведения экспериментов.

Животным контрольной группы вводили эмуль-
гатор в объеме 0.2 мл. Результаты эксперимента
обрабатывали статистически (р ≤ 0.05).

Изучено также побочное нейротоксическое
(миорелаксантное) действие соединений на мы-
шах в дозах 50–100 мг/кг при внутрибрюшинном
введении, а также препаратов сравнения (этосук-
симид и диазепам) в эффективных противосудо-
рожных дозах. Миорелаксацию мышей исследо-
вали в тесте “вращающийся стержень” [17, 26].
Мышей сажали на металлический стержень с
гофрированным резиновым покрытием, который
вращался со скоростью 5 об/мин. Определяли
число животных, не способных удерживаться на
нем в течение 2 мин. Для определения ED50 (эф-
фективных доз, вызывающих противосудорож-
ный эффект у 50% животных) использовали ста-
тистический метод пробит-анализа по Литчфиль-
ду и Уилкоксону [27].

Установки для тестов “открытое поле”, “при-
поднятый крестообразный лабиринт” и “враща-
ющийся стержень” были изготовлены в инженер-
ном отделе Института тонкой органической хи-
мии им. А.Л. Мнджояна (Армения).

Молекулярный докинг. Молекулярные модели
исследуемых соединений были сконструированы
с помощью программного пакета ChemOffice
(Cambridgesoft). Энергетическую минимизацию
моделей осуществляли с использованием силово-
го поля ММ2 [28]. В качестве мишени использо-
вали молекулярную модель GABAА-рецептора из
базы данных RCSB с идентификационным номе-
ром PDBID: 4COF [29]. Для молекулярного до-
кинга была выбрана программа AutodockVina
[30]. В качестве методологии применяли парный
докинг с использованием “слепого способа”.
In silico эксперимент проводили десятикратно с
20 начальными конформерами при континууме
исчислений (exhaustiveness) 500, объем простран-
ственного бокса не превышал 27000 Å3. Отбор
наилучших конформеров осуществляли на осно-
ве среднеквадратичного отклонения атомов со
значением RMSD ≤ 2 Å [31]. Кластеризацию дан-
ных проводили на основе алгоритма FOREL в
среде Python [32]. Статистический анализ резуль-
татов in silico экспериментов осуществляли с уче-
том стандартных отклонений, средних значений,
стандартных средних ошибок. Конформацион-
ный анализ комплексообразования проводили с
использованием BIOVIA Discovery Studio Visuali-
zer [33]. Расчет константы связывания осуществ-
ляли с использованием уравнения:

где ΔGcalc – энергия взаимодействия, R – газовая
постоянная, T – абсолютная температура, K –
константа связывания.

( )calc
1ln ,G RT
K

Δ = −
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработаны методы синтеза новых конденси-

рованных производных пиридо[3',2':4,5]тие-
но[3,2-d]пиримидинов. Осуществлена реакция
Ниментовского взаимодействием этил-3-амино-
5,6-диметилтиено[2,3-b]пиридин-2-карбоксила-
та с формамидом.

Исследование нейротропных свойств 12 син-
тезированных производных позволило обнару-
жить у многих представителей этого ряда (восемь
соединений) противосудорожное действие по ан-
тагонизму с коразолом. Соединения по противо-
судорожному действию превосходили этосукси-
мид, но уступали диазепаму. В противосудорож-
ных дозах соединения не проявляли центральную
миорелаксирующую активность, как и этосукси-
мид, в отличие от транквилизатора диазепама.
Все отобранные соединения, как и диазепам, об-
ладали активирующим и анксиолитическим дей-
ствием в поведенческом тесте “открытое поле”.
Полученные данные в тесте ПКЛ говорят об ан-
титревожной активности всех отобранных соеди-
нений в дозе 50 мг/кг, как и диазепама в дозе
2 мг/кг.

В результате молекулярного докинга был вы-
делен топ-5 соединений с высокими значениями
биофизических показателей комплексообразова-
ния по сравнению с остальными соединениями.
Показано, что взаимодействиe соединений с
GABAA-рецептором осуществляется в основном
за счет гидрофобных связей и электростатиче-
ских сил. С использованием кластерного анализа
также установлено, что связывание соединений
при комплексообразовании с GABAA-рецептора-
ми осуществляется в двух местах: бензамидино-
вом сайте субсайта 1 и субсайте 3 интерфейса
ECD. На основе полученных пространственно-
энергетических параметров можно сделать вывод
об ингибиторном действии исследуемых соеди-
нений на GABAA-рецепторы.

При изучении связи между химическим строе-
нием и биологической активностью синтезирован-
ных соединений было установлено, что наиболее
выраженными противосудорожными свойствами
обладают пиридо[3',2':4,5]тиено[3,2-d]пиримиди-
ноны, в отличие от пиридо[3',2':4,5]тиено[3,2-d]пи-
римидинов, что немаловажно в плане целенаправ-
ленного поиска новых биологически активных со-
единений с нейротропным действием.

Полученные производные пиридо[3',2':4,5]ти-
ено[3,2-d]пиримидинов представляются пер-
спективными для разработки новых эффектив-
ных нейротропных препаратов.

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА
In silico исследования 16 новых соединений и син-

тез функционально замещенных пиридинов выполне-
ны при финансовой поддержке Комитета по науке

Республики Армения в рамках научного проекта
№ 20TTWS-1D032.
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Synthesis, Neurotropic Activity and Molecular Docking 
of New Condensed Derivatives of Thieno[2,3-b]pyridine

V. V. Dabaeva*, M. R. Baghdasaryan*, R. G. Paronikyan*, I. M. Nazaryan*, A. G. Hakobyan*,
L. S. Hunanyan**, E. G. Paronikyan*, and Sh. Sh. Dashyan*, #

#Phone: +374 91-260-999; e-mail: shdashyan@gmail.com
*Scientific and Technological Center of Organic and Pharmaceutical Chemistry,

National Academy of Science of the Republic of Armenia, prosp. Azatutyan 26, Yerevan, 0014 Armenia
**Russian-Armenian University, Institute of Biomedicine and Pharmacy, ul. О. Emina 123, Yerevan, 0051 Armenia

Methods for the preparation of new condensed derivatives of pyrido[3',2':4,5]thieno[3,2-d]pyrimidines based
on 5,6-dimethyl-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile have been developed. The Niementowski reac-
tion was carried out by the interaction of ethyl 3-amino-5,6-dimethylthieno[2,3-b]pyridine-2-carboxylate
with formamide. The neurotropic activity of the obtained compounds was studied in in vivo studies on out-
bred animals. At 8 representatives of this series, an anticonvulsant effect of antagonism with corazole was
found. Four selected compounds had anxiolytic and behavior-activating effects. Molecular docking of new
16 synthesized compounds was carried out to predict the interaction of the studied compounds with the
GABAA receptor. Five compounds were isolated, the complexation of which with the GABAA receptor occurs
in two places: the benzamidine site of subsite 1 and subsite 3 of the ECD interface, which characterizes new
compounds with an inhibitory effect on the target.

Keywords: thieno[2,3-b]pyridine, pyrido[3',2':4,5]thieno[3,2-d]pyrimidine, Nimentovsky reaction, neurotropic
activity, docking analysis
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ВЛИЯНИЕ МЕТИЛ-β-ЦИКЛОДЕКСТРИНА НА ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ 
ФТОРХИНОЛОНОВ С СЫВОРОТОЧНЫМ АЛЬБУМИНОМ ЧЕЛОВЕКА
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Исследовано влияние природы фторхинолонов (на примере ципрофлоксацина и левофлоксацина)
и их комплексообразования с метил-β-циклодекстрином на взаимодействие лекарственного препа-
рата с сывороточным альбумином человека. Установлено, что на связывание лекарственной моле-
кулы с альбумином существенно влияет структура фторхинолона, а также присутствие метил-β-цик-
лодекстрина. С применением методов кругового дихроизма и флуоресцентной спектроскопии было
установлено, что из двух фторхинолонов с белком сильнее взаимодействует более гидрофобная мо-
лекула ципрофлоксацина. Также было показано, что связывание альбумина с лекарством вызывает
тушение флуоресценции белка, причем данный эффект более выражен для ципрофлоксацина.
Комплексообразование фторхинолонов с метил-β-циклодекстрином приводит к изменению харак-
тера взаимодействия фторхинолонов с белком: в случае комплексов наблюдаются более выражен-
ные взаимодействия для левофлоксацина. Полученные результаты открывают новые перспективы
использования фторхинолонов в клинической практике путем разработки высокоэффективных
препаратов с усовершенствованными свойствами.

Ключевые слова: сывороточный альбумин человека, фторхинолоны, метил- -циклодекстрин, флуорес-
центная спектроскопия
DOI: 10.31857/S0132342322010146

ВВЕДЕНИЕ
Фторхинолоны (ФХ) – один из крупнейших

классов антибактериальных препаратов [1], ши-
роко используемых в медицине [2]. ФХ обладают
рядом важных физико-химических свойств анти-
бактериального препарата: 1) широким спектром
активности, который включает грамотрицатель-
ные и грамположительные аэробные и анаэроб-
ные бактерии, а также микобактерии; 2) химиче-
ской и биологической стабильностью; 3) разно-
образными способами введения в организм [3].

Действие ФХ основано на избирательном ин-
гибировании ДНК-гиразы (топоизомеразы II ти-
па) и топоизомеразы IV, что позволяет блокиро-
вать репликацию ДНК микроорганизмов, при
этом ДНК клеток млекопитающих не затрагива-
ется из-за высокой специфичности ФХ к бакте-
риальным ферментам. Блокирование ДНК-гира-
зы приводит к прекращению деления бактери-

альных клеток и их гибели [4]. Несмотря на
высокую эффективность ФХ, длительная терапия
и высокие дозировки препарата могут приводить
к ряду побочных эффектов, снижения вероятно-
сти появления которых можно добиться создани-
ем высокоэффективных систем доставки. Пер-
спективным вариантом таких систем могут быть
комплексы ФХ с циклодекстринами (ЦД) [5].

ЦД и их производные представляют большой
интерес для фармацевтической промышленно-
сти. Они способствуют увеличению растворимо-
сти [6, 7], биодоступности и стабильности лекар-
ственных препаратов, уменьшают токсичность,
позволяют варьировать фармакокинетические
свойства биологически активных молекул [1, 8].
Несмотря на широкое использование лекар-
ственных формуляций на основе ЦД, взаимодей-
ствие комплексов с биологическими веществами
требует более детального рассмотрения. Для
успешного использования ФХ и их комплексов с
ЦД в медицинской практике необходимо изучить
их взаимодействие с белками плазмы крови, с ко-
торыми формуляции неизбежно взаимодейству-
ют на пути к очагу инфекции при внутривенном
введении в организм. Большинство лекарств цир-

β

Сокращения: ЛВ – левофлоксацин; М-β-ЦД – метил-β-
циклодекстрин; ФХ – фторхинолон; ЦД – циклодекстрин;
ЦФ – ципрофлоксацин; ЧСА – сывороточный альбумин
человека.

# Автор для связи: (тел.: +7 (977) 713-21-54; эл. почта:
Yakupova.Linara@mail.ru).
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кулирует в кровотоке, обратимо связываясь с бел-
ками плазмы. Связывание лекарств с другими
белками плазмы (например, липопротеинами
высокой и низкой плотности) происходит в го-
раздо меньшей степени [9].

Сывороточный альбумин человека (ЧСА) –
основной белок в плазме крови. ЧСА представля-
ет собой глобулярный многофункциональный
белок, состоящий из трех фрагментов: доменов I
(1–195 а.о.), II (196–383 а.о.) и III (384–585 а.о.)
(рис. 1). Они топологически идентичны и имеют
сходную третичную структуру [10, 11], но каждый
фрагмент обеспечивает специфические структур-
ные и функциональные характеристики [12].

ЧСА связывает и переносит различные веще-
ства, такие как гормоны, жирные кислоты, лекар-
ственные молекулы и др. [12]. В основном он свя-
зывается с кислотными и нейтральными, анион-
ными лекарствами [9, 13]. В структуре ЧСА на
данный момент известны семь сайтов связыва-
ния, из них можно выделить два основных, в ко-
торых связываются лекарственные молекулы:

Sudlow 1 в субдомене IIA и Sudlow 2 в субдомене
IIIA [13, 14]. Как правило, для каждого лекарства
характерен один или два сайта связывания с ЧСА:
так, ацетилсалициловая кислота (аспирин) прак-
тически равномерно распределяется между суб-
доменами IIA и IIIA [15]. Известно, что ФХ свя-
зываются с ЧСА в субдомене IIA, вблизи области
связывания хлороформа [12]. Для изучения сайта
связывания лекарственных молекул с ЧСА приме-
няют различные спектральные методы, например,
флуоресцентную спектроскопию с использованием
специальных меток, таких как дансил-L-аспарагин,
дансил-L-аргинин и дансил-L-глутамат [12].

ЧСА обеспечивает перенос лекарственных мо-
лекул к почкам, кишечнику, печени и другим ор-
ганам [10]. Для многих препаратов описано изме-
нение фармакокинетических и фармакодинами-
ческих свойств, а также биораспределения при
связывании с ЧСА [9].

Несмотря на то, что взаимодействие ЧСА с ФХ
активно изучается, влияние особенностей струк-
туры ФХ, а особенно их комплексов ФХ–ЦД, на

Рис. 1. Структура сывороточного альбумина человека и сайты связывания с лигандами [13].
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взаимодействие лекарства с ЧСА – актуальная и
пионерская область для исследований.

Цель данной работы – изучение влияния ме-
тил-β-циклодекстрина (М-β-ЦД), широко ис-
пользуемого в биомедицине, на связывание ЧСА
с ФХ (ципрофлоксацином и левофлоксацином),
имеющими различную архитектуру. Для анализа
данных взаимодействий был использован ком-
плекс спектроскопических методов, которые
позволяют определить основные параметры свя-
зывания. Кроме того, важно изучить, как проис-
ходит связывание ЧСА с ФХ при различных
мольных соотношениях ФХ : белок. Один из спо-
собов применения препарата – внутривенное
введение, при этом дозировки препарата состав-
ляют ~200−400 мг, максимальная концентрация в
крови достигает значений ~2.8–6.7 мг/л [16].
Нормальный уровень ЧСА у взрослого человека –
35–50 г/л. Следовательно, мольное соотношение
ФХ к ЧСА после полного распределения состав-
ляет от 1 : 25 до 1 : 40. Но, поскольку препарат вво-
дится локально, это соотношение может карди-
нально изменяться, и необходимо рассматривать
также и большие избытки ФХ по отношению к
ЧСА, при которых механизм взаимодействия ле-
карственных препаратов с белком может быть
другим.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В структурной организации молекул лево-
флоксацина (ЛВ) и ципрофлоксацина (ЦФ) есть
несколько принципиальных отличий, которые
обусловливают различия в химических свойствах
(рис. 2). Во-первых, ЛВ обладает дополнитель-
ным гетероциклом, содержащим атом кислорода,
неподеленная электронная пара которого спо-
собна вступать в сопряжение со всей ароматиче-
ской системой молекулы, тем самым увеличивая
делокализацию π-электронной плотности и, как
следствие, гидрофильность молекулы. Во-вто-
рых, азот, располагающийся в пара-положении к
атому фтора, в структуре ЛВ имеет зафиксиро-
ванное циклом окружение, что препятствует его
инверсии и увеличивает вероятность вовлечения
неподеленной электронной пары в сопряжение

ароматического остова, аналогичным образом

отражающееся на гидрофильности ФХ. Следует

отметить, что более гидрофобные лекарства име-

ют большее сродство к ЧСА [9], поэтому следует

ожидать, что ЦФ будет сильнее взаимодействовать

с альбумином. Также важно подчеркнуть, что в

условиях, близких к физиологическим (0.01 М на-

трий-фосфатный буферный раствор, рН 7.4), ФХ

находятся в растворе в форме цвиттер-ионов, т.к.

имеют на противоположных концах молекул

функциональные группы, зависящие от рН среды

[17, 18].

Комплексообразование между ФХ и ЦД про-

исходит за счет погружения ароматического осто-

ва лекарственной молекулы в полость ЦД, при

этом положительно заряженный при pH 7.4 пипе-

разиновый фрагмент остается снаружи [6], а

карбоксильная группа становится менее доступ-

ной для взаимодействия с другими лигандами.

При комлексообразовании ФХ с ЦД морфолино-

вый фрагмент в структуре ЛВ способствует более

полному погружению лекарственной молекулы в

полость ЦД, чем в случае ЦФ. При этом анионная

группа ЛВ оказывается снаружи молекулы-хозя-

ина. По этой причине карбоксильные группы в

молекулах ФХ экранированы по-разному. Дан-

ный факт может оказывать значительное влияние

на связывание комплексов ФХ–М-β-ЦД с ЧСА,

т.к. именно кислотные, анионные лекарства име-

ют большее сродство к ЧСА [9, 12, 13].

Взаимодействие ЧСА с фторхинолонами и их
комплексами с метил-β-циклодекстринами. Для

изучения механизма взаимодействия ЧСА с ле-

карственными препаратами в работе были иссле-

дованы растворы комплексов ФХ с белком (двух-

компонентные системы), а также ФХ–ЦД с ЧСА

(трехкомпонентные системы) методом флуорес-

центной спектроскопии. Данный метод нашел

широкое применение в изучении биологических

систем, т.к. он обладает высокой чувствительно-

стью, дает возможность исследовать несколько

веществ в одной системе, позволяет работать с

живыми клетками, имеет высокую скорость отве-

та и небольшой расход реагентов [19].

Рис. 2. Структурные формулы фторхинолонов: левофлоксацина и ципрофлоксацина (при рН 7.4) [21].
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Рис. 3. (а) – Спектр эмиссии флуоресценции ЧСА (1), ципрофлоксацина (2) и левофлоксацина (3) в концентрациях
20, 10 и 10 мкМ соответственно (рН 7.4); (б) – калибровочные зависимости для левофлоксацина (1) и ципрофлокса-
цина (2).
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Явление тушения флуоресценции белка может
быть использовано для изучения связывания мо-
лекулы лекарственного средства с альбумином.
В данной работе были изучены процессы взаимо-
действия ФХ и их комплексов с М-β-ЦД (в моль-
ном соотношении ФХ : М-β-ЦД 1 : 1) с ЧСА.

В спектрах эмиссии флуоресценции ФХ при
длине волны возбуждения 280 нм наблюдаются
ярко выраженные пики с максимумами интен-
сивности, приходящимися на 456 и 420 нм для ЛВ
и ЦФ соответственно (рис. 3а). Приведенные
спектры эмиссии флуоресценции обусловлены
наличием в структуре лекарственных молекул
ароматических фрагментов. Для максимумов
эмиссии ЛВ (λmax = 456 нм) и ЦФ (λmax = 420 нм)

были получены градуировочные зависимости
(рис. 3б) [20]. Важно отметить, что при концен-
трациях ФХ > 50 мкМ наблюдается концентраци-
онное тушение флуоресценции.

Спектр эмиссии флуоресценции ЧСА имеет
выраженный максимум интенсивности при дли-
не волны 345 нм, обусловленный наличием аро-
матических аминокислотных остатков (Trp, Tyr) в
белке. Поскольку спектры испускания ФХ и ЧСА
практически полностью разрешены, то состоя-
ния анализируемых веществ могут быть одновре-
менно изучены в двухкомпонентной системе.

С целью исследования комплексообразования
ФХ с ЧСА были получены спектры эмиссии
флуоресценции растворов, содержащих изучае-
мые вещества в широком диапазоне соотноше-
ний – от 1 : 0.5 до 1 : 20 (рис. 4а). В присутствии
антибактериальных препаратов наблюдается
снижение интенсивности спектра флуоресцен-
ции альбумина, что, вероятно, обусловлено изме-
нениями в микроокружении ароматических
остатков белка за счет взаимодействия ЧСА с ФХ.

Практически полное исчезновение пика эмиссии
флуоресценции альбумина происходит при моль-
ном избытке ЦФ, равном 1, для ЛВ максимальное
тушение наблюдается при мольном избытке, рав-
ном 5 (рис. 4б) [20]. Поскольку более существен-
ные изменения присущи более гидрофобному ле-
карству – ЦФ, есть основания полагать, что ос-
новной механизм взаимодействия ЧСА с ФХ –
гидрофобные взаимодействия. Это согласуется с
литературными данными о том, что два главных
сайта связывания альбумина IIA и IIIA имеют
гидрофобные полости, предпочтительные для вза-
имодействия с гидрофобными молекулами. Напри-
мер, в работе Ghuman et al. [21] был изучен меха-
низм связывания оксифенбутазона, фенилбутазо-
на, варфарина c ЧСА и установлено, что
лекарственные молекулы занимают центр гидро-
фобной полости в сайте связывания IIA.

Важно отметить, что положение максимума
ЧСА смещается в длинноволновую область на
10 нм в присутствии ФХ. Это может свидетель-
ствовать о том, что связывание ФХ в белке приво-
дит к конформационным изменениям в простран-
ственной структуре альбумина и образованию более
гидрофильного окружения его поверхности [22],
что говорит о наличии электростатических взаимо-
действий между заряженной поверхностью ЧСА и
молекулами ФХ, присутствующими в растворе в
виде цвиттер-ионов. Данный механизм взаимо-
действия с белком превалирует в случае ЛВ, гид-
рофильные свойства которого выше, чем у ЦФ.

Зависимость тушения эмиссии флуоресцен-
ции ЧСА от концентрации ФХ может быть описа-
на с помощью графиков Штерна–Фольмера, ко-
торые выражают зависимость F0/F от концентра-

ции тушителя (рис. 4в). Данные уравнения
позволяют получить ценную информацию о ко-
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личественном соотношении эффекта тушения
эмиссии белка и концентрации присутствующего
тушителя. Поскольку константа Штерна–Фоль-

мера для ЦФ ((2.9 ± 0.2) × 105) больше, чем для ЛВ

((2.2 ± 0.2) × 105), ЦФ – более эффективный ком-
плексообразователь для ЧСА по сравнению с ЛВ.

Комплексообразование М-β-ЦД с ФХ способ-
но существенным образом влиять на эффектив-
ность связывания лекарства с белком за счет
экранирования части молекулы лекарства, кроме
того, в случае комплекса может изменяться сайт
связывания ФХ в альбумине за счет изменения
полярности молекулы лиганда. В работе Yan et al.
[23] было показано, что свободный М-β-ЦД, в от-
личие от ФХ, незначительно увеличивает интен-
сивность флуоресценции ЧСА. В независимом
эксперименте установлено, что М-β-ЦД практи-
чески не оказывает влияния на спектр эмиссии
флуоресценции ЧСА (рис. 4г). Следовательно,

М-β-ЦД не вносит значительных изменений в
микроокружение ароматических аминокислот-
ных остатков альбумина, в отличие от ФХ. Таким
образом, можно говорить о различных механиз-
мах взаимодействия М-β-ЦД и ФХ с белком.

Также в работе Yan et al. [23] было продемон-
стрировано, что в трехкомпонентной системе
ЧСА–(арипипразол–М-β-ЦД) наблюдалось менее
выраженное тушение в спектре эмиссии белка, не-
жели в двухкомпонентной системе ЧСА–арипипра-
зол. Изучение влияния комплексообразования ФХ с
М-β-ЦД на интенсивность флуоресценции ЧСА
продемонстрировало следующие результаты: увели-
чение концентрации комплексов ФХ–М-β-ЦД вы-
зывает тушение флуоресценции альбумина, однако
насыщение для обоих ФХ происходит лишь при де-
сятикратном мольном избытке, в отличие от двух-
компонентных систем ФХ–ЧСА, для которых на-
сыщение наблюдается уже при пятикратном моль-

Рис. 4. (а) – Спектры флуоресценции системы ЧСА–левофлоксацин при мольном избытке лекарства, равном 0.5 (1),
1 (2) и 5 (3); (б) – изменение интенсивности максимума пика флуоресценции ЧСА в присутствии левофлоксацина (1)
и ципрофлоксацина (2), 0.01 М натрий-фосфатный буферный раствор (рН 7.4); (в) – зависимости Штерна–Фольмера,
выражающие эффект тушения эмиссии ЧСА F0/F (345 нм) от концентрации ципрофлоксацина (1), левофлоксацина (2),
комплекса левофлоксацина (3) и ципрофлоксацина (4) с метил-β-циклодекстрином (соотношение 1 : 1); (г) – спектр
эмиссии флуоресценции системы ЧСА–метил-β-циклодекстрин (20 и 200 мкМ соответственно) (1) и ЧСА (20 мкМ,
рН 7.4) (2).
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ном избытке. Количественная характеристика
снижения силы взаимодействия ФХ с белком в
присутствие М-β-ЦД – уменьшение значений кон-
стант Штерна–Фольмера для трехкомпонентных
систем. В случае ЦФ происходит значительное

снижение константы – (1.4 ± 0.3) × 105 для систе-
мы ЧСА−(М-β-ЦД–ЦФ), что в 2 раза меньше по
сравнению с аналогичной величиной для свобод-
ного ФХ. Для ЛВ изменение значения константы

Штерна–Фольмера ((1.8 ± 0.4) × 105 для системы
ЧСА−(М-β-ЦД–ЛВ)) не столь существенно
(табл. 1). Известно, что комплексообразование
ФХ с М-β-ЦД происходит за счет погружения
ароматического остова ФХ в гидрофобную по-
лость ЦД, при этом отрицательно заряженная
карбоксильная группа ФХ становится недоступ-
ной для взаимодействия с альбумином, для кото-
рого характерно связывание с кислотными отри-
цательно заряженными молекулами. Таким обра-
зом, можно говорить, что М-β-ЦД может
препятствовать взаимодействию ФХ с ЧСА или
же приводить к изменению механизма связыва-
ния, при этом оказывая более выраженное влия-
ние на ЦФ.

Важно отметить, что в случае систем, содержа-
щих свободный ФХ с белком, более выраженное
тушение вызывает ЦФ. При введении в раствор
М-β-ЦД картина влияния ФХ на интенсивность
флуоресценции ЧСА меняется на противополож-
ную: более ярко эффект тушения можно наблю-
дать в системе, содержащей ЛВ. Как было отмече-
но ранее, более полное погружение молекулы ФХ
в полость М-β-ЦД реализуется в случае комплек-
сообразования с ЛВ, при этом карбоксильная
группа ФХ оказывается доступной для взаимо-
действия с ЧСА. Напротив, молекула ЦФ не спо-
собна настолько глубоко входить в гидрофобную
полость М-β-ЦД, что обусловливает меньшую
доступность его кислотной группы для внешних
взаимодействий и, как следствие, приводит к
уменьшению связывания ЦФ с белком.

КД-спектроскопия. Для изучения изменений
во вторичной структуре ЧСА, происходящих при
взаимодействии альбумина с ФХ и их комплекса-
ми с ЦД, был использован метод кругового ди-
хроизма (КД). Поскольку во вторичной структуре
альбуминов в основном присутствуют α-спирали
[10], то, как и следовало ожидать, негативные
максимумы в КД-спектре наблюдаются при 208 и

220 нм, соответствующие π−π*-переходам пеп-
тидной связи в α-спиралях [24, 25]. Доля α-спи-
ралей в свободном ЧСА при pH 7.4 составляет
~64%, что согласуется с литературными данными
[26, 27]. Спектры свободных ФХ и М-β-ЦД в изу-
чаемом нами диапазоне (200–260 нм) в концен-
трации 20 мкМ имеют очень низкую интенсив-
ность, следовательно, изменения в спектре ЧСА
будут вызваны лишь взаимодействием лекар-
ственных формуляций с белком, а не “суперпози-
цией” спектров. Это позволяет изучать данную
многокомпонентную систему с точки зрения вли-
яния комплексообразования на конформацию
ЧСА.

Взаимодействие белка с лекарственными фор-
муляциями приводит к изменениям во вторичной
структуре белка. При взаимодействии ФХ с ЧСА
доля α-спиралей во вторичной структуре белка
уменьшается (на ~9–12%) за счет увеличения до-
ли неупорядоченных структур, а также увеличи-
вается вклад β-листов [26]. Стоит отметить, что
такие изменения выражены в большей степени в
системе, содержащей более гидрофобную моле-
кулу ЦФ, что согласуется с данными, полученны-
ми методом флуоресцентной спектроскопии
(табл. 2). Такие результаты позволяют полагать,
что взаимодействия между альбумином и ФХ в
основном гидрофобные.

Аналогичные изменения происходят в двух-
компонентной системе, содержащей ЧСА и
М-β-ЦД, но они менее выражены (доля α-спира-
лей уменьшается на ~6%), это также согласуется с
данными, полученными методом флуоресцент-
ной спектроскопии в работе Yan et al. [23].

В трехкомпонентных системах ЧСА–(ФХ–
М-β-ЦД) происходят не столь выраженные изме-
нения во вторичной структуре белка (доля α-спи-
ралей снизилась всего на ~3–5% по сравнению со
свободным ЧСА). В этих системах структура бел-
ка наиболее приближена к наблюдаемой у сво-
бодного ЧСА, т.е. М-β-ЦД стабилизирует исход-
ную конформацию альбумина. К аналогичным
выводам приходят Yan et al. [23] и Anand et al. [28],
анализируя влияние β-циклодекстринов на взаи-
модействие лекарственных препаратов с ЧСА и
бычьим сывороточным альбумином. Таким обра-
зом, можно говорить, что в трехкомпонентной
системе М-β-ЦД блокирует связывание ФХ с
ЧСА или, что наиболее вероятно, происходит из-

Таблица 1. Значения констант диссоциации (Kd) для комплексов фторхинолонов с метил-β-циклодекстрином и
констант Штерна–Фольмера (КШФ) для комплексов фторхинолонов с ЧСА и трехкомпонентных систем (фтор-
хинолон, метил-β-циклодекстрин и белок), рН 7.4

Фторхинолон Kd (ФХ–М-β-ЦД) [6, 8] КШФ (ФХ–ЧСА) КШФ (ФХ–М-β-ЦД–ЧСА)

Ципрофлоксацин (7.7 ± 0.3) × 10–4 (2.9 ± 0.2) × 105 (1.4 ± 0.3) × 105

Левофлоксацин (1.0 ± 0.2) × 10–4 (2.2 ± 0.2) × 105 (1.8 ± 0.2) × 105
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менение механизма или сайта связывания в аль-
бумине. Наименьшие изменения во вторичной
структуре белка наблюдаются в системе, содер-
жащей ЦФ, что согласуется с данными, получен-
ными методом флуоресцентной спектроскопии,
и объясняется менее полным погружением ЦФ в
гидрофобную полость ЦД.

Кинетика высвобождения фторхинолонов. Важ-
ная характеристика лекарственного средства –
его фармакокинетика, а взаимодействие с белком
может оказывать существенное влияние на дан-
ный параметр препарата. Поэтому была исследо-
вана кинетика высвобождения лекарственной
молекулы из комплекса с ЧСА методом равновес-
ного диализа с применением УФ-спектроскопии.
В эксперименте размер пор мембраны (масса от-
сечения 3.5 кДа) был подобран таким образом,
чтобы происходило высвобождение во внешний
раствор только низкомолекулярного ФХ.

Методом УФ-спектроскопии были исследова-
ны растворы индивидуальных веществ (ФХ и
ЧСА). Спектры ФХ имеют ярко выраженную по-
лосу поглощения с максимумом интенсивности
при длине волны 287 и 271 нм для ЛВ и ЦФ соот-
ветственно, что обусловлено π–π*-переходами
ароматического остова ФХ (рис. 5). Данные пи-
ки аналитически значимы для исследования со-
держания препаратов в растворе. Основная поло-
са поглощения ЧСА в УФ-диапазоне имеет мак-
симум при длине волны 278 нм, соответствующий
π–π*-переходам [29] остатков ароматических
аминокислот белка.

Установлено, что в условиях, близких к фи-
зиологическим (рН 7.4, 37°C), более 80% ФХ вы-
свобождается за 45 мин. Комплексообразование
ФХ с М-β-ЦД (1 : 1) приводит к незначительному
уменьшению скорости высвобождения лекар-
ственных молекул на начальном временном
участке.

Поскольку, как было показано ранее, наибо-
лее эффективное связывание ФХ наблюдается
при высоких мольных избытках лекарства отно-

сительно альбумина (в случае высокой локальной
концентрации), то взаимодействие ФХ с белком в
данных условиях должно приводить к существен-
ному замедлению высвобождения лекарства.
Действительно, при рассмотрении профиля вы-
свобождения ЦФ (рис. 6) обнаружено, что связы-
вание ЦФ с белком приводит к высвобождению
80% ЦФ за 120 мин (в 2.5 раза дольше по сравне-
нию со свободным ЦФ). Менее выраженное вли-
яние ЧСА оказывает на кинетику высвобождения
ЛВ: за 60 мин высвобождается менее 80%, вероят-
ная причина этого – меньшее сродство ЧСА к ЛВ
в сравнении с ЦФ, что было рассмотрено выше
(табл. 2). Поскольку поглощение печенью и клу-
бочковая фильтрация прямо пропорциональны
содержанию свободного лекарства, присутствую-
щего в плазме [30], то образование комплексов
альбумина с ФХ будет влиять на метаболизм и
скорость выведения лекарства, т.к. взаимодей-
ствие с белком обусловливает постепенное вы-
свобождение ФХ в плазму крови. Наиболее выра-
женное проявление данного эффекта будет на-
блюдаться при больших концентрациях ФХ, т.к.

Таблица 2. Влияние фторхинолонов и метил-β-циклодекстрина на вторичную структуру ЧСА (pH 7.4, 25°C)

Примечание: согласно литературным данным, содержание α-спиралей в ЧСА составляет 58–67% [24, 27, 31].

Система

Способ укладки, %

α-спирали β-повороты β-параллельные
β-антипарал-

лельные

неупорядочен-

ные

ЧСА 64 ±3 12 ± 1 4.8 ± 0.5 2.3 ± 0.3 16 ± 1

ЧСА–ЛВ (1 : 1) 55 ± 2 15 ± 1 5.2 ± 0.5 4.2 ± 0.5 22 ± 1

ЧСА–ЦФ (1 : 1) 52 ± 2 14 ± 1 5.1 ± 0.5 3.5 ± 0.3 23 ± 1

ЧСА–М-β-ЦД (1 : 1) 57 ± 2 14 ± 1 5.1 ± 0.5 3.6 ± 0.3 20 ± 1

ЧСА–ЦФ–М-β-ЦД (1 : 1 : 1) 61 ± 3 13 ± 1 5.0 ± 0.5 2.9 ± 0.3 18 ± 1

ЧСА–ЛВ–М-β-ЦД (1 : 1 : 1) 58 ± 2 14 ± 1 5.1 ± 0.5 3.5 ± 0.3 20 ± 1

Рис. 5. УФ-спектры ципрофлоксацина (1), ЧСА (2) и
левофлоксацина (3) в концентрациях 20 мкМ (рН 7.4).

А,
 о

.е
.

Длина волны, нм

1 2

3

240 250 260 270 280 290 300 310

0

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 1  2022

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ФТОРХИНОЛОНОВ С АЛЬБУМИНОМ 105

насыщение центров связывания альбумина про-
исходит при мольном избытке лекарства,
равном 5. Препараты, связанные с белками плаз-
мы, не могут подвергаться клубочковой фильтра-
ции, в результате чего увеличивается период по-
лувыведения лекарств, которые плохо секретиру-
ются почечными канальцами и медленно
метаболизируются в печени, что обусловливает
пролонгированность действия таких препаратов
[9, 30, 31].

Кривые высвобождения ФХ из трехкомпо-
нентных систем (соотношение компонентов
ФХ : М-β-ЦД : ЧСА составляет 10 : 10 : 1) имеют
профили, аналогичные описанным выше для
двухкомпонентных систем (табл. 3). Наблюдается
более выраженное влияние белка на ЦФ: по исте-
чении 120 мин высвобождается менее 80% препа-
рата (в 2.75 раза дольше по сравнению со свобод-
ным ЦФ). В случае ЛВ комплексообразование с
М-β-ЦД в присутствии ЧСА приводит к менее су-
щественному замедлению кинетики высвобожде-
ния ФХ, что может быть обусловлено изменением
механизма взаимодействия ФХ с ЧСА из-за при-
сутствия М-β-ЦД.

Приведенные результаты подтверждают дан-
ные, полученные методом флуоресценции и кру-
гового дихроизма: даже при небольшом мольном
избытке ЧСА (1 : 1) наблюдается более сильное
изменение физико-химических параметров ЦФ,
чем ЛВ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. В работе использовали метил-β-
циклодекстрин, ципрофлоксацин, левофлокса-
цин, сывороточный альбумин человека (Sigma-
Aldrich, США); HCl (Реахим, Россия); фосфат-
ный буфер (ЭКО-Сервис, Россия).

Получение комплексов ЧСА с фторхинолонами.
К раствору ЧСА в фосфатном буфере (pH 7.4) до-
бавляли требуемое количество раствора ФХ с тем
же pH и доводили объем до 1 мл. Концентрацию
ЧСА (60 мкМ) поддерживали постоянной во всех
образцах, мольный избыток ФХ варьировали в
интервале 0.5–20.0. Комплексы инкубировали
при постоянном перемешивании и температуре
37°С, с использованием термостатируемого шей-
кера (Shaker-Incubator ES-20, BioSan, Латвия).

Рис. 6. (а) – Кинетика высвобождения левофлоксацина (1), левофлоксацина, связанного в комплекс с ЧСА (мольное
соотношение ЛФ : белок 10 : 1) (2), а также левофлоксацина, связанного в комплекс с М-β-ЦД и ЧСА (мольное соот-
ношение ЛФ : М-β-ЦД : белок 10 : 10 : 1) (3); (б) – кинетика высвобождения ципрофлоксацина (1), ципрофлоксацина,
связанного в комплекс с ЧСА (мольное соотношение ЦФ : белок 10 : 1) (2), а также ципрофлоксацина, связанного в
комплекс с М-β-ЦД и ЧСА (мольное соотношение ЦФ : М-β-ЦД : белок 10 : 10 : 1) (3), 0.01 М натрий-фосфатный бу-
ферный раствор (рН 7.4), 37°C.
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Таблица 3. Значение тангенсов угла наклона кривых высвобождения фторхинолонов (рН 7.4, 37°С)

Примечание: значения выражены в процентном количестве свободного фторхинолона (%) от времени (мин).

Система
tg(α)

левофлоксацин ципрофлоксацин

ФХ 3.50 ± 0.04 3.75 ± 0.04

ФХ–ЧСА (10 : 1) 1.55 ± 0.02 1.20 ± 0.01

ФХ–М-β-ЦД–ЧСА (10 : 10 : 1) 1.45 ± 0.02 0.80 ± 0.01
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Для изучения взаимодействия ЧСА и ЦФ с по-
мощью УФ- и флуоресцентной спектроскопии
были приготовлены растворы с концентрацией
ЧСА 20 мкМ путем разбавления исходных об-
разцов в 3 раза.

Получение комплексов фторхинолонов c метил-
β-циклодекстрином. К раствору 34 мМ ФХ
(рН 4.0) добавляли требуемое количество 30 мМ
раствора М-β-ЦД в HCl (pH 4.0) для получения
комплекса 1 : 1. Комплекс инкубировали в тече-
ние 1 ч при 37°С. При добавлении комплекса к
раствору ЧСА систему переводили в pH 7.4 фос-
фатным буфером.

Получение систем ЧСА с комплексом ФХ с М-β-ЦД.
К раствору ЧСА в фосфатном буфере (рН 7.4) до-
бавляли требуемое количество раствора комплек-
са ФХ–М-β-ЦД, который разбавляли раствором
фосфатного буфера для получения необходимой
концентрации. Была приготовлена серия ком-
плексов, концентрацию ЧСА (60 мкМ) поддер-
живали постоянной во всех образцах, мольный
избыток ФХ варьировали в интервале 0.5–20.0
для каждой серии. Комплексы инкубировали при
перемешивании при 37°С. Таким же образом бы-
ла получена аналогичная серия комплексов с
концентрацией ЧСА 20 мкМ путем разбавления
исходных растворов в 3 раза.

Кинетика высвобождения ципрофлоксацина.
Исследуемый образец (1 мл, концентрация ком-
плексов 20 мкМ) помещали в диализный мешок
(MWCO 3.5 кДа, Orange Scientific, Бельгия), вы-
свобождение происходило во внешний раствор
фосфатного буфера (pH 7.4) объемом 1 мл. Систему
инкубировали при температуре 37°С и 150 об/мин,
периодически отбирая аликвоты (50 мкл) для реги-
страции УФ-спектров.

УФ-спектры регистрировали на спектрометре
УФ- и видимого диапазона Ultrospec 2100 pro
(Amersham Biosciences, США) трижды в интерва-
ле 200–400 нм в кварцевой кювете (Hellma Analy-
tics, Германия). Исходные образцы разбавляли
буферным раствором (pH 7.4) до концентрации
ФХ 20 мкМ.

Флуоресцентная спектроскопия. Измерение
флуоресценции проводили на спектрофлуори-
метре Varian Cary Eclipse (Agilent Technologies,
США), спектры флуоресценции регистрировали
при температуре (25 ± 0.1)°C в кювете длиной
1 см. Спектры эмиссии измеряли при длине вол-
ны возбуждения 280 нм в диапазоне 290–555 нм с
шагом 1 нм. Концентрацию белка поддерживали
постоянной (20 мкМ, фосфатный буфер pH 7.4),
концентрацию ФХ варьировали в диапазоне 10–
200 мкМ.

Спектры кругового дихроизма регистрировали с
помощью спектрометра J-815 (Jasco, Япония),
оснащенного термостатируемой ячейкой. Измере-
ния проводили в диапазоне длин волн 200–260 нм

при 25°C в кварцевой кювете (длина 1 мм). Спек-
тры получали пятикратным сканированием с ша-
гом 1 нм. Обработку спектров проводили с помо-
щью CD Spectroscopy Deconvolution Software
(CDNN program version 2, Dr. Gerald Böhm, Mag-
deburg), используя для деконволюции и анализа
33 базовых спектра.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые исследовано влияние структуры
фторхинолонов и комплексообразования ФХ с
М-β-ЦД на взаимодействие лекарственной фор-
муляции с ЧСА. Установлено, что химическая
структура ФХ значительным образом влияет на
связывание лекарственной молекулы с ЧСА, а
также сказывается на различном влиянии
М-β-ЦД на эти взаимодействия.

Методами КД и флуоресцентной спектроско-
пии было показано, что более гидрофобная моле-
кула ЦФ сильнее взаимодействует с ЧСА, чем
сходная ей молекула ЛВ, имеющая в своей струк-
туре морфолиновый фрагмент вместо циклопро-
панила в пара-положении атома фтора. Так, ме-
тодом флуоресцентной спектроскопии было
установлено, что присутствие ЦФ обусловливает
более выраженное тушение спектра эмиссии бел-

ка (КШФ (ЦФ–ЧСА) = (2.9 ± 0.2) × 105), чем ЛВ

(КШФ (ЛВ–ЧСА) = (2.2 ± 0.2) × 105). С помощью

метода КД-спектроскопии было показано, что
ЛВ оказывает меньшее влияние на вторичную
структуру белка, чем ЦФ. Это дает основания по-
лагать, что связывание ФХ с ЧСА происходит в
том числе и за счет гидрофобных взаимодей-
ствий.

Продемонстрировано уменьшение констант
Штерна–Фольмера и влияния лекарственных
формуляций на вторичную структуру альбумина
при взаимодействии ЧСА с ФХ, связанных в ком-
плекс с М-β-ЦД. Данный эффект сильнее прояв-
ляется в системе, содержащей ЦФ, что, по всей
видимости, объясняется погружением молекулы
ФХ в гидрофобную полость М-β-ЦД, приводя-
щим к блокированию карбоксильной группы и
ароматического остова ЦФ для взаимодействия с
ЧСА. Напротив, в случае комплексообразования
М-β-ЦД с ЛВ, благодаря наличию морфолиново-
го фрагмента в структуре ФХ, анионная группа
ЛВ оказывается снаружи молекулы-хозяина, что
обусловливает ее доступность для связывания с
ЧСА. Из этого можно сделать вывод, что именно
карбоксильные группы молекул обеспечивают
взаимодействие лекарств с альбумином. Данные
выводы согласуются с тем, что ЧСА преимуще-
ственно взаимодействует с анионными кислот-
ными молекулами [9]. Образование комплекса
ФХ–М-β-ЦД приводит к изменению механизма
взаимодействия препарата с ЧСА и оказывает
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влияние на скорость высвобождения данных си-
стем из модельной диализной мембраны. Следо-
вательно, комплексообразование может приво-
дить к изменению фармакокинетических и фар-
макодинамических свойств ФХ. Таким образом,
впервые была установлена роль М-β-ЦД во взаи-
модействиях лекарственных молекул с ЧСА.

Данные результаты представляют большой
интерес для создания систем доставки лекар-
ственных препаратов с контролируемой скоро-
стью высвобождения. Комплексообразование с
ЧСА позволяет варьировать физико-химические
свойства молекул, что дает возможность управ-
лять фармакокинетическими и фармакодинами-
ческими свойствами лекарства, способствовать
уменьшению проявления побочных эффектов,
увеличению активности лекарственных молекул,
что крайне важно для планирования грамотной
терапии с длительным применением антибакте-
риальных препаратов.
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The Effect of Methyl-β-Cyclodextrin on the Interaction of Fluoroquinolones 
with Human Serum Albumin

L. R. Yakupova*, #, T. Yu. Kopnova*, A. A. Skuredina*, and E. V. Kudryashova*
#Phone: +7 (977) 713-21-54; e-mail: Yakupova.Linara@mail.ru

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

The influence of the structure of f luoroquinolones (on the example of ciprofloxacin and levofloxacin) and
their complexation with methyl-β-cyclodextrin on the interaction of the drug with human serum albumin was
studied. It was found that the binding of the drug molecule with albumin is significantly affected by the struc-
ture of f luoroquinolone, as well as the presence of methyl-β-cyclodextrin. It was discovered that of the two
fluoroquinolones, the more hydrophobic ciprofloxacin molecule interacts more strongly with the protein,
using circular dichroism and f luorescence spectroscopy methods. It has also been shown that binding of al-
bumin to the drug causes quenching of protein f luorescence, and this effect is more pronounced for cipro-
floxacin. The complexation of f luoroquinolones with methyl-β-cyclodextrin leads to a change in the
mechanism of the interaction of f luoroquinolones with the protein: in the case of complexes, more pro-
nounced interactions are observed for levofloxacin. The results obtained will help to bring the use of f luoro-
quinolones to a new level in clinical practice, by creating new highly effective drugs with improved properties.

Keywords: human serum albumin, fluoroquinolones, methyl- -cyclodextrin, fluorescence spectroscopyβ
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Используемый в рутинной практике генотипический анализ, основанный только на одном локусе
генома, не позволяет детектировать рекомбинантные формы вирусов с высокой степенью вариа-
бельности генома в районе точки рекомбинации. На примере рекомбинантной формы RF1_2k/1b
вируса гепатита С нами показана возможность ее определения с использованием подхода “много
зондов/один спот”. Анализ клинических образцов сыворотки крови показал, что данный подход да-
ет возможность провести однозначное отнесение выявленного в этих образцах вируса гепатита С
к субтипам 2k, 1b или их рекомбинанту RF1_2k/1b.

Ключевые слова: вирус гепатита С, рекомбинант RF1_2k/1b, “много зондов/один спот”, микрочип,
POC-диагностика
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ВВЕДЕНИЕ
По данным ВОЗ, в мире ~71 млн человек ин-

фицировано вирусом гепатита С (ВГС). Ежегод-
но регистрируют ~2 млн новых случаев зараже-
ния, а от осложнений хронического гепатита С
ежегодно умирают почти 400 тыс. человек [1].
С момента открытия ВГС его генетическое раз-
нообразие ученые связывали лишь с высокой ча-
стотой возникновения мутаций, накапливаемых
в геноме. Однако в 2002 г. в России впервые была
обнаружена циркулирующая рекомбинантная
форма ВГС, названная RF1_2k/1b [2]. Установле-
но, что данная форма возникла на территории
бывшего СССР (по одним данным, в период с
1923 по 1956 гг. [3], а по другим – с 1957 по 1970 гг.
[4]) в результате индивидуального рекомбинаци-
онного события. Все структурные гены этого ре-

комбинанта относятся к субтипу 2k, а неструктур-
ные, начиная с точки рекомбинации и далее в на-
правлении области 3'-UTR – к субтипу 1b.
Циркулирующая рекомбинантная форма ВГС
RF1_2k/1b была впоследствии обнаружена в Гру-
зии, Узбекистане, Ирландии, Франции, Герма-
нии, Кипре, Израиле и Греции [5–9]. Правиль-
ное и своевременное выявление рекомбинантной
формы ВГС RF1_2k/1b – необходимое условие
для назначения эффективной терапии [10–13].

Определение рекомбинантной формы ВГС
RF1_2k/1b, базирующееся только на анализе ло-
кусов 5'-UTR или Core генома ВГС, – недостаточно
и требует либо внедрения двухлокусного анализа с
добавлением в исследование неструктурных генов
(например, NS5b), либо их секвенирования по ме-
тоду Сэнгера [14–16]. Это подтверждается анализом
образцов сыворотки крови пациентов (республика
Башкортостан), инфицированных ВГС. При ис-
пользовании коммерческих тест-систем ВГС, вы-
явленный в этих образцах, был отнесен к геноти-
пу 2. В действительности ~20% из них – рекомби-

Сокращения: ВГС – вирус гепатита С; MPOS – “много
зондов/один спот” (many probes/one spot); UTR – нетранс-
лируемая область (untranslated region).

# Автор для связи (тел.: (3832) 363-51-73, эл. почта:
ryabinin@niboch.nsc.ru).

УДК 57.08:578.56
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нантная форма RF1_2k/1b [17]. Подобрать на
район точки рекомбинации общий для всех изо-
лятов олигонуклеотидный TaqMan-зонд для
детекции рекомбинанта RF1_2k/1b методом
ОТ-ПЦР в реальном времени не представляется
возможным из-за высокой вариабельности этих
последовательностей [17].

Ранее нами на примере типирования с приме-
нением микрочипов вируса гриппа А [18, 19], ви-
руса оспы [20] и ряда урогенитальных инфекций
[21] была показана эффективность использова-
ния подхода “много зондов/один спот” (MPOS-
подход). Сущность его заключается в том, что при
одновременном наличии в пределах одного спота
нескольких типирующих зондов существенно по-
вышается как специфичность, так и чувствитель-
ность метода. Это обусловлено связыванием ана-
лизируемой ДНК со всеми или большей частью
зондов спота с высокой степенью кооперативно-
сти [20]. Мы предположили, что MPOS-подход
на микрочипе или более простой в техническом
отношении его вариант (например, биосенсор)
позволит определить рекомбинантную форму
ВГС RF1_2k/1b. Полагая, что выбрав два набора
характерных зондов (один для 2k-области, а вто-
рой для 1b-области), можно определить, к какому
субтипу относится анализируемый изолят – 2k,
1b или рекомбинанту RF1_2k/1b.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе были использованы амплико-
ны, полученные ранее в результате ОТ-ПЦР в ре-
альном времени с использованием РНК, выде-
ленной из образцов сыворотки крови пациентов,
инфицированных вирусом гепатита С субтипов

1b, 2k и рекомбинантом RF1_2k/1b [17]. Для рас-
чета зондов были использованы олигонуклеотид-
ные последовательности 47 ампликонов, отне-
сенных Акимовым с соавт. [17] к рекомбинанту
RF1_2k/1b. Расчет и отбор зондов проводили с
использованием компьютерной программы, со-
зданной ранее для расчета зондов для типирова-
ния вируса гриппа А [22]. Протяженность зондов
составляла 14 оснований, т.к. таковая оказалась
оптимальной при использовании MPOS-подхода
[20]. Вариабельность олигонуклеотидных после-
довательностей секвенированных ампликонов
весьма высока, и найти даже небольшое число
зондов, характерных для большинства изолятов,
затруднительно [17]. Поэтому отбор проводили
таким образом, чтобы зонд был характерен не ме-
нее чем для 15% ампликонов. В итоге для 2k-реги-
она было отобрано 13 зондов, а для 1b-региона –
11 зондов. В табл. 1 приведены структуры зондов
и их встречаемость в проанализированных ам-
пликонах. На 3'-конце эти зонды содержали не-
обходимый для иммобилизации аминогексиль-
ный линкер.

Для каждого из 47 рассмотренных ампликонов
есть от 3 до 6 характерных последовательностей
как для 1b-, так и для 2k-региона. Каждый из рас-
считанных зондов содержится в 15–78% анализи-
руемых последовательностей (табл. 1). Ниже в каче-
стве примера приведена одна из последовательно-
стей (Sample_14_Rec). Левее точки рекомбинации
(отмечена подчеркиванием) серым выделены по-
следовательности, характерные для субтипа 2k
(пять последовательностей), правее – характер-
ные для субтипа 1b (пять последовательностей).

Таблица 1. Типирующие зонды и их встречаемость в проанализированных ампликонах

2k-зонды 1b-зонды

последовательность (5'-3') встречаемость, % последовательность (5'-3') встречаемость, %

GCTGTAAGACATCT 52 CTGCGGGACTGGGC 78
AGGTGGCAAGTACG 44 CCCGTCTCCGCCCG 22
TGCTGTAAGACATC 44 ACTGCGGGACTGGG 75
CAGGTGGCAAGTAC 48 GAAGGGCAGGGGTG 22
CAAGCTCTGTTGAG 70 CACTGCGGGACTGG 75
GCGCAAGCTCTGTT 74 TCTGACATGGAGAC 22
GACTGGCACCTACA 67 TCTGACATGGAGAC 75
GAGTGTCCTGACAA 59 GGGAGGGAGATACT 22
TGCTAACCCTTGGT 52 TACTCCCAACAGAC 75
GTCAGAGCGCAAGC 74 ACCGCGGCGTGTGG 26
GGACTGGCACCTAC 66 GGGGAGGGAGATAG 66
CGTCAGAGCGCAAG 70
CCTGACAAGAACGC 15
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Следует отметить, что данный набор зондов
пригоден и для характеризации рекомбинантов,
не использованных при расчете, а взятых из базы
данных GenBank по рекомбинантам, выявлен-
ным не только в России, но и других странах: Уз-
бекистане, Австрии, Ирландии, Кипре, Израиле,
Греции и др. Например, изолят, описанный в 2011 г.
на Кипре (GenBank: HQ537005.1), характеризует-
ся пятью 2k-зондами и шестью 1b-зондами. Пер-
вый из обнаруженных рекомбинантов, выделен-
ный в Санкт-Петербурге (Россия) в 2001 г.
(GenBank: AY070215.1), определяется тремя и пя-
тью зондами соответственно. Аналогичная кар-
тина наблюдается и для других изолятов реком-
бинанта ВГС RF1_2k/1b, представленных в базе
данных NCBI. Поэтому можно полагать, что этот
набор зондов может быть использован для выяв-
ления рекомбинантов ВГС RF1_2k/1b из других
географических источников и в достаточно ши-
роком временном интервале. Для эксперимен-
тальной проверки рассчитанного набора зондов
(табл. 1) был сформирован микрочип (рис. 1), в
котором споты для определения генотипа 2k
содержали все 13 зондов, относящихся к гено-
типу 2k, а споты для определения генотипа 1b –
все 11 зондов, относящихся к генотипу 1b.

При гибридизация ампликона генотипа 1b на-
блюдается флуоресценция спотов, содержащих
смесь зондов для определения этого генотипа
(рис. 1б). Флуоресценция спотов, содержащих
смесь зондов для определения генотипа 2k, неве-
лика и близка к таковой для контроля неспеци-
фического связывания и буферного раствора. Со-
отношениe уровней флуоресценции спотов, соот-
ветствующих генотипам 1b и 2k, составляет ~93 : 1.
Для других образцов это соотношение варьирует-
ся от 29 до 210 раз (среднее значение 90 для 18 об-
разцов).

Вирус гепатита С субтипа 2k встречается суще-
ственно реже, и нам был доступен лишь один изо-
лят. Следует отметить, что и в литературе, и в базе
NCBI данных по нуклеотидным последователь-
ностям гена NS2 для субтипа 2k гораздо меньше,

чем для субтипа 1b и рекомбинанта RF1_2k/1b. Чуб
с соавт. [4] полагают, что это обусловлено приобрете-
нием рекомбинантом RF1_2k/1b неструктурной ча-
сти генома, содержащей гены, кодирующие репли-
кативный комплекс, от родительского субтипа
1b, что дало ему преимущество в распростране-
нии по сравнению с субтипом 2k. На рис. 1в при-
ведена картина гибридизации для ампликона,
полученного из изолята ВГС субтипа 2k. Соотно-
шение уровней флуоресценции спотов, соответ-
ствующих субтипам 2k и 1b, составляет ~8 : 1.

Полученные результаты гибридизации по ин-
дивидуальным субтипам 1b и 2k показывают, что
выбранные наборы олигонуклеотидных зондов
позволяют проводить однозначное определение
этих субтипов ВГС.

На рис. 1г приведена картина гибридизации
ампликона ВГC рекомбинанта RF1_2k/1b (Sam-
ple_14_Rec). Значения флуоресценции типирую-
щих спотов на субтипы 1b и 2k близки, что позво-
ляет провести однозначное отнесение этого изо-
лята к рекомбинанту RF1_2k/1b. Для других
рекомбинантных изолятов наблюдается анало-
гичная картина. Соотношение флуоресценции
спотов, соответствующих генотипам 2k и 1b, ва-
рьируется от образца к образцу в интервале 0.56–
1.44 (среднее значение 0.94 для 47 образцов) и опре-
деляется количеством зондов, комплементарных
анализируемой последовательности, прочностью
дуплекса, образованного этими зондами, и после-
довательностью ампликона, что отмечалось в ра-
боте Kostina et al. [20].

Таким образом, близкие по значению уровни
флуоресценции спотов, содержащих смесь типи-
рующих зондов на субтипы 2k и 1b, указывают на
наличие в анализируемом образце рекомбинан-
тной формы ВГС RF1_2k/1b. Если же уровни
флуоресценции типирующих спотов на субтипы
2k и 1b весьма существенно различаются, то ВГС
относится либо к субтипу 2k, либо к субтипу1b.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Олигонуклеотидные зонды были синтезирова-
ны в ИХБФМ СО РАН на автоматическом вось-
миколоночном синтезаторе ASM-800 (ООО
“Биоссет”, Новосибирск) по стандартной мето-
дике с введением по 3'-концу олигонуклеотида
С6-аминолинкера, необходимого для иммобили-
зации зондов. Печать микрочипов осуществляли
на стеклянных эпокси-слайдах (Tekdon, США)

методом контактной печати на споттере Odissey
Calligrapher (Bio-Rad, США) пином 360 мкм. При
печати микрочипов смесевые споты содержали
все 13 зондов, относящихся к генотипу 2k, и все
11 зондов, относящихся к генотипу 1b. Печать
осуществляли по методике, описанной в работе
Kostina et al. [20], с использованием эквимоляр-
ных количеств зондов с одинаковой конечной
суммарной концентрацией 80 нм/мл. Смесевые
споты, а также споты буфера для печати, контро-

Рис. 1. (а) – Дизайн микрочипа: A4–A6, A10–A12 – смесь 2k-зондов (2k); B1–B3, B7–B9 – смесь 1b-зондов (1b);
C1‒C3, C7–C9 – 5'-AGAGAGAGAGAGAG-3' (контроль неспецифического связывания [23]) (N); C4–C6, C10–C12 –
маркер ((dC)30-биотин) (M); A1–A3, A7–A9, B4–B6, B10–B12 – буфер для печати (B); картина гибридизации ампли-
конов вируса гепатита C генотипа 1b (б); генотипа 2k (в) и рекомбинанта RF1_2k/1b (г).
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ля неспецифического связывания и маркера пе-
чатали в шести повторах (рис. 1).

В настоящей работе исследовали образцы сы-
воротки крови пациентов, инфицированных ви-
русом гепатита С, субтип которых был подтвер-
жден секвенированием Акимовым с соавт. [17].
Всего было проанализировано 18 образцов ВГС
субтипа 1b, 1 образец субтипа 2k и 47 образцов ре-
комбинанта RF1_2k/1b. Наработку ампликонов
для гибридизации проводили по методикам, опи-
санным в работе Акимова с соавт. [17], с исполь-
зованием праймеров, последовательности кото-
рых приведены в табл. 2. Для получения преиму-
щественно одноцепочечной ДНК, содержащей
биотиновую метку, проводили ПЦР в асиммет-
ричном режиме [20].

Процедура гибридизации ампликонов и обра-
ботки слайда конъюгатом стрептавидин-Cy5,
связывающимся с биотиновой меткой амплико-
на, была аналогична описанной в работе Kostina
et al. [20]. После отмывки слайда флуоресценцию
спотов регистрировали на сканере ScanArray
Express 2.0 (PerkinElmer, США) при длине волны
возбуждающего лазера 633 нм. Изображение ана-
лизировали с использованием программы
ScanArray Express, входящей в математическое
обеспечение сканера. Уровень флуоресценции
определяли как среднее значение флуоресценции
шести спотов микрочипа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На примере рекомбинантной формы
RF1_2k/1b вируса гепатита С нами изучена воз-
можность использования подхода “много
зондов/один спот” для ее выявления. Анализ
клинических образцов сыворотки крови показал,
что данный подход дает возможность провести

однозначное отнесение выявленного в этих об-
разцах вируса гепатита С к субтипам 2k, 1b или их
рекомбинанту RF1_2k/1b. Результаты, получен-
ные с использованием микрочипов, при соответ-
ствующем техническом решении могут быть ис-
пользованы для создания биосенсора для типиро-
вания различных субтипов вируса гепатита С.
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The routinely used genotyping procedure, which is based on only one genomic locus, does not allow to iden-
tify recombinant strains of viruses that have high genome variability in the region of a recombination point.
Using recombinant strain RF1_2k/1b of hepatitis C virus as an example, we demonstrated the feasibility of
its identification via a many probes/one spot approach. The proposed scheme was employed for subtyping of
hepatitis C virus clinical samples of blood serum and was found to enable unambiguous assignment of these
isolates to subtype 2k or 1b or their recombinant RF1_2k/1b.
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Обнаружены изменения экспрессии генов ферментов метаболизма сфинголипидов у трансгенных
мышей линии FUS (FUS(1-359)), моделирующих боковой амиотрофический склероз (БАС). Про-
анализированы профили молекулярных видов сфингомиелинов (СМ) и церамидов (ЦЕР) в струк-
турах головного мозга и в спинном мозге. В процессе развития БАС изменения в спектре молеку-
лярных видов ЦЕР отмечены только в спинном мозге, где уровни практически всех ЦЕР снижаются
по отношению к контролю через 2 и 3 месяца течения заболевания. Через 4 месяца развития пато-
логии наблюдается повышение экспрессии гена кислой церамидазы, в результате чего может обра-
зовываться сфингозин, обладающий выраженными проапоптотическими свойствами. Анализ экс-
прессии генов ферментов обмена ЦЕР и галактозилцерамида (ГалЦер) указывает на возможность
участия ГалЦЕР в качестве источника для поддержания уровня ЦЕР на терминальной стадии БАС.
Таким образом, метаболизм сфинголипидов представляет собой перспективную область исследо-
вания процессов, связанных с БАС, как в контексте поиска потенциальных диагностических мар-
керов и эффективных лекарственных средств, так и для объяснения патогенеза БАС. 

Ключевые слова: боковой амиотрофический склероз, трансгенные мыши линии FUS(1-359), сфингомиелин,
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ВВЕДЕНИЕ
Боковой амиотрофический склероз (БАС) –

неизлечимое мультисистемное нейродегенера-
тивное заболевание, поражающее главным обра-
зом верхние и нижние двигательные нейроны
центральной нервной системы. Потеря этих

групп нейронов приводит к неуклонно нарастаю-
щей мышечной слабости и атрофии, а в конечном
итоге – к гибели пациента в течение 3–5 лет после
постановки диагноза, в основном вследствие па-
ралича дыхательных путей. Около 90% всех слу-
чаев БАС имеют неизвестную этиологию и клас-
сифицируются как спорадические, остальные
10% – наследственные формы БАС [1]. Число
больных БАС в мире неуклонно растет из-за ста-
рения населения (характерный возраст начала за-
болевания – 50–75 лет) и к 2040 г. предположи-
тельно составит ~400 тыс. человек [2].

Генетический фон БАС исключительно разно-
образен. С БАС ассоциированы ~30 генов [3].
Наиболее распространены мутации в генах
C9orf72, SOD1, TDP-43 и FUS. В европейских по-
пуляциях чаще встречаются мутации C9orf72 (на-
следственная форма БАС – 33.7% и спорадическая –

Сокращения: БАС – боковой амиотрофический склероз;
ГалЦЕР – галактозилцерамид; ГлюЦЕР – глюкозилцера-
мид; СФЛ – сфинголипиды; СМ – сфингомиелин; ЦЕР –
церамид; 3-KSR – 3-кетодигидросфингозинредуктаза;
Asah – церамидаза; Asah1 – кислая церамидаза; aSMase –
кислая сфингомиелиназа; CerS – церамидсинтаза; DES – ди-
гидроцерамиддесатураза; FUS(1-359) – FUS-трансгенные
мыши; GALC – галактозилцерамидазы; nSMase – нейтраль-
ная сфингомиелиназа; SMase – сфингомиелиназа; SMS –
сфингомиелинсинтаза; SOD1 – супероксиддисмутаза; SPT –
серинпальмитоилтрансфераза.

# Автор для связи: (тел. +7 (905) 588-50-66; эл. почта:
mariashupik@gmail.com; alicealessenko@gmail.com).
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5.1%), затем SOD1 (14.8 и 1.2% соответственно),
TDP-43 (4.2 и 0.8%) и FUS (2.8 и 0.3%), а в азиат-
ских – SOD1 (30.0 и 1.5%), затем FUS (6.4 и 0.9%),
C9orf72 (2.3 и 0.3%) и TDP-43 (1.5 и 0.2%) [4].

Мутации генов проявляются в многообразных
патологических механизмах БАС, которые выра-
жаются в нарушении гомеостаза белков, метабо-
лизма липидов и РНК, репарации ДНК, функций
митохондрий и эндоплазматического ретикулу-
ма, нуклеоцитоплазматического, эндосомально-
го и везикулярного транспорта, аутофагии, а так-
же эксайтотоксичности, нейровоспалительных
реакциях и др. [5–10]. Успехи в изучении генети-
ческих основ БАС привели к созданию многочис-
ленных моделей этого заболевания [11]. Наиболее
изучены SOD-мутантные модели, т.к. мутации в
гене SOD были открыты первыми, как причин-
ные для БАС, еще в 1993 г. Последние 10 лет на-
блюдается неуклонный интерес к созданию и
изучению моделей БАС, экспрессирующих абер-
рантные формы РНК-связывающих белков, в
первую очередь TDP-43 и FUS, потому что наруше-
ние экспрессии, дисфункция и агрегация этих бел-
ков – основная отличительная черта БАС [12–16].

И наследственные, и спорадические формы
БАС характеризуются дислипидемией, измене-
нием обмена липидов следующих классов: фос-
фолипидов [17], триглицеридов, жирных кислот
[18], а также сфинголипидов (СФЛ), которые не-
обходимы для развития и поддержания функцио-
нальной целостности нервной ткани [19–22].
Класс СФЛ чрезвычайно разнообразен и включа-
ет сотни молекул, которые служат как основными
компонентами мембран, так и ключевыми регу-
ляторами ряда важнейших клеточных процессов:
пролиферации и дифференцировки, адгезии и

миграции, межклеточного взаимодействия, вне-
и внутриклеточной передачи сигналов, воспале-
ния и старения, мито- и аутофагии, апоптоза, не-
кроптоза и др. [23–27]. Особую роль в метаболизме
СФЛ играет церамид (ЦЕР) [28], выступающий
гидрофобной основой для других подклассов СФЛ:
сфингомиелинов (СМ), цереброзидов, ганглиози-
дов, сульфатидов и др. Образование и деградация
ЦЕР строго регулируется несколькими десятками
ферментов, каждый из которых обладает уникаль-
ными свойствами и разнообразным распределени-
ем в тканях и органеллах [19, 28, 29] (рис. 1).

Согласно большинству данных литературы, в
том числе нашим ранее полученным данным, по-
вышение уровня ЦЕР в основном рассматривает-
ся как ключевое цитотоксическое и/или проапо-
птотическое событие [30]. О возможности изме-
нений спектра ЦЕР и СМ при БАС впервые
сообщили Cutler et al. в 2002 г., которые проде-
монстрировали повышенное содержание двух
молекулярных видов ЦЕР и одного молекулярно-
го вида СМ в поясничном отделе спинного мозга
больных спорадической формой БАС и у транс-
генных мышей линии SOD1G93A – модели семей-
ной формы БАС [31]. Затем Dodge et al. показали,
что уровень ЦЕР и СМ и активность ферментов
их метаболизма у мышей SOD1G93A может опреде-
ляться стадией развития БАС [20].

Участие CФЛ в патогенезе БАС в настоящее
время изучается только несколькими группами
исследователей и только на моделях мышей, не-
сущих мутации в гене SOD [20, 31–33]. В наших
экспериментах использовалась принципиально
другая модель, в которой ключевые признаки па-
тогенеза БАС человека имитировались мутация-
ми в гене FUS (так называемая FUSопатия [34]).

Рис. 1. Метаболизм сфингомиелина и церамида у млекопитающих.
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Цель данного исследования – определение из-
менений метаболизма сфингомиелина и церами-
да в структурах головного мозга (гиппокампе, коре
и мозжечке) и в спинном мозге трансгенных мы-
шей линии FUS(1-359), моделирующих боковой
амиотрофический склероз.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Уровни СФЛ особенно высоки в нервной си-
стеме [35, 36], и изменения сфинголипидного
профиля и активности ферментов метаболизма
ЦЕР и СМ проявляются в патогенезе многих ней-
родегенеративных заболеваний: при болезнях
Паркинсона [36–38], Хантингтона [35], Альцгей-
мера [36, 37, 39], рассеянном склерозе [26] и др.
[28]. Не исключение и БАС. Дисрегуляция мета-
болизма СФЛ, включая СМ и ЦЕР, показана с
использованием наиболее изученных моделей
БАС на мышах – линиях SOD1G86R [33] и
SOD1G93A [20, 31]. Мы в своей работе использова-
ли трансгенных мышей линии FUS(1-359), моде-
лирующих характеристики БАС человека [34].
Данный вид FUSопатии приводит к поврежде-
нию аксонов мотонейронов, нейровоспалению и
снижению численности мотонейронов и перифе-
рических нервных волокон. Клиническая карти-
на характеризуется относительно ранней мани-
фестацией и быстрым летальным исходом забо-
левания. Аберрантный метаболизм ЦЕР может
приводить к гибели нейронов в результате окис-
лительного стресса и апоптоза, как у животных
моделей, так и у пациентов, страдающих нейро-

дегенеративными заболеваниями [38–41]. Струк-
туры головного мозга мышей (гиппокамп, кора и
мозжечок) и спинной мозг были выделены на
разных стадиях развития БАС на сроках 2, 3 и
4 месяца у трансгенных мышей линии
FUS(1-359) и у контрольных животных соответ-
ствующего возраста.

Анализ экспрессии генов метаболизма ЦЕР и СМ в
спинном мозге мышей при развитии БАС. В спинном
мозге трансгенных мышей линии FUS(1-359), мо-
делирующих характеристики БАС человека, и в кон-
трольной группе методом РНК-секвенирования на-
ми был изучен уровень экспрессии генов фермен-
тов, участвующих в метаболизме ЦЕР: кислой
сфингомиелиназы (aSMase) – Smpd1, нейтральной
сфингомиелиназы (nSMase) – Smpd3, сфингомие-
линсинтазы-1 (SMS1) – Sgms1, сфингомиелинсин-
тазы-2 (SMS2) – Sgms2, кислой церамидазы
(aCDase) – Asah1, нейтральной церамидазы
(nCDase) – Asah2, галактозилцерамидазы (GALC) –
Galc, галактозилцерамидсинтазы (GalCS) – Ugt8a и
церамидсинтаз (CerS) – Lass1–6. На рис. 2–4 пред-
ставлены данные по уровню экспрессии генов наи-
более значимых изоформ изученных ферментов.

Анализ экспрессии генов SMase (кодируют
ферменты, генерирующие ЦЕР из СМ) показы-
вает, что уровень экспрессии гена Smpd3, кодиру-
ющего nSMase, практически не меняется в ходе
развития БАС у мышей, а экспрессия гена Smpd1,
кодирующего aSMase, через 2 мес. была ниже,
чем в контроле (рис. 2). Через 3 и 4 мес. достовер-
ных отличий от контроля не обнаружено. Из
представленных данных следует, что, вероятно, в

Рис. 2. Экспрессия генов нейтральной (Smpd3) (а) и кислой (б) сфингомиелиназ (Smpd1) у мышей линии FUS(1-359)
и мышей контрольной группы. Стандартное отклонение обозначено верхними и нижними границами усов графика,
интерквартильный размах – верхней и нижней границами ящика, черными точками обозначены “выбросы”.
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ходе развития модели БАС интенсивная генера-
ция ЦЕР из СМ не осуществляется. Пониженная
экспрессия гена фермента кислой изоформы
SMase, активность которой в первую очередь свя-
зывают с реализацией цитотоксического дей-
ствия ЦЕР, может указывать на запуск защитных
механизмов в ЦНС трансгенных животных на до-
симптоматической стадии БАС.

Изменение экспрессии генов Sgms1 и Sgms2,
которые кодируют ферменты SMS1 и SMS2, син-
тезирующие СМ из ЦЕР, идет разнонаправленно.
Уровень экспрессии гена изоформы SMS1, лока-
лизованной в аппарате Гольджи, повышается че-
рез 4 мес. развития БАС по сравнению с показате-
лями нормы, а уровень экспрессии SMS2, распо-
ложенной на плазматической мембране,
напротив, понижается (рис. 3а и 3б), что может

Рис. 3. Экспрессия генов сфингомиелинсинтазы 1 (Sgms1) (а), сфингомиелинсинтазы 2 (Sgms2) (б) и кислой церами-
дазы (Asah1) (в) у мышей линии FUS(1-359) и мышей контрольной группы. Стандартное отклонение обозначено верх-
ними и нижними границами усов графика, интерквартильный размах – верхней и нижней границами ящика, черны-
ми точками обозначены “выбросы”. *** Статистически достоверное различие с контролем, p < 0.01.
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указывать на специфическую роль отдельных пу-
лов СМ и ЦЕР в ходе развития БАС.

При анализе экспрессии генов, кодирующих
различные изоформы CerS, которые отвечают за
синтез ЦЕР de novo, мы не обнаружили отличий в
уровнях экспрессии по сравнению с соответству-
ющими контрольными уровнями (данные не
представлены).

Наиболее интересные результаты получены
для генов ферментов Asah1 (образует сфингозин
из ЦЕР), GALC (ЦЕР из ГалЦЕР) и Ugt8a
(ГалЦЕР из ЦЕР). Повышение экспрессии гена
Asah1 через 4 мес. развития FUS-опосредованной
протеинопатии (рис. 3в) указывает на то, что ЦЕР
под действием Asah1 может превращаться в
сфингозин на терминальной стадии БАС, когда
интенсивно гибнут клетки спинного мозга от
апоптоза, индуцируемого сфингозином. Это
предположение находит подтверждение в нашей
недавней работе, в которой был проведен масс-
cпектрометрический анализ сфингоидных осно-
ваний на разных стадиях развития FUSопатии и
обнаружено повышенное в несколько раз по
сравнению с показателями контрольных живот-
ных содержание сфингозина в тканях спинного
мозга [42]. Кроме того, активация экспрессии ге-
на Galc, кодирующего GALC (фермент, ответ-
ственный за образование ЦЕР из ГалЦЕР), на
этом же сроке (рис. 4а) дает основание полагать,
что в процессе развития БАС происходит генера-
ция дополнительных количеств ЦЕР в результате
ферментативной деградации ГалЦЕР этим фер-

ментом, т.е. активируется так называемый “путь
спасения” для образования ЦЕР. Важно отме-
тить, что при этом есть указания на ингибирова-
ние обратного процесса, а именно образование
ГалЦЕР из ЦЕР синтазой ГалЦЕР, поскольку
экспрессия гена Ugt8a снижается (рис. 4б). Таким
образом, можно предположить, что сфингозин на
поздней симптоматической стадии БАС, скорее
всего, образуется из ЦЕР, в том числе возникаю-
щего при гидролизе ГалЦЕР.

Анализ спектра молекулярных видов сфингомие-
линов в гиппокампе, коре головного мозга, мозжеч-
ке и в спинном мозге в процессе развития БАС. Мы
изучили уровни суммарных СМ и наиболее рас-
пространенных молекулярных видов СМ d18:1 с
длиной жирной кислоты от С16 до С24
(d18:1/16:0, d18:1/18:0, d18:1/18:1, d18:1/20:0,
d18:1/20:1, d18:1/22:0, d18:1/22:1, d18:1/24:0,
d18:1/24:1) в гиппокампе, коре головного мозга,
мозжечке и спинном мозге трансгенных мышей
линии FUS(1-359), моделирующих характеристи-
ки БАС человека, и мышей контрольной группы
методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии c тандемной масс-спектрометрией
(ВЭЖХ/МС). Анализ суммарных СМ показал их
практическую неизменность во всех изученных
структурах ЦНС в процессе развития протеино-
патии по сравнению с соответствующими показа-
телями контроля (рис. 5). Общее содержание СМ
практически одинаково в гиппокампе и коре го-
ловного мозга, несколько выше в мозжечке, а в
спинном мозге – в несколько раз выше, чем в

Рис. 4. Экспрессия генов галактозилцерамидазы (Galc) (а) и галактозилтрансферазы (Ugt8a) (б) у мышей линии
FUS(1-359) и мышей контрольной группы. Стандартное отклонение обозначено верхними и нижними границами
усов графика, интерквартильный размах – верхней и нижней границами ящика, черными точками обозначены “вы-
бросы”. * Cтатистически достоверное различие с контролем, p < 0.05.
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структурах головного мозга (рис. 5). Данное на-
блюдение согласуется с имеющимися представ-
лениями о том, что миелиновые оболочки (ос-
новным компонентом которых выступает СМ)
спинного мозга значительнее обогащены липи-
дами, чем ткани головного мозга.

Среди отдельных молекулярных видов СМ в
гиппокампе, коре головного мозга и мозжечке
преобладает СМ d18:1/18:0 (рис. 6а–6в), что со-
гласуется с имеющимися данными литературы о
сфинголипидном составе структур головного
мозга. Спинной мозг характеризуется более раз-
нообразным в количественном выражении спек-
тром СМ. Преобладает СМ d18:1/24:1, далее в
равных соотношениях представлены СМ
d18:1/18:0 и d18:1/24:0, затем d18:1/20:0 и
d18:1/22:0, d18:1/16:0 и d18:1/22:1 (рис. 6г).

Изменение содержания молекулярных видов це-
рамидов в гиппокампе, коре головного мозга, моз-
жечке и в спинном мозге в процессе развития БАС.
В наших экспериментах показано, что у мышей
линии FUS(1-359) отсутствуют достоверные из-
менения суммарного уровня всех изученных на-
ми молекулярных видов ЦЕР в отделах головного
мозга (гиппокампе, коре и мозжечке) по сравне-
нию с соответствующим значениями у мышей
контрольной группы (рис. 7). Однако в спинном
мозге наблюдается понижение уровня суммар-
ных ЦЕР через 2 мес. после индукции БАС по срав-
нению с показателями контроля (рис. 7). Подобно
СМ, мы исследовали изменения в уровнях молеку-
лярных видов ЦЕР с аналогичными жирными кис-
лотами в их составе: d18:1/16:0, d18:1/18:0,
d18:1/18:1, d18:1/20:0, d18:1/20:1, d18:1/22:0,
d18:1/22:1, d18:1/24:0, d18:1/24:1 (рис. 8а–8г).

В структурах головного мозга наблюдается
преобладание ЦЕР d18:1/18:0 – основного моле-
кулярного вида, характерного для нейронов. В
спинном мозге, где более выражено содержание
миелина, преобладает также ЦЕР d18:1/24:1 и вы-
ше процентное содержание остальных молеку-
лярных видов ЦЕР. В процессе развития заболе-
вания изменения в спектре молекулярных видов
ЦЕР отмечены только в спинном мозге, где уро-
вень практически всех ЦЕР снижается по отно-
шению к контролю через 2 и 3 мес. течения забо-
левания. На четвертый месяц, так же как и для
суммарных ЦЕР на этот срок, их уровень соответ-
ствует контрольному (рис. 8г).

Подобное поведение ЦЕР может определять
его превращение в сфингозин путем гидролиза
ЦЕР Asah1. Сфингозин обладает более
выраженными проапоптотическими свойствами
по сравнению с ЦЕР, его появление в клетках
ЦНС способствует более активной их гибели.

Обсуждение результатов. Эксперименты по
определению уровня экспрессии генов фермен-
тов, катализирующих как образование, так и рас-
щепление СМ, не показали существенных изме-
нений, что согласуется с неизменным содержа-
нием СМ и спектра его индивидуальных
молекулярных видов на всех изученных нами
сроках БАС. Также при FUSопатии не отмечено
изменений уровня мРНК ни одной из изоформ
CerS (Lass1–6). Ранее мы показали неизменность
экспрессии гена еще одного фермента, вовлечен-
ного в процесс синтез ЦЕР de novo, – 3-кетоди-
гидросфингозинредуктазы – у FUS-трансгенных
мышей на всех изученных сроках [43]. Получен-
ные нами данные указывают на то, что синтез
ЦЕР при БАС происходит не за счет образования
de novo, а по катаболическим путям. К аналогич-
ному заключению пришли Dodge et al., проде-
монстрировавшие это на модели БАС SOD1G93A у
мышей [20]. Образование ЦЕР может происхо-
дить в результате повышения экспрессии гена
фермента GALC, генерирующего ЦЕР из
ГалЦЕР, т.к. изученные нами образцы характери-
зуются повышенной экспрессией гена Galc. На
этом фоне ингибируется обратный процесс, а
именно образование ГалЦЕР из ЦЕР синтазой
ГалЦЕР, поскольку экспрессия гена Ugt8a снижа-
ется. Предположение о роли ГалЦЕР в качестве
источника для поддержания уровня ЦЕР согласу-
ется и с некоторыми результатами работы Dodge
et al. в части, проведенной на образцах серого ве-
щества спинного мозга пациентов с БАС, у кото-
рых обнаруживается повышение активности фер-
ментов, генерирующих ЦЕР из гексозилцерами-
дов, GALC и GBA2 [20].

Также нами обнаружено увеличение экспрес-
сии гена Asah1, кодирующего фермент, который
превращает ЦЕР в еще более активный проапо-

Рис. 5. Общее содержание сфингомиелина в структу-
рах ЦНС мышей линии FUS(1-359) и мышей кон-
трольной группы. Приведены средние значения и
стандартная ошибка среднего.
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птотический агент – сфингозин. В своей недав-
ней работе, проведенной на той же модели мы-
шей линии FUS(1-359), мы исследовали аспекты
метаболизма сфингоидных оснований при БАС и
показали, что активация экспрессии генов фер-
ментов обмена сфингозина и повышенное содер-
жание этого проапоптотического метаболита
сфингомиелинового цикла обнаруживаются на
терминальной стадии FUSопатии в спинном моз-
ге мышей [43]. Таким образом, можно предполо-
жить, что ЦЕР, образующийся вследствие фер-
ментативной деградации ГалЦЕР, не накаплива-
ется при патологии БАС у мышей, а
превращается в сфингозин, который приводит к
гибели клеток спинного мозга.

Один из аспектов передачи сигналов ЦЕР в
клетках – регуляция гибели клеток посредством
формирования каналов ЦЕР во внешних мембра-
нах митохондрий [44]. Различие метаболических
профилей митохондрий в спинном и головном
мозге может объяснять различия в характере из-
менений сфинголипидного профиля в головном
и спинном мозге. Различие метаболических про-

филей митохондрий в спинном и головном мозге
проявляется в том, что митохондрии в спинном
мозге производят больше АФК и имеют более вы-
раженные окислительные повреждения по срав-
нению с митохондриями головного мозга. Эти
тканеспецифические отличия могут быть причи-
ной того, что определенные области ЦНС осо-
бенно уязвимы, а также могут играть важную роль
в специфических возрастных и нейродегенера-
тивных заболеваниях, таких как БАС [45]. Более
того, митохондриальная функция, по-видимому,
неодинакова не только в клетках разных типов
тканей, но даже в разных областях клеток одного
типа, например, в синаптических и несинаптиче-
ских митохондриях [46], а с возрастом эти разли-
чия увеличиваются еще больше [45, 47]. Также в
спинном мозге значительно выше повреждения
митохондриальной ДНК, чем в головном мозге
[48]. Это может усиливать характерные для БАС
нарушения в работе митохондрий из-за повыше-
ния вероятности мутаций белков, кодируемых
митохондриальной ДНК и, как следствие, их дис-
функции [45].

Рис. 6. Содержание молекулярных видов сфингомиелина в структурах ЦНС мышей линии FUS(1-359) и мышей кон-
трольной группы: (а) – гиппокамп, (б) – кора головного мозга, (в) – мозжечок, (г) – спинной мозг. Приведены сред-
ние значения и стандартная ошибка среднего.
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Изменения уровня СФЛ могут различаться в
зависимости от области отдела мозга. Так, при
болезни Паркинсона показано, что в передней
части поясной извилины коры головного мозга
содержание СМ понижено, а в затылочной коре
изменений нет. Кроме этого, в поясной коре
уровни СМ С23:0, С24:1 и С26:1 снижены, а кон-
центрации С18:1 и С20:0 увеличены [49]. Таким
образом, наблюдаемое нами отсутствие принци-
пиальных изменений в исследованных структу-
рах головного мозга может отражать как принци-
пиальное отличие в их метаболизме от спинного
мозга, так и необходимость более детального раз-
деления тканей для выявления изменений, кото-
рые могут быть характерны для более локальных
участков и нивелируются при анализе липидов,
выделенных из более крупных образцов. При
анализе данных следует также принимать во вни-
мание тот факт, что сфинголипидный состав как
отдельных органов, так и биологических жидко-
стей различен, и он отличается у разных организ-
мов [20]. С учетом роли СФЛ в патогенезе БАС

Рис. 7. Общее содержание церамида в структурах
ЦНС мышей линии FUS(1-359) и мышей контроль-
ной группы. Приведены средние значения и стан-
дартная ошибка среднего. * Cтатистически достовер-
ное различие с контролем, p < 0.05.
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Рис. 8. Содержание молекулярных видов ЦЕР в структурах ЦНС мышей линии FUS(1-359) и мышей контрольной
группы: (а) – гиппокамп, (б) – кора головного мозга, (в) – мозжечок, (г) – спинной мозг. Приведены средние значе-
ния и стандартная ошибка среднего.
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ведется поиск новых препаратов, влияющих на
метаболизм СФЛ. В настоящее время клиниче-
ские испытания безопасности фазы IIа для лече-
ния БАС проходит единственный препарат из
класса СФЛ – Fingolimod [50], эффективность
которого доказана у мышей SOD1G93A на симпто-
матической стадии БАС при диагностируемой
двигательной дисфункции [32].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Модель БАС. В качестве модели БАС исполь-

зовали линию трансгенных мышей FUS(1-359)
(Биоресурсная коллекция Института физиологи-
чески активных веществ РАН, Россия), проявля-
ющих характеристики БАС. В нервной системе
животных экспрессируется трансгенная последо-
вательность, кодирующая аберрантную форму
белка FUS человека с удаленным сигналом ядер-
ной локализации под нейрон-специфичным про-
мотором Thy1. Линию стабильно поддерживали в
гемизиготном состоянии согласно ранее описан-
ному протоколу с переводом животных на генети-
ческий фон CD1 [34]. Гетерозиготных животных
определяли методом конвенционной ПЦР с ис-
пользованием праймеров (5′-TCTTTGTGCAAGG-
CCTGGGT-3′ и 3′-AGAAGCAAGACCTCTGCA-
GAG-5′) при следующих условиях: 2 мин предвари-
тельной денатурации при 94°C, далее 30 циклов:
94°C – 15 с, 58°C – 30 с, 72°C – 40 с, детектируя
фрагмент размером 255 п.н. [34]. У трансгенных
мышей накапливаются белковые агрегаты в цито-
плазме нервных клеток. Данный вид FUS-проте-
инопатии приводит к повреждению аксонов мо-
тонейронов, нейровоспалительным реакциям и
снижению числа тел мотонейронов. Такая клини-
ческая картина характеризуется относительно ран-
ней манифестацией заболевания (2.5–4.5 мес.) и
быстрым летальным исходом (в течение несколь-
ких дней с момента манифестации). Изменения
метаболического и стрессового ответа предше-
ствуют началу открытого моторного заболевания
БАС [51]. Поэтому у модельных мышей выделяли
структуры головного мозга (гиппокамп, кору,
мозжечок) и спинной мозг в 2, 3 и 4 мес. жизни,
что соответствует досимптомной, ранней симп-
томатической и симптоматической стадиям БАС.
Для одной экспериментальной точки использо-
вали семь мышей-самцов. В контрольную группу
входили не содержащие трансгенную кассету од-
нопометные особи того же возраста, что и мо-
дельные мыши.

Анализ экспрессии генов. Анализ экспрессии
генов ферментов метаболизма сфинголипидов в
спинном мозге мышей проводили методом РНК-
секвенирования. Библиотеки мРНК для секвени-
рования получали с помощью набора для выделе-
ния полиА(+)-фракции мРНК и набора для со-
здания библиотек NEBNext Ultra II Directional

RNA Library Prep Kit for Illumina (New England
Biolabs, США) по методике, предложенной про-
изводителем [52]. Cеквенирование полиА(+)-
обогащенной фракции РНК проводили на плат-
форме Illumina NextSeq 500 (Illumina, США) в
Центре коллективного пользования “Геном” Ин-
ститута молекулярной биологии им. В.А. Энгель-
гардта РАН.

Обработку данных проводили при помощи
программного обеспечения PPLine [53]. Она
включала триммирование коротких прочтений
по качеству и длине при помощи программы
Trimmomatic [54], выравнивание прочтений на
референсный геном версии GRCm38 программой
STAR [55] и подсчет прочтений, выравненных на
гены, программой htseq-count [56].

Статистическую обработку данных и вычисле-
ние дифференциальной экспрессии генов произ-
водили при помощи пакета edgeR [57], использу-
емого в среде статистической обработки данных
языка R [58]. В ходе парного сравнения экспери-
ментальных групп для определения достоверно-
сти дифференциальной экспреcсии использова-
ли стандартный F-тест Фишера с применением
метода Беньямини–Хохберга для внесения по-
правки на множественное тестирование [59]. Для
визуализации полученных данных применяли па-
кет ggplot2 [60].

Анализ сфинголипидов. Липиды отделов голов-
ного (кора, мозжечок и гиппокам) и спинного
мозга экстрагировали по методу Bligh и Dyer [61].
Церамиды и сфингомиелины анализировали ме-
тодом хромато-масс-спектрометрии [62]. Выде-
ленные липиды упаривали под током азота и рас-
творяли в смеси хлороформ/метанол в соотноше-
нии 2 : 1 (v/v). Анализ липидов проводили
методом ВЭЖХ/МС на приборе TSQ Endura
(Thermo Scientific, США), снабженном ВЭЖХ-
колонкой EclipsePlusC8 (Agilent, США), в режиме
мониторинга множественных реакции (ММР)
при давлении в ячейке соударений 1.5 мТорр, раз-
решение на Q1 и Q3 1.2 Да. Для ЦЕР проводили
фрагментацию исходных протонированных и де-
гидратированных молекул при энергии 25 В до
иона с m/z 264.4, dwell time 25 мс. Для СМ прово-
дили фрагментацию исходных протонированных
молекул при энергии 25 В до иона с m/z 184.1,
dwell time 25 мс. Параметры источника иониза-
ции: температура нагревателя 300°С, температура
капилляра 340°С, поток sheath gas 45 arb, поток
aux gas 13 arb, поток sweep gas 1 arb. Для построе-
ния калибровочных зависимостей использовали
СМ и ЦЕР d18:1/16:0, d18:1/18:0, d18:1/18:1,
d18:1/20:0, d18:1/22:0, d18:1/24:0 и d18:1/24 (Avan-
ti, США). Для каждого липида вычисляли отно-
шение площади под хроматографическим пиком
этой молекулы к площади хроматографического
пика молекулы стандарта.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые охарактеризован профиль молеку-
лярных видов СМ и ЦЕР, а также уровни экс-
прессии генов ферментов их метаболизма в ЦНС
трансгенных мышей линии FUS(1-359), модели-
рующих характеристики БАС на разных сроках
развития FUS-протеинопатии. Показано, что из-
менения содержания ЦЕР и экспрессии генов
ферментов его обмена происходят в спинном
мозге животных на всех стадиях БАС. Таким об-
разом, метаболизм СФЛ представляет собой пер-
спективную область исследования процессов,
связанных с БАС, как в контексте поиска потен-
циальных диагностических маркеров и эффек-
тивных лекарственных средств, так и для объяс-
нения патогенеза БАС.

БЛАГОДАРНОСТИ

Содержание животных обеспечено Программой
поддержки биоресурсных коллекций Института фи-
зиологически активных веществ РАН и проведено на
оборудовании Центра коллективного пользования
Института физиологически активных веществ РАН.

Анализ данных высокопроизводительного секве-
нирования выполнен на оборудовании Центра кол-
лективного пользования “Геном” Института молеку-
лярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН
(http://www.eimb.ru/rus/ckp/ccu_genome_c.php).

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Исследование нейродегенеративных процессов у
модельных животных линии FUS(1-359) выполнено
при поддержке Российского научного фонда (проект
№ 19-13-00378).

Содержание животных осуществлялось в рамках
государственного задания Института физиологически
активных веществ РАН № 0090-2017-0019.

Исследования свойств липидов в нейропатологиях
выполнены в рамках государственного задания Инсти-
тута физиологически активных веществ РАН (тема
№ 44.4, номер государственной регистрации 01201253310).
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Changes in the Metabolism of Sphingomyelin and Ceramide in the Brain Structures 
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Changes in the expression of genes for enzymes of sphingolipid metabolism in transgenic FUS mice
(FUS (1-359)) simulating amyotrophic lateral sclerosis (ALS) were found. The profiles of molecular species
of sphingomyelins (SM) and ceramides (CER) in the structure of the brain and in the spinal cord were ana-
lyzed. During the development of ALS, changes in the spectrum of molecular types of CER were noted only
in the spinal cord, where almost all CER decreased in relation to the control after 2 and 3 months of the
course of the disease. After 4 months of the development of the pathology, an increase in the expression of
the acid ceramidase gene is observed, as a result of which sphingosine can be formed, which has pronounced
proapoptotic properties. Analysis of gene expression of CER metabolism enzymes and galactosylceramide
(GalCER) indicates the possibility of GalCER involvement as a source for maintaining CER levels at the ter-
minal stage of ALS. Thus, the metabolism of sphingolipids is a promising field of study of the processes as-
sociated with ALS, both in the context of the search for potential diagnostic markers and effective drugs, and
for explaining the pathogenesis of ALS.

Keywords: amyotrophic lateral sclerosis (ALS), FUS(1-359) transgenic mice, sphingomyelin, ceramide, cerami-
dases, galactosylceramidase, galactosylceramide synthase


