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Грамположительные бактерии Streptococcus pneumoniae (пневмококк) вызывают тяжелые заболева-
ния у взрослых и детей. Установлено, что некоторые капсулярные полисахариды клинически зна-
чимых серотипов S. pneumoniae в составе коммерческих полисахаридных и конъюгированных пнев-
мококковых вакцин обладают низкой иммуногенностью. В обзоре рассмотрены методы получения
и структурные особенности синтетических олигосахаридов “проблемных” серотипов пневмококка,
характеризующихся низкой иммуногенностью вследствие деструкции или нежелательной модифи-
кации в процессе их выделения и очистки; серотипов, вызывающих тяжелые пневмококковые за-
болевания, а также серотипов, не входящих в состав конъюгированных пневмококковых вакцин.
Показано, что синтетические олигосахариды, соответствующие протективным гликотопам капсу-
лярных полисахаридов различных серотипов S. pneumoniae, индуцируют образование протективных
опсонизирующих антител и формирование иммунологической памяти. Представлены оптималь-
ные конструкции олигосахаридов эпидемиологически значимых серотипов S. pneumoniae, которые
могут быть использованы для создания синтетических пневмококковых вакцин и диагностических
тест-систем для обнаружения заражений S. pneumoniae, а также контроля эффективности вакцинации.
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ВВЕДЕНИЕ

Грамположительные бактерии Streptococcus pneu-
moniae (пневмококк) вызывают тяжелые инвазив-
ные и неивазивные заболевания у детей и взрос-
лых и способны персистировать на слизистой обо-
лочке носоглотки здоровых носителей, не вызывая
клинических проявлений инфекции. Большая
часть штаммов пневмококка окружена полиса-
харидной капсулой. На основе структурно раз-

личающихся между собой капсулярных полиса-
харидов (КП), экспрессируемых S. pneumoniae,
идентифицировано более 90 серотипов пневмо-
кокка [1–3].

По критерию тяжести течения пневмококко-
вые инфекции можно разделить на инвазивные и
неинвазивные. К инвазивным пневмококковым
инфекциям традиционно относят бактериемию,
менингит, пневмонию и другие патологические
состояния, при которых возбудитель выделяют из
обычно стерильных органов и тканей (кровь, це-
реброспинальная жидкость, реже – синовиаль-
ная, плевральная и перикардиальная жидкости).
Среди неинвазивных форм болезни выделяют ин-
фекции верхних дыхательных путей (средний отит,
параназальный синусит), нижних дыхательных пу-
тей (бронхит), а также другие относительно редко
регистрируемые инфекции (конъюнктивит, пе-
ритонит, артрит, полиартрит и др.). Инвазивные
пневмококковые заболевания могут завершаться
летально, особенно у детей младшего возраста,
пожилых людей и иммунокомпрометированных
лиц [4, 5]. Тяжесть течения пневмококковой ин-

Сокращения: BSA – бычий сывороточный альбумин (bo-
vine serum albumin); CD – антиген кластеров дифферен-
цировки клеток; CRM197 – нетоксичная форма рекомби-
нантного дифтерийного анатоксина (белок-носитель);
D-AAT – 2-ацетамидо-4-амино-2,4,6-тридеокси-D-галак-
тоза; GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальный коло-
ниестимулирующий фактор; IFNγ – интерферон гамма;
IL – интерлейкин; KLH – гемоцианин лимфы улитки;
mAb – моноклональные антитела; MALDI-TOF – мат-
рично-активированная лазерная десорбция/ионизация;
NK – натуральные киллеры; TLR – Toll-подобный рецеп-
тор; TNFα – фактор некроза опухолей альфа; КП – капсу-
лярный полисахарид.

# Автор для связи: (тел./факс: +7 (499) 135-87-84; эл. почта:
nen@ioc.ac.ru).
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ГЕНИНГ и др.

фекции зависит от серотипа S. pneumoniae [6–11].
Так, S. pneumoniae серотипов 3, 6B, 19A, 19F и 23F
имеют хорошо развитую капсулу, относятся к се-
ротипам с низкой инвазивной активностью и вы-
зывают заболевания, ассоциированные с высоким
риском летального исхода, преимущественно у
иммунокомпрометированных лиц. Серотипы 1,
7F, 4, 9N, 9V и 14 со средним или высоким инва-
зивным потенциалом и тонкой капсулой наибо-
лее часто вызывают заболевания у здоровых лиц,
действуя как первичные патогены [12, 13].

Эпидемиология S. pneumoniae. Частота распро-
странения различных серотипов пневмококка за-
висит от локализации инфекции, географического
местоположения, возраста [6]. Серотипы пневмо-
кокка значительно различаются по вирулентно-
сти [6, 7, 14–17]. По данным ВОЗ, в 2007 г. ~80–90%
всех пневмококковых заболеваний вызывали 20 се-
ротипов S. pneumoniae [18, 19].

В ряде публикаций приведены данные о рас-
пространенности различных серотипов пневмо-
кокка в США, Азии, Африке, Европе, Латинской
Америке, Австралии, Новой Зеландии, Беларуси,
Украине и России в разные годы среди детей и
взрослых [20–28]. В 2012 г. проведено масштаб-
ное эпидемиологическое исследование в шести
странах Юго-Восточной Азии по изучению рас-
пространенности различных серотипов S. pneu-
moniae. Наиболее часто выделяли серотипы 1, 3,
6B, 14, 19A, 19F и 23F. Существенных различий в
доминировании того или иного серотипа в зави-
симости от региона не выявлено [29].

Показано, что из крови пациентов выделяли
преимущественно серотипы 1 и 14, из церебро-
спинальной жидкости – серотипы 6, 10 и 23, из
отделяемого среднего уха детей – серотипы 3, 19 и
23 [8]. Серотипы 6A, 6B, 14, 19F и 23 рассматрива-
ют как основные “педиатрические” штаммы пнев-
мококка [4, 30]. В США у детей младшего возрас-
та 80% менингитов вызывали серотипы 14, 6В,
19F, 18С, 23F и 9V, а у детей старше 6 лет на их долю
приходилось лишь 50% всех изолятов [6, 31–34].

В Японии с 2011 по 2013 гг. у взрослых с забо-
леваниями респираторного тракта обнаруживали
серотипы 3, 4, 19F и 23F [35]. В двух других иссле-
дованиях, проведенных в этом же географиче-
ском регионе, доминировал серотип 3 [36, 37]. В
2014–2016 гг. на юго-востоке Аравийского полуост-
рова при инвазивных пневмококковых заболевани-
ях преобладали серотипы 3, 12, 15, 19A и 19F [38].

В Корее и Испании наиболее часто выявляли
штаммы серотипов 3, 6, 11, 19 и 23 [39, 40]. В дру-
гом исследовании показано, что в Испании с
2001–2014 гг. преобладали серотипы 1, 3, 7F и
19A. Чаще всего у пациентов с осложнениями,
развившимися в период пребывания в стациона-
ре, выявляли S. pneumoniae серотипа 3. Наиболее
часто из серотипов, не входящих в состав вакци-

ны Prevnar 13® (Pfizer), выявляли серотип 22F.
Показано, что значительная часть взрослых, вак-
цинированных в детстве против пневмококка,
болела внебольничной пневмонией, вызванной
серотипами, входящими в состав вакцин, кото-
рыми они были привиты в детском возрасте. Это
определяет необходимость разработки стратегии
вакцинации для снижения заболеваемости у взрос-
лых [41]. В США причиной среднего отита чаще
всего были серотипы 3, 6, 14, 18, 19 и 23 [30, 42].

При оценке распространенности различных
серотипов пневмококка на территории России у
детей при носительстве доминировали серотипы
3, 6, 9, 14, 19, 23, в меньшей степени – серотипы 7
и 18 [21]. При остром среднем отите с наибольшей
частотой обнаруживали серотип 19, реже сероти-
пы 3, 4, 6, 8, 9, 14, 15, 20, 22 и 23. Преобладающи-
ми у детей с внебольничной пневмонией были се-
ротипы 19, в меньшей степени – серотипы 6, 14 и
23; при инвазивной пневмококковой инфекции –
серотипы 5 и 1, выделенные из ткани легкого.
Преобладающими серотипами, вызывающими ин-
вазивные инфекции, были 8, 19 в заметно мень-
шей степени, 1, 5 и 23. Распространение сероти-
пов 3, 6, 15 и 19 среди детей с пневмококковыми
инфекциями также было отмечено и в других ис-
следованиях [43]. Штаммы были чувствительны к
пенициллину, за исключением всех штаммов, от-
носящихся к серотипу 19 [21]. Это согласуется с
данными других авторов, которые свидетельству-
ют о том, что современные штаммы S. pneumoniae
чувствительны к пенициллину, но устойчивы к
макролидам (эритромицин) [38].

Сведения о серотиповом пейзаже пневмококков
в Москве ограничены. В Москве в 2000–2007 гг.
среди штаммов пневмококка, полученных от боль-
ных пневмококковым менингитом, во всех воз-
растных категориях доминировали серотипы 3, 6
и 19. Ведущими серотипами на территории Моск-
вы являлись серотипы 1, 3, 4, 6B, 6A, 7F, 15A, 15B,
18C и 19F, на долю которых приходилось 63%
исследованных штаммов. Сравнение серотипового
пейзажа возбудителей, выделенных в 1980–1999 гг.,
со штаммами 2000–2012 гг. показало различие
структуры и долевого участия доминирующих се-
ротипов. Если среди штаммов 1980–1999 гг. пре-
обладающими серотипами (в порядке уменьше-
ния значимости) были 1, 3, 19F, 6A, 7F, 12F, 18C и
19A, то среди культур 2000–2012 гг. доминирова-
ли серотипы 3, 19F, 6B, 7F, 15A, 15B, 1, 4 и 6A [44].

Таким образом, сегодня в мире наибольшее
клиническое значение имеют серотипы 1, 2, 3, 4,
5, 6A/B, 7F, 8, 9, 11, 12, 14, 15A/B, 18C, 19A/F, 20,
22 и 23F, в России – серотипы 1, 3, 4, 6A/B, 7F, 12,
14, 15A/B, 18C и 19F (серотипы, выделенные жир-
ным шрифтом, встречаются с наибольшей часто-
той). Очевидно, что этот набор штаммов может со
временем изменяться, в том числе расширяться
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из-за увеличения эпидемиологической значимо-
сти других серотипов пневмококков.

Вакцинопрофилактика пневмококковой инфек-
ции. Успех вакцинопрофилактики инфекций, вы-
зываемых S. pneumoniae, во многом зависит от
степени соответствия серотипного состава вак-
цины спектру циркулирующих штаммов пневмо-
кокка в регионе применения вакцины. В контро-
лируемом испытании 13-валентной конъюгиро-
ванной пневмококковой вакцины у детей уровни
сывороточных антител ко всем серотипам, входя-
щим в состав вакцины, увеличивались после им-
мунизации во всех возрастных группах. Образо-
вание антител, индуцированных к КП серотипов
6A, 14, 19F и 23F, было слабым у детей до 4.5 лет [45].

При проведении первой фазы клинических
испытаний 20-валентной конъюгированной пнев-
мококковой вакцины, содержащей семь новых
серотипов пневмококка (8, 10A, 11A, 12F, 15B,
22F и 33F) и предназначенной для расширения
спектра действия уже существующих конъюгиро-
ванных вакцин (Prevnar 7®, Synflorix® (GSK) и
Prevnar 13®), отмечено повышение опсонофаго-
цитарной активности и концентрации IgG-анти-
тел к КП всех серотипов пневмококка, входящих
в состав соответствующей вакцины [46].

При проведении клинических испытаний у де-
тей 10-валентной конъюгированной пневмокок-
ковой вакцины Synflorix® (зарегистрирована в
России), содержащей в своем составе КП S. pneu-
moniae серотипов 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F
и 23F, каждый из которых был индивидуально
конъюгирован с протеином D, выделенным из
Haemophilus influenzae, существенно повышалась
концентрация IgG-антител к КП серотипов, вхо-
дящих в состав вакцины [47]. Вакцинация спо-
собствовала уменьшению количества эпизодов
инфекции, вызванных вакцинными штаммами,
но существенно не влияла на возникновение за-
болеваний, вызванных невакцинными серотипа-
ми пневмококка.

Наибольшее количество эпизодов пневмокок-
кового отита вызвали серотипы 3 (37 случаев), 6B
(27 случаев), 14 (23 случая), 19F (67 случаев) и 23F
(23 случая). В отношении всех серотипов, за ис-
ключением серотипа 3, установлен существен-
ный защитный эффект вакцинации, который ва-
рьировал от минимального (в отношении сероти-
па 19F – 44.4%) до максимального (в отношении
серотипа 14 – 95.5%). Что касается серотипа 3, то
общее количество эпизодов острого среднего оти-
та в группе, получавшей пневмококковую вакци-
ну, и в контрольной группе составило 20 и 17 со-
ответственно [48]. Отмечено повышение титров
антител к КП пневмококка и их опсонизирую-
щей активности [49]. Показано, что в предупре-
ждении острого среднего отита ключевое значе-
ние имеют антитела IgG с высокой опсонофаго-

цитарной активностью, тогда как титр антител не
является достаточно информативным показате-
лем [50]. Shiramoto et al. показали, что иммуноген-
ность вакцин Prevnar 13® и Pneumovax® 23 (Merck)
у лиц пожилого возраста, которую оценивали по
титру антител и их опсонофагоцитарной актив-
ности, была ниже для КП серотипа 3 по сравне-
нию с другими серотипами пневмококка, причем
при введении обеих исследованных вакцин [51].
При иммунизации полисахаридной пневмокок-
ковой вакциной не наблюдалось повышения тит-
ра антител к КП S. pneumoniae серотипа 3 у лиц
старше 65 лет и взрослых лиц молодого возраста,
тогда как к другим исследованным серотипам (1,
5, 6B, 8, и 14) титр антител в обеих группах повы-
шался [52]. На основании проведенных исследо-
ваний можно сделать заключение, что иммуно-
генность КП различных серотипов пневмококка
неодинакова [53].

СТРОЕНИЕ КАПСУЛЯРНЫХ 
ПОЛИСАХАРИДОВ S. pneumoniae И СИНТЕЗ 

РОДСТВЕННЫХ ОЛИГОСАХАРИДОВ
ДЛЯ СОЗДАНИЯ ВАКЦИН

Разрешенные сегодня к применению пневмо-
кокковые вакцины производят при использовании
бактериальных КП актуальных серотипов пневмо-
кокка или конъюгируют КП с белком-носителем
с последующим добавлением адъюванта. КП вы-
деляют из культуральной среды после инактива-
ции патогена [54]. Недостатком традиционных
вакцин на основе КП пневмококка является не-
обходимость работы с микробной культурой ви-
рулентных штаммов пневмококка. Очистка КП
от бактериальных примесей является весьма тру-
доемкой, а конъюгация с белком-носителем, не-
обходимая для индукции Т-зависимого иммунно-
го ответа с образованием опсонизирующих IgG-
антител и иммунологической памяти – не всегда
успешной. Выделенный из культуральной среды
КП, даже после проведения очистки, содержит
примесь антигенов бактериальной клетки, таких
как полисахарид клеточной стенки (тейхоевая кис-
лота или С-полисахарид), нуклеиновые кислоты
и др. В результате получают продукт, который хи-
мически неоднороден, что может служить пре-
пятствием при последующей его конъюгации с
белком-носителем [54, 55].

Бактериальные КП состоят из повторяющихся
олигосахаридных звеньев различной длины [56],
состоящих в случае S. pneumoniae, например, из
двух (серотип 3) или восьми (серотип 17А) моно-
сахаридных остатков [57]. Антитела, индуциро-
ванные к одному эпитопу КП, могут быть протек-
тивными, а к другому – нет. Низкая эффектив-
ность КП может быть связана в ряде случаев с
индивидуальными особенностями отдельных КП,
в том числе с возможными различиями конфор-
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мационных характеристик КП в составе бактери-
альной капсулы и в составе вакцины. Это, в свою
очередь, может приводить к различию эпитопной
специфичности антител, индуцируемых пневмо-
кокком и вакциной.

Эпитопы КП S. pneumonie могут быть пред-
ставлены на синтетических олигосахаридах [30],
которые также конъюгируют с белком-носителем
традиционными химическими методами для по-
лучения полусинтетической вакцины. В настоя-
щее время синтезированы олигосахариды для се-
ротипов 1–4, 6А/B, 7F, 8, 9A/V, 12, 14, 17F, 18C,
19A/F, 22F, 23F, 27 и 29 [58, 59]. Для получения
олигосахаридов, содержащих несколько повторя-
ющихся единиц, соответствующих структуре КП,
используют методы гидролиза КП, химический
синтез и биосинтез [58, 59]. Некоторые олигоса-
хариды успешно получены путем гидролиза. Не-
достатком этого метода являются трудности кон-
тролируемого получения олигосахаридов с точки
зрения химической структуры, длины олигосаха-
рида и присутствия бактериальных примесей. Хи-
мический синтез нескольких повторяющихся зве-
ньев олигосахарида стал доступным, но он доста-
точно сложный и требует проведения большого
количества стадий синтеза. Комбинация химиче-
ского синтеза и биосинтеза является альтерна-
тивным методом, который позволяет получать
большие количества олигосахаридов с большой
длиной цепи. Информация о биосинтезе синте-
тических аналогов КП серотипов 3, 14 и 19F из-
вестна [58].

Иммунный ответ на олигосахариды является
высокоспецифичным. Интересно, что некоторые
олигосахариды, конъюгированные с белком-носи-
телем, индуцируют даже более высокий титр анти-
тел к КП, чем соответствующие конъюгаты КП [60].
Идентификация иммуногенных гликотопов КП
S. pneumoniae, обеспечивающих протективные
свойства гликоконъюгатных пневмококковых вак-
цин, является способом повышения их эффек-
тивности. Использование коротких олигосахари-
дов, полученных путем химического синтеза, дает
лучшую, чем в случае крупных олигосахаридов
или полисахаридов, возможность провести кон-
тролируемую конъюгацию и оценить иммуноген-
ность вакцин при варьировании их специфиче-
ских структурных параметров, например, длины
олигосахаридного фрагмента и соотношения уг-
левод/белок [61]. Таким образом, синтетические
олигосахариды являются привлекательной альтер-
нативной гетерогенным препаратам очищенных
бактериальных КП, на основе которых получены
первые коммерческие пневмококковые вакци-
ны [62, 63]. Иммуногенные свойства гликоконъ-
югатов могут быть оптимизированы за счет ис-
пользования синтетических антигенных структур,
способных вызывать образование протективных
антител [52].

В 2015 г. нами был опубликован обзор, посвя-
щенный подходам к созданию пневмококовых
вакцин на основе синтетических олигосахарид-
ных лигандов, относящихся к углеводным вакци-
нам третьего поколения [55]. В последние годы
работы в данном направлении активно развива-
ются, и в настоящем обзоре мы рассматриваем
все серотипы пневмококка, для которых получе-
ны синтетические фрагменты КП и проводятся
иммунологические исследования с их участием.
Особое внимание уделено наиболее “проблем-
ным” КП некоторых актуальных серотипов пнев-
мококка с большим акцентом на исследования
последних лет.

S. pneumoniae серотипа 1. КП высокоинвазив-
ного серотипа 1 имеет особое химическое строе-
ние и содержит редкий моносахарид – 2-ацетами-
до-4-амино-2,4,6-тридеокси-D-галактозу (D-AAT)
(1) [64] (рис. 1). Отмечают, что КП серотипа 1 в
составе пневмококковых вакцин является недо-
статочно эффективным [65]. Показано, что ком-
мерческая гликоконъюгатная вакцина Prevnar 13®

индуцирует низкий уровень функциональных ан-
тител к КП серотипа 1 (1) вследствие возможной
модификации протективных эпитопов КП (в част-
ности, аминогрупп) в процессе химической акти-
вации и конъюгации с белком-носителем. При
химической обработке КП серотипа 1 (1) может
происходить его деполимеризация и, как след-
ствие, снижение эффективности КП (1) в составе
пневмококковых вакцин. Установлено, что при
конъюгации белка-носителя с моносахаридом (1)
существует риск деструкции иммуногенных эпи-
топов [54, 66].

Синтетические олигосахаридные антигены мо-
гут быть получены таким образом, что при конъ-
югации с белком-носителем протективные эпито-
пы остаются интактными. Олигосахариды (2–5),
соответствующие фрагментам цепи КП серотипа 1
(рис. 1), были синтезированы рядом авторов [67–
71]. Показано, что остаток D-AAT важен для рас-
познавания КП (1). Так, в опытах по изучению
взаимодействия синтетических лигандов (2–5) с
антителами сыворотки, специфичной к КП (1),
установлено, что наилучшим образом связывался
именно трисахарид (4), соответствующий полно-
му повторяющемуся звену, в то время как дисаха-
рид (5), не содержащий остатка D-AAT, связывал-
ся значительно слабее, а моносахариды (2) и (3)
не связывались совсем.

Восстановлением дисульфидной группы в три-
сахаридном производном (4) до тиольной и после-
дующим взаимодействием с белком CRM197 был
получен вакцинный гликоконъюгат (6). В исполь-
зуемых условиях не затрагивается аминогруппа в
составе D-AAT. При иммунизации кроликов конъ-
югат (6) индуцировал образование высоких тит-
ров антител, специфичных к КП (1), трисахари-
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ду (4), а также связывающихся непосредственно с
D-AAT (3). При этом титры антител к КП (1) при
иммунизации конъюгатом (6) оказались выше,
чем в контрольных опытах с Prevnar 13® [64]. С
помощью проточной цитометрии показано, что
антитела, индуцированные конъюгатом (6), луч-
ше связываются с пневмококками серотипа 1,
чем антитела, полученные после иммунизации с
помощью Prevnar 13®. Антигенсвязывающая спо-
собность антител коррелировала с опсонофаго-
цитарной киллерной активностью. Так, пуловая
сыворотка кроликов к конъюгату (6) обладала бо-
лее высокой активностью в отношении пневмо-
кокков серотипа 1, чем сыворотка к Prevnar 13®.
Более того, антитела, индуцированные конъюга-
том (6), обладали лучшей опсонизирующей спо-
собностью, чем стандартная сыворотка 007sp, ре-
комендуемая ВОЗ для оценки эффективности
пневмококковых вакцин [72]. Антитела к белку-
носителю (CRM197) не связывались с S. pneumo-
niae серотипа 1.

Протективную активность иммунных сыворо-
ток оценивали в опытах по пассивной иммуниза-
ции мышей, подсчитывая количество бактери-
альных клеток в крови и в бронхоальвеолярной
лаважной жидкости после заражения. В качестве
групп сравнения использовали сыворотку кроли-
ков, иммунизированных Prevnar 13® и CRM197.
При анализе крови и бронхоальвеолярной лаваж-
ной жидкости введение сыворотки к конъюгату (6)
выявило существенное снижение бактериальной
нагрузки по сравнению с сыворотками к Prevnar 13®

и CRM197. Таким образом, синтезированный
конъюгат (6) является перспективным кандида-
том для вакцины против S. pneumoniae серотипа 1
и превосходит по своим протективным характе-
ристикам конъюгат соответствующего КП в соста-
ве коммерческой вакцины Prevnar 13® [64].

S. pneumoniae серотипа 2. S. pneumoniae сероти-
па 2 относится к инвазивным штаммам пневмо-
кокка, но его КП (7) не входит в состав коммерче-
ских конъюгированных пневмококковых вакцин.

Для определения структуры протективного оли-
госахаридного эпитопа была синтезирована се-
рия фрагментов (8a–13a) повторяющегося звена,
а также гексасахарид (14a), соответствующий од-
ному повторяющемуся звену КП серотипа 2 [73]
(рис. 2). В экспериментах по связыванию этих
олигосахаридов с сыворотками, специфичными к
КП серотипа 2 (7), было показано, что для эффек-
тивного взаимодействия важно присутствие боко-
вой цепи α-D-GlcA-(1→6)-α-D-Glc-(1→2) (8a).
Был получен конъюгат гексасахарида (14a) с
CRM197 (14b), который стимулировал Т-зависи-
мый и В-клеточный ответ с образованием опсо-
низирующих антител у мышей, что приводило к
киллингу инкапсулированных бактерий вслед-
ствие усиления активности фагоцитов. Подкож-
ная имммунизация гликоконъюгатом (14b) защи-
щала мышей от интраназального заражения высо-
ковирулентным штаммом серотипа 2 NCTC 7466,
снижая бактериальную нагрузку в легочной тка-
ни и крови [73].

S. pneumoniae серотипа 3. КП этого серотипа
пневмококка (15) характеризуется низкой имму-
ногенностью [52, 53, 74]. Одной из причин низ-
кой иммуногенности КП серотипа 3, по мнению
Choi et al., является необычный путь синтеза его
КП (15) [75] (рис. 3). В настоящее время установ-
лен механизм синтеза КП для всех известных
94 серотипов пневмококка. Существуют два пути
синтеза КП: синтаза-зависимый и wzy-зависи-
мый [76–79]. Главное различие между ними со-
стоит в том, что при wzy-зависимом синтезе КП
ковалентно связан с пептидогликаном клеточной
стенки бактерий, тогда как при синтаза-зависи-
мом пути он может отделяться от клеточной стен-
ки. Для большинства серотипов S. pneumoniae
синтез КП происходит по wzy-зависимому пути, и
штаммы только двух серотипов 3 и 37 синтезиру-
ют КП по синтаза-зависимому пути [77, 80].
S. pneumoniae серотипа 37 крайне редко встречает-
ся у человека, тогда как серотип 3 является клини-
чески значимым [81]. Показано, что КП S. pneumo-
niae серотипа 3 (15) может быть связан с бакте-

Рис. 1. Строение капсулярного полисахарида Streptococcus pneumoniae серотипа 1 (повторяющееся звено (1)), синтези-
рованных родственных олигосахаридных производных (2–5) и конъюгата с CRM197 (6). Здесь и далее для изображе-
ния олигосахаридных последовательностей использованы символьные обозначения моносахаридных остатков.
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риальной стенкой и одновременно находится в
растворенном состоянии в культуральной среде
[82]. При культивировании in vitro S. pneumoniae
серотипа 3 и при заражении мышей происходит
высвобождение в окружающую среду большего
количества КП по сравнению с другими сероти-
пами пневмококка, что приводит к уменьшению
антителозависимого киллинга бактерий и сниже-
нию защиты от заражения путем связывания сво-
бодных антител с КП. Не исключено, что КП, с
которым связались антитела, также может отде-
литься от бактерии и поступить в окружающую
среду, снижая защитные свойства антител.

Изменения в структуре бактериального КП
S. pneumoniae серотипа 3 (15) могут отразиться на
качестве вакцинных препаратов. Для устранения
этого недостатка перспективным является исполь-
зование синтетических олигосахаридов – фраг-
ментов КП S. pneumoniae серотипа 3 (15), конъ-
югированных с белком-носителем.

Работы по синтезу фрагментов КП пневмо-
кокков серотипа 3 (15) были фактически первы-
ми исследованиями в области полусинтетических
конъюгированных углеводных вакцин [55]. По-
казано, что для выработки протективного им-
мунитета необходимо присутствие в вакцинном
конъюгате остатка глюкуроновой кислоты [55, 83].
Позднее были получены конъюгаты с белком-но-
сителем CRM197 синтетических моносахаридов
(16a) и (17a), дисахарида (19a), трисахарида (20a)
и тетрасахарида (22a), соответствующих фраг-
ментам повторяющихся звеньев КП S. pneumoniae
серотипа 3 [61] (рис. 3). Все мыши, иммунизиро-

ванные синтезированными конъюгатами (20b) и
(22b), продуцировали IgG-антитела, способные
связываться с КП (15). Сравнимые титры специ-
фичных антител в случае конъюгата дисахарид-
ного лиганда (19b) наблюдались у 75% исследо-
ванных мышей. Все животные, в сыворотке кото-
рых присутствовали антитела к КП (15), выжили
после заражения летальной дозой S. pneumoniae
серотипа 3. Таким образом, было подтверждено,
что дисахаридный фрагмент (19) достаточен для
выработки защитного иммунитета к пневмокок-
кам серотипа 3 у мышей.

Следует отметить, что в отличие от мышей, для
индукции оптимального иммунного ответа у че-
ловека требуются более длинные олигосахариды,
в первую очередь потому, что конформационные
эпитопы лучше презентируются клеткам иммун-
ной системы [84]. В то же время возможность ин-
дукции Т-зависимого иммунного ответа увеличи-
вается с уменьшением длины олигосахаридной
цепи. Поэтому для наилучшей презентации оли-
госахаридные эпитопы должны иметь и иммуно-
генную конформацию, и оптимальную длину.
При этом длина олигосахаридов должна быть, с
одной стороны, достаточной для экспрессии кон-
формационных эпитопов, с другой стороны – не
слишком большой для индукции Т-зависимого
ответа [30].

В другом исследовании была синтезирована
группа лигандов (16a–22a), которые были иммоби-
лизованы на подложке с образованием соответству-
ющего гликоряда (GlycoArray). C использованием
этого инструмента был проведен автоматизирован-

Рис. 2. Строение капсулярного полисахарида S. pneumoniae серотипа 2 (повторяющееся звено (7)), синтезированных
родственных олигосахаридов (8a–14a) и конъюгатов с CRM197 (серия b).

O

O
O

O

O
OOO

O

O

O

O

COOH
HO

HO
HO

HO

OH

HO

HO

HO

HO

HO HO

H3C

H3C

H3C

HO HO

n

(7)
(13)

(12)

(10)

(11)

(14)

(8) (9)

α6

α3
α2

3α

α

αβ4

β4

β3

α3

α3

β3

α

α

α3

αα3

αα3

α6
α6

α2

α2

β3

β4 β3

β4 β

OR

OR

OR
OR

OR

OR

α6

OR

a R = (CH2)3NH2 b R = (CH2)3NH-CRM197



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 1  2021

СИНТЕТИЧЕСКИЕ АНАЛОГИ КАПСУЛЯРНЫХ ПОЛИСАХАРИДОВ 9

ный скрининг (Glucan Array Assay) двух протектив-
ных моноклональных антител (mAb), специфичных
к КП S. pneumoniae серотипа 3 (15) [62]. Оба антите-
ла распознавали КП S. pneumoniae серотипа 3 в
ходе автоматизированного скрининга, а наилуч-
шее связывание обоих mAb наблюдали в случае
тетрасахарида (22a). Несколько слабее рассматри-
ваемые mAb связывались с трисахаридами (20a) и
(21a), при этом наблюдалось различие в специ-
фичности между двумя mAb. Однако ни одно из
mAb не связывалось с дисахаридами (18a) и (19a).
Поэтому в дальнейшем в качестве возможной вак-
цины исследования были проведены с тетрасаха-
ридным конъюгатом (22b).

Иммунизация конъюгатом (22b) приводила к
выработке защитных антител, что было показано
в тестах на опсонизирующую способность и на
модели экспериментальной пневмонии при пас-
сивной иммунизации мышей с последующим за-
ражением S. pneumoniae серотипа 3. По данным
MALDI-TOFF-масс-спектрометрии, полученный
конъюгат (22b) содержал в среднем шесть тетраса-
харидных гаптенов на одну молекулу CRM197 [85].
Для определения иммуногенности тетрасахарида
мышей иммунизировали подкожно с интервалом
28 дней двумя дозами гликоконъюгата (22b) с адъ-
ювантом Фрейнда или с гидроксидом алюминия.
Использование гидроксида алюминия является
предпочтительным по сравнению с фосфатом алю-
миния, который входит в состав гликоконъюгат-
ных вакцин, т.к. гидроксид при нейтральных зна-
чениях рН лучше адсорбирует конъюгат CRM197,

содержащий отрицательно заряженные олигоса-
хариды S. pneumoniae серотипа 3 [86].

Иммунизированные мыши вырабатывали IgG-
антитела, которые специфически связывались с
тетрасахаридом (22c), что демонстрирует имму-
ногенность выбранного лиганда. Переключение
иммунного ответа с IgM на IgG в ответ на введе-
ние бустерной дозы указывали на образование
Т-зависимого иммунного ответа. Однако иммуно-
геннность конъюгированного тетрасахарида в зна-
чительной степени зависела от использованного
адъюванта. Гликоконъюгат (22b) с адъювантом
Фрейнда индуцировал образование более высо-
кого титра антител по сравнению с использова-
нием гидроксида алюминия [62].

Сыворотка, полученная от мышей, иммунизи-
рованных конъюгатом (22b), вызывала дозозави-
симый киллинг пневмококка, демонстрируя, что
гликоконъюгат индуцирует образование опсони-
зирующих антител. Титр антипневмококковых ан-
тител, так же как и опсонофагоцитарная актив-
ность, зависел от использованного адъюванта.
Адъювант Фрейнда вызывал образование более
высокого титра антител с высокой киллерной ак-
тивностью в тесте опсонофагоцитоза по сравне-
нию с использованием гидроксида алюминия.
Протективную активность тетрасахаридного конъ-
югата (22b) в отношении пневмококковой пнев-
монии исследовали при использовании извест-
ной модели [87, 88].

Поскольку адъювант Фрейнда не используют
при создании вакцин, авторы вводили гликоконъ-

Рис. 3. Строение капсулярного полисахарида S. pneumoniae серотипа 3 (повторяющееся звено (15)), синтезированных
родственных олигосахаридов (16–26) и гликоконъюгатов на их основе (серии b–e).
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югат (22b), адсорбированный на гидроксиде алю-
миния, и гликоконъюгат (22b) без адъюванта. Им-
мунизация конъюгатом (22b), адсорбированным
на гидроксиде алюминия, значительно уменьша-
ла тяжесть течения заболевания. Пневмококковая
пневмония существенно увеличивала проницае-
мость легких у контрольных животных и мышей,
иммунизированных конъюгатом (22b) без адъ-
юванта. Использование конъюгата (22b), адсор-
бированного на гидроксиде алюминия, сохраня-
ло целостность альвеолярного барьера, снижало
бактериальную нагрузку в легких, а также практи-
чески полностью предотвращало развитие бакте-
риемии по сравнению с контролем и гликоконъ-
югатом (22b) без адъюванта. Антибактериальная
защита сопровождалась увеличением количества
лейкоцитов и снижением продукции цитокинов в
альвеолярном компартменте (compartment) у ин-
фицированных пневмококком мышей. Индукция
длительного иммунитета является важным пока-
зателем успешной вакцинации. Через 4 месяца
защита от инфекции была меньше, чем при зара-
жении на 35-й день после иммунизации. Для изу-
чения способности конъюгата (22b) индуциро-
вать длительную иммунную защиту в отношении
пневмококков серотипа 3 проводятся дополни-
тельные испытания. Ранее было показано, что в
некоторых случаях для возникновения длитель-
ной иммунной памяти необходимо удлинение уг-
леводного лиганда [62].

Авторами данного обзора были также синтези-
рованы олигосахариды (19a), (20a), (22a) и их
конъюгаты с биотином (19с), (20с) и (22с) соот-
ветственно (статья готовится к печати). Было пока-
зано, что биотинилированные производные (19с),
(20с) и (22с), предварительно иммобилизован-
ные на покрытых стрептавидином микропланше-
тах, стимулировали продукцию IL-1α, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-10, IFNγ, IL-17A и TNFα, но не IL-6 и
GM-CSF, в монокультуре спленоцитов мышей.
Конъюгат тетрасахарида (22с) наиболее эффек-
тивно стимулировал выработку IL-4, IL-5, IL-10
и IFNγ, которые способствуют экспрессии спе-
цифических изотипов иммуноглобулинов. Конъ-
югат с BSA (22d), адсорбированный на гидроксиде
алюминия, вызывал образование высоких уровней
антител классов IgM, IgG1, IgG2a и IgG2b. Опре-
делить содержание анти-КП-индуцированных ан-
тител можно было только с помощью биотинили-
рованного тетрасахарида (22c). Конъюгат (22d)
обладал самой высокой способность связывать
IgG-антитела в иммунных сыворотках мышей к
гликоконъюгатам и антибактериальной сыворот-
ке кроликов. Сыворотки к конъюгату (22d) спо-
собствовали большему фагоцитозу бактерий ней-
трофилами и моноцитами, чем антисыворотка к
конъюгату полисахарида (15) КП–CRM197. Сы-
воротка мышей, иммунизированных конъюгатом
тетрасахарида (22d), демонстрировала самый вы-

сокий титр IgG1-антител к КП по сравнению с
сыворотками мышей, иммунизированных теми же
дозами конъюгатов ди- (19d) и трисахарида (20d).
При внутрибрюшинном заражении летальной до-
зой S. pneumoniae серотипа 3 конъюгаты три- (20d)
и тетрасахарида (22d) защитили мышей с большей
степенью достоверности по сравнению с конъюга-
том дисахарида (19d). На основании проведенных
исследований показано, что тетрасахаридный ли-
ганд (22a) является оптимальным кандидатом для
разработки полусинтетической вакцины против
S. pneumoniae серотипа 3 и диагностических тест-
систем.

Были также синтезированы более длинные
фрагменты КП серотипа 3 (15), включающие в
себя до четырех повторяющихся звеньев этого
полисахарида (соединения (23a–26a)) [89]. Среди
этих лигандов были олигосахариды, содержащие
на невосстанавливающем конце как остаток глю-
козы (23a, 24a), так и остаток глюкуроновой кис-
лоты (25a, 26a). Были получены конъюгаты этих
соединений с BSA (23d–26d) и столбнячным ана-
токсином (23e–26e). Конъюгаты (23e–26e) и сво-
бодные олигосахариды (23a–26a) были использо-
ваны для иммунизации мышей, в то время как
конъюгаты с BSA (23d–26d) применялись как по-
крывающие антигены при анализе полученных
после иммунизаций сывороток методом ИФА. Сы-
воротки мышей, иммунизированных конъюгатами
столбнячного анатоксина (23e–26e), содержали го-
раздо большие титры специфичных антител, чем
антисыворотки к свободным олигосахаридам (23a–
26a). Примечательно, что титры специфичных ан-
тител, индуцированных пента- и гексасахарид-
ными конъюгатами (23e и 25e соответственно),
существенно превосходили аналогичные титры,
полученные в случае окта- и гептасахаридных конъ-
югатов (24a и 26a соответственно), что свидетель-
ствует о том, что дальнейшее увеличение длины уг-
леводных лигандов отрицательно сказывается на
иммунологических свойствах конъюгатов [89].

S. pneumoniae серотипа 4. В структуре КП пнев-
мококков серотипа 4 (27) содержится редкий и
лабильный заместитель (циклический пируват-
ный кеталь) на терминальном остатке галактозы
на восстанавливающем конце. Недавно Seeberger
et al. синтезировали большой набор фрагментов
этого полисахарида (28a–35a) (рис. 4), среди ко-
торых были олигосахариды разной длины, а так-
же соединения, с помощью которых предполага-
лось установить, насколько критичным является
наличие пируватного заместителя [90, 91].

Антитела в референсной сыворотке человека,
специфичной к КП серотипа 4 (27), распознавали
в равной степени как олигосахариды, содержа-
щие пируватный фрагмент, так и олигосахариды
с незамещенными остатками галактозы. Тетраса-
харид (35a) обладал наивысшей аффинностью и
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кросс-реактивностью в отношении КП (27) при
исследовании сывороток мышей и человека, им-
мунизированных КП серотипа 4 (27). Поскольку
антитела сыворотки человека распознавали также
олигосахариды без пируватного заместителя (29a,
34a), исследователи предположили, что в природ-
ном КП также могут встречаться звенья, не несу-
щие пируватного заместителя в остатке галактозы.
Однако не содержащие пирувата эпитопы могут
быть менее иммуногенными, о чем свидетельству-
ет более слабое связывание антител с олигосаха-
ридами (29a) и (34a) по сравнению с тетрасахари-
дом (35a), содержащим пируват. Для проверки этой
гипотезы были синтезированы конъюгаты (29b) и
(34b), лиганды которых не содержали пируватно-
го заместителя. Антитела, полученные при имму-
низации мышей конъюгатами (29b) и (34b), не
распознавали КП серотипа 4, что свидетельствует
о важности присутствия пирувата для выработки
специфичного иммунитета [90, 91].

S. pneumoniae серотипа 5. Серотип 5 вызывает
инвазивные пневмококковые заболевания у де-
тей во всем мире [11, 92]. Коммерческие гликоко-
конъюгатные вакцины производят из нативных
или деполимеризованных КП [93] и конъюгиру-
ют с белком-носителем. Однако была выявлена
их недостаточная эффективность в предупрежде-
нии инфекций, вызываемых серотипом 5 [94].
Повторяющееся звено КП серотипа 5 (36) (рис. 5)
содержит два редких моносахаридных остатка:
2-ацетамидо-2,6-дидеокси-D-ксилоза-гексоза-4-
улоза (Sugp) и N-ацетил-L-пневмозамин (L-Pneup-
NAc). КП серотипа 5 (36), так же как КП сероти-
па 1 (1), является слабым звеном существующих
пневмококковых вакцин (он входит в состав 10- и

13-валентных вакцин), т.к. в процессе его выделе-
ния из бактериальных источников и очистки для
получения конъюгированной вакцины кетогруппа
остатка Sugp подвергается частичному или полно-
му восстановлению, что приводит к получению
гетерогенного продукта со сниженной иммуно-
генностью по сравнению с нативным КП сероти-
па 5 (36) [95, 96].

Предварительные исследования с использова-
нием большой группы моно- и дисахаридных фраг-
ментов повторяющегося звена полисахарида (36) и
стандартных сывороток кролика и человека для
типирования пневмококков серотипа 5 показали,
что наиболее важным для распознавания являет-
ся ответвление GlcA-PneuNAc [95]. Попытки син-
тезировать повторяющееся звено КП (36) оказа-
лись неудачными, т.к. кетогруппа в остатке Sugp
крайне нестабильна, и продукт не удалось выде-
лить в чистом виде.

По данным проведенного автоматизированно-
го скрининга, остаток Sugp не являлся иммунодо-
минантным, поэтому для получения вакцинных
конъюгатов были синтезированы более стабиль-
ные олигосахариды с восстановленной кетогруп-
пой (37a–39a), два из которых (38a, 39a) содержа-
ли остаток фукозамина, а также тетрасахарид (37a)
с остатком хинавозамина на восстанавливающем
конце [95] (рис. 5). Антитела в сыворотках, спе-
цифичных к КП серотипа 5 (36) (были использо-
ваны сыворотки кролика и человека для типиро-
вания данного серотипа, а также антисыворотка
кролика к вакцине Prevnar 13®), хорошо связыва-
лись с обоими пентасахаридами (37a, 38a) и не-
сколько хуже – с тетрасахаридом (39a).

Рис. 4. Строение капсулярного полисахарида S. pneumoniae серотипа 4 (повторяющееся звено (27)), синтезированных
родственных олигосахаридов (28a–35a) и конъюгатов с CRM197 (серия b).
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Поскольку химический синтез лиганда (37a)
был достаточно трудоемким, для иммунологиче-
ских экспериментов были получены только конъ-
югаты (38b) и (39b). Конъюгат (38b) стимулировал
образование у кроликов более высоких титров
кросс-реактивных антител, чем конъюгат тетраса-
харида (39b). Индуцированные конъюгатом (38b)
антисыворотки распознавали помимо самого пен-
тасахаридного лиганда (38a) также пентасахарид
(37a) и КП (36). Эти данные подчеркивают, что
для получения иммуногенного вакцинного конъ-
югата необходимо использование полного повто-
ряющегося звена КП серотипа 5 (36).

Оба конъюгата (38b, 39b) вызывали у кроликов
образование антител, превосходящих по опсони-
зирующей способности антитела в сыворотке к
мультивалентной вакцине Prevnar 13®, при этом ан-
титела к пентасахариду в составе конъюгата (38b)
обладали более сильным антибактериальным дей-
ствием in vitro, чем антитела к тетрасахаридному
конъюгату (39b). Однако защитные функции ан-
тисывороток определяются не только титрами
опсонизирующих антител, но и их авидностью по
отношению к нативному КП на поверхности бак-
терий. Количественно определенные значения
авидности к КП (36) в тестах с ингибированием
связывания цианатом аммония показали, что авид-
ность антител, индуцированных конъюгатом (38b),
более чем в 4 раза превосходит авидность антисы-
вороток к конъюгату (39b) и вакцине Prevnar 13®.

Хотя активность полусинтетических конъюга-
тов (38b) и (39b) была сопоставлена со сравнимой
дозировкой конъюгата КП серотипа 5 (36) в со-
ставе вакцины Prevnar 13®, возможно, что при-
сутствие дополнительных серотипов в мультива-
лентной вакцине снижает активность индивиду-

альных КП других серотипов, и поэтому такое
сравнение не вполне корректно [97, 98]. Эф-
фективные вакцины приводят к выработке дли-
тельного иммунного ответа и формированию
В-клеток памяти. В данном исследовании титры
специфичных антител у кроликов, иммунизиро-
ванных конъюгатом (38b), снижались к 119-му дню
после первичной иммунизации, однако введение
бустерной дозы приводило к быстрому возраста-
нию уровня антител, что свидетельствует о силь-
ной иммунологической памяти. Таким образом,
пентасахаридный конъюгат (38b) является пер-
спективным кандидатом для вакцины против
пневмококков серотипа 5.

S. pneumoniae серотипа 6. S. pneumoniae сероти-
па 6В является частой причиной пневмококко-
вых заболеваний, особенно у детей [99, 100], и его
также ассоциируют с антибиотикорезистентно-
стью [101–103]. КП S. pneumoniae серотипа 6В (41)
(рис. 6) входит в состав как 23-валентных полисаха-
ридных вакцин первого поколения Pneumovax 23®

(Merck Sharp & Dohme Corp.) и Pneumo 23®

(Sanofi), так и в состав всех конъюгированных
пневмококковых вакцин, выпускаемых в настоя-
щее время. КП (41) содержит в своем составе
фосфатную группу, и его конъюгация с белком-
носителем не всегда проходит успешно. Индуци-
рованные КП (41) антитела характеризуются мед-
ленным созреванием аффинности по сравнению
с КП других серотипов пневмококка [104], и в
связи с этим количество КП серотипа 6B (41) пнев-
мококка в конъюгированных вакцинах увеличе-
но в 2 раза по сравнению с КП других серотипов.
S. pneumoniae серотипа 6В относится к серогруп-
пе 6, включающей еще три сероварианта, полиса-
хариды которых обладают незначительными раз-

Рис. 5. Строение капсулярного полисахарида S. pneumoniae серотипа 5 (повторяющееся звено (36)), синтезированных
родственных олигосахаридов (37a–39a) и конъюгатов с CRM197 (серия b).
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личиями: 6A (40), 6C (42) и 6D (43) (рис. 6), од-
нако наибольшее клиническое значение имеют
S. pneumoniae серотипов 6А и 6В.

Вследствие незначительных структурных раз-
личий между КП серогруппы 6 антитела к КП
S. pneumoniae серотипа 6В обладают перекрестной
антигенной активностью в отношении S. pneumo-
niae серотипов 6А, 6D и 6С [105–107]. Это подтвер-

ждается тем, что случаи выявления серотипа 6А
стали реже после начала применения конъюгиро-
ванной пневмококковой вакцины, содержащей в
своем составе КП 6В [55]. Однако это может быть
связано и с тем, что генные мутации способны
приводить к синтезу нескольких типов повторя-
ющихся звеньев в составе одного КП. Так, были
обнаружены пневмококки, способные продуци-

Рис. 6. Строение капсулярного полисахарида S. pneumoniae серотипов 6А, 6В, 6C и 6D (повторяющиеся звенья (40–43)),
синтезированных родственных олигосахаридов (44a–48a), а также конъюгатов с KLH (серия b) и BSA (серия c).
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ровать “смешанный” КП серотипа 6А/6В [108],
что зависит от штамма-продуцента КП, состава
питательной среды и условий культивирования
штаммов S. pneumoniae.

Конъюгированные с белком-носителем син-
тетические аналоги КП, содержащие протектив-
ные эпитопы соответствующих серотипов пнев-
мококка, могут приводить к образованию более
высокого титра специфических антител, чем конъ-
югаты бактериальных КП [109, 110]. Это было про-
демонстрированно и с использованием олигоса-
харидов, соответствующих фрагментам цепи КП
S. pneumoniae серогруппы 6, синтез которых был
проведен несколькими исследовательскими ла-
бораториями. Наиболее активными оказались оли-
госахариды, имеющие размер не менее полных
повторяющихся звеньев [55]. Так, были синтези-
рованы содержащие фосфаты тетрасахариды (44a)
и (45a), а также тетрасахариды без фосфатной
группы (46), (47) и (48) (рис. 6), имитирующие
повторяющиеся звенья КП серотипов 6A, 6B и 6С
соответственно [111–113]. Показано, что конъ-
югат фосфатсодержащего тетрасахарида с белком
KLH (44b) вызывал у мышей и кроликов образо-
вание антител, способных перекрестно связывать-
ся с КП как серотипа 6В (41), так и серотипа 6А (40),
а также стимулировать фагоцитоз микробных кле-
ток пневмококка серотипов 6А и 6В [60].

В экспериментах по пассивной и активной
иммунизации мышей антисыворотка кроликов к
конъюгату (44b) защищала мышей от заражения
пневмококком серотипов 6А и 6В. Это позволило
сделать вывод о том, что тетрасахарид (44a), конъ-
югированный с белком-носителем (конъюгат 44b),
является эффективным компонентом вакцины,
способным индуцировать образование защитных
антител к S. pneumoniae серотипов 6А и 6В [60]. Про-
тиворечащие данному выводу результаты получены
в экспериментах по исследованию тетрасахари-
да (46a), в составе которого нет фосфатной группы.
КП серотипа 6В не ингибировал взаимодействие
антител кролика с конъюгатом (46b). Это может
означать, что эпитопы, представленные в КП серо-
типа 6В, отличаются от представленных в нефос-
форилированном тетрасахариде (46a) [114–116].
Таким образом, для получения эффективной
конъюгированной вакцины против S. pneumoniae
серогруппы 6 необходимо использовать фосфат-
содержащие тетрасахариды, соответствующие по-
вторяющемуся звену КП S. pneumoniae сероти-
пов 6А и 6В.

S. pneumoniae серотипа 7F. S. pneumoniae серо-
типа 7F до 2012 г. был пятым по распространен-
ности среди 97 серотипов, вызывающих инвазив-
ные пневмококковые заболевания в Европе, од-
нако с введением 13-валентной вакцины, в состав
которой входит КП серотипа 7F (49) (рис. 7), коли-
чество пневмоний, обусловленных этим сероти-

пом, уменьшилось [117]. Повторяющееся звено
КП (49) содержит семь моносахаридных остат-
ков, среди которых четыре в основной цепи, а
также присутствуют два ответвления. Для опреде-
ления минимального гликотопа, способного вы-
зывать образование специфичного иммунного
ответа в отношении КП серотипа 7 (49), был син-
тезирован ряд спейсерированных олигосахари-
дов (51–56) [117] (рис. 7), которые были выбраны
таким образом, чтобы определить вклад каждого
из ответвлений во взаимодействие со специфич-
ными антителами. Гептасахарид, соответствую-
щий полному повторяющемуся звену, не плани-
ровали синтезировать ввиду трудоемкости введе-
ния остатка α-N-aцетилглюкозамина.

Для установления эпитопов, ответственных за
связывание с антителами человека, была исполь-
зована автоматизированная система микроанали-
за, с помощью которой изучали взаимодействие
олигосахаридов (51–56) с антителами референсной
сыворотки человека 007sp [72]. Эта сыворотка свя-
зывалась с олигосахаридами (51–55), однако не
связывалась с трисахаридом (56). Добавление КП
серотипа 7F эффективно ингибировало взаимодей-
ствие сыворотки 007sp с олигосахаридами (51–56),
нанесенными на поверхность микрочипа (наи-
меньшее ингибирование наблюдали в случае тетра-
сахарида (52)). Родственный КП серотипа 7A (50), в
котором отсутствует остаток галактозы в боко-
вой цепи, также был способен ингибировать вза-
имодействие сыворотки 007sp с олигосахарида-
ми (51–56), однако в меньшей степени, чем КП
серотипа 7F (49). Авторами был сделан вывод, что
оба боковых ответвления в структуре углеводного
лиганда играют важную роль при распознавании
специфичными антителами, и это нужно учиты-
вать при дальнейшем конструировании полусин-
тетической конъюгированной вакцины. Кросс-
реактивность, которую наблюдали в эксперимен-
тах ингибирования, дает основания полагать, что
синтетические антигены, являющиеся фрагмен-
тами КП серотипа 7F (49), будут вызывать обра-
зование антител как к серотипу 7F, так и к сероти-
пу 7A [117].

S. pneumoniae серотипа 8. Полисахарид этого
серотипа был включен в состав 23-валентных поли-
сахаридных вакцин Pneumovax 23® и Pneumo 23®,
однако не является компонентом конъюгиро-
ванных полисахаридных вакцин, выпущенных
позднее. Встречаются штаммы данного серотипа,
устойчивые к таким антибиотикам, как эритроми-
цин, клиндамицин, тетрациклин и ципрофлокса-
цин [118]. Более того, этот мультирезистентный
серотип наиболее часто обнаруживают у ВИЧ-
инфицированных пациентов [119].

Повторяющееся звено КП серотипа 8 (57)
(рис. 8) представляет собой линейный тетрасаха-
рид, который содержит дисахаридный фрагмент,
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соответствующий целлобиуроновой кислоте [β-D-
GlcA-(1→4)-β-D-Glc], представленный также в
КП пневмококков серотипа 3.

Для определения структуры протективного
эпитопа Seeberger et al. была синтезирована серия
тетрасахаридов (58a–61a) [119] (рис. 8), которые
представляли все возможные моносахаридные по-
следовательности (получены путем сдвига рамки
считывания) для тетрасахаридного повторяюще-
гося звена КП (57). С помощью автоматизирован-
ного микроанализа для панели антигенов (58a–
62a) было установлено, что тетрасахарид (60a)
наилучшим образом связывается с протективны-
ми моноклональными антителами, направленны-
ми на нативный полисахарид КП серотипа 8 (57).

Дальнейшее картирование защитных эпито-
пов в тетрасахариде (60a) было выполнено при
помощи моноклональных антител, специфичных
к лиганду (60а), отобранных после иммунизации
мышей конъюгатом (60b). Оказалось, что нали-
чие остатка глюкуроновой кислоты не играет ре-
шающей роли, т.к. тетрасахарид (62a), содержа-

щий остаток глюкозы на невосстанавливающем
конце, обладал профилем связывания, аналогич-
ным тетрасахариду (60a). Конъюгаты (60b) и (62b)
оказались малоиммуногенными у мышей, однако
у кроликов оба конъюгата вызывали образование
высоких титров антител, которые связывались
как с КП серотипа 8 (57), так и с обоими тетраса-
харидами (60a, 62a) [119].

Также были получены экспериментальные
смешанные вакцины [119], состоящие из конъ-
югатов (60b) или (62b) в комплексе с коммерче-
ской полисахаридной конъюгированной вакци-
не Prevnar 13®, которая не содержит КП сероти-
па 8 (57). Оба 14-валентных вакцинных препарата
вызывали у кроликов образование антител, свя-
зывающихся с КП серотипа 8 (57), чего не проис-
ходило в случае иммунизации отдельно вакциной
Prevnar 13®. Сыворотка кроликов, иммунизиро-
ванных 14-валентными вакцинами, обладала оп-
сонизирующей способностью в отношении пнев-
мококков серотипа 8 in vitro, в отличие от сыво-
ротки кроликов, иммунизированных только с

Рис. 7. Строение капсулярного полисахарида S. pneumoniae серотипа 7F (повторяющееся звено (49)) и синтезирован-
ных родственных олигосахаридов (50–56).
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помощью Prevnar 13®. Также было показано, что
одновременное введение полусинтетических
конъюгированных вакцин (60b) или (62b) с вак-
циной Prevnar 13® не приводит к снижению им-
муногенности КП в составе коммерческой вак-
цины [119]. Таким образом, была продемонстри-
рована возможность эффективного применения
конъюгатов синтетических олигосахаридных ли-
гандов в сочетании с конъюгированными полиса-
харидными вакцинами. Это может быть полезно
для наиболее проблемных серотипов, КП кото-
рых в составе вакцин недостаточно активны из-за
структурных особенностей этих полисахаридов.

S. pneumoniae серотипа 9V. КП пневмококков
серотипа 9V (64) (рис. 9) входит в состав вакцины
Prevnar 13®. В структуре этого КП присутствует
лабильный O-ацетильный заместитель в остатке
N-ацетилманнозамина (см. повторяющееся зве-
но (63), не содержащее О-ацетильную группу),
что осложняло выделение гомогенного полисаха-
рида из бактериальных источников и долгое время
не позволяло однозначно определить его химиче-
ское строение. Антитела, полученные против на-
тивного КП (64), распознают как О-ацетилиро-
ванную форму (64), так и ее О-деацетилирован-
ный аналог (63). Однако только антисыворотка,
распознающая О-деацетилированный полисаха-
рид (63), обладала опсонофагоцитарной активно-
стью, что свидетельствует о том, что присутствие
О-ацетата в данном случае не является необхо-
димым для выработки протективного иммуните-
та [120].

В другом исследовании [121] было показано, что
моноклональные антитела к КП серотипа 9V (64) в
равной степени связываются с обеими форма-
ми (63, 64), обладают опсонофагоцитарной ак-
тивностью и при пассивной иммунизации спо-
собны защищать мышей от заражения пневмо-
кокком серотипа 9V. Для того чтобы прояснить
влияние О-ацетилирования КП серотипа 9V на спе-

цифичность иммунного ответа, были синтезирова-
ны и исследованы пентасахариды как с О-ацетиль-
ной группой (66), так и без нее (65) [122] (рис. 9).

Структуры данных соединений, в которых на
“невосстанавливающем” конце находится оста-
ток глюкуроновой кислоты, были выбраны с уче-
том результатов исследований олигосахаридов,
родственных КП серотипов 3 и 8, в которых была
обнаружена необходимость присутствия именно
концевого остатка глюкуроновой кислоты для
наилучшего распознавания антителами, специ-
фичными к соответствующим КП. С помощью
полученных олигосахаридов (65, 66) было спек-
трально подтверждено наличие О-ацетильной
группы при С6 остатка N-ацетилманнозамина в
нативном полисахариде (64), и эти олигосахари-
ды будут теперь использованы для иммунологи-
ческих исследований [122].

S. pneumoniae серотипа 12F. КП серотипа 12F
входит в состав пневмококковых 23-валентных по-
лисахаридных вакцин Pneumovax 23® и Pneumo 23®,
а также является компонентом готовящейся к
лицензированию 20-валентной полисахаридной
конъюгированной вакцины Prevnar 20®. Сероти-
пы 12F и 12A суммарно ответственны за 4% пнев-
мококковых заболеваний [3]. Для проведения
детальных иммунологических исследований (на
момент написания данного обзора о них еще не со-
общалось) был получен спейсерированный гекса-
сахарид (68), представляющий собой одно повторя-
ющееся звено полисахарида (67) [123] (рис. 10).

S. pneumoniae серотипа 14. Капсулярный поли-
сахарид S. pneumoniae серотипа 14 (69) построен из
разветвленных тетрасахаридных повторяющихся
звеньев (рис. 11). К настоящему моменту получен
ряд синтетических олигосахаридов, соответству-
ющих участкам цепи КП S. pneumoniae серотипа 14,
в том числе конъюгированных с белком-носите-
лем [124–127]. Был также синтезирован капсуляр-
ный полисахарид S. pneumoniae серотипа 14 [125],

Рис. 8. Строение капсулярного полисахарида S. pneumoniae серотипа 8 (повторяющееся звено (57)), синтезированных
родственных олигосахаридов (59a–62a) и конъюгатов с CRM197 (серия b).
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который использовался в иммунологических ис-
следованиях [128, 129].

В ходе исследования большой группы синте-
тических олигосахаридных фрагментов полиса-
харида (69) было установлено, что присутствие
фрагмента β-Gal-(1→4)-β-Glc на невосстанав-
ливающем конце олигосахаридного лиганда яв-
ляется необходимым для выработки антител, свя-
зывающихся с нативным КП (69) [55]. Так,
конъюгаты (70b–74b) (рис. 11) в присутствии раз-
личных адъювантов (MPL и Quil-A) вызывали у
мышей образование высоких титров антител, спе-
цифичных к КП (69), при этом фагоцитарная ак-
тивность полученных антител находилась в пря-

мой зависимости от величины титров антител к
КП серотипа 14 (69). Было специально показано,
что сыворотки, не содержащие антител, специ-
фичных к полисахариду (69), не проявили ника-
кой фагоцитарной активности в отношении пнев-
мококков серотипа 14. По результатам сравни-
тельных экспериментов были сделаны выводы, что
тетрасахаридный лиганд в составе конъюгата (70b)
содержит эпитопы, необходимые для выработки за-
щитных антител, и является минимальным струк-
турным мотивом для выработки опсонизирующих
антител к повторяющемуся звену КП (69) [130]. В
случае, если антитела к конъюгату (70b) будут об-
ладать также и протективными свойствами в экс-

Рис. 9. Строение капсулярного полисахарида S. pneumoniae серотипа 9V (повторяющееся звено (64)), его О-деацети-
лированного производного (повторяющееся звено (63)) и синтезированных родственных олигосахаридов (65) и (66).
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периментах на животных, такой конъюгат можно
будет рассматривать в качестве перспективного
кандидата на роль соответствующего серотипу 14
компонента поливалентной пневмококковой вак-
цины.

При исследовании эффекта второй иммуниза-
ции мышам сначала вводили конъюгат (70b), а
вторую иммунизацию проводили этим же глико-
конъюгатом или неконъюгированным бактери-
альным КП (69). В 1-й день после повторного
введения конъюгированного тетрасахарида в сы-
воротке крови мышей повышался уровень IL-5, а
на 7-е сутки появлялись специфические IgG-анти-
тела в высоком титре. После иммунизации КП (69)
не отмечали повышения уровня IL-5 и антител к
КП. В опытах in vitro стимуляция спленоцитов

конъюгатом (70b) приводила к продукции IL-4 и
IL-5, что не отмечали при иммунизации неконъ-
югированным КП (69). Однако при стимуляции
спленоцитов мышей, двукратно иммунизирован-
ных инактивированными клетками S. pneumoniaе
серотипа 14, уровень IFNγ и IL-17 был выше при
иммунизации бактериальным КП, чем у мышей,
повторно иммунизированных конъюгатом синте-
тического тетрасахарида, и у неиммунизованных
мышей. Это позволило заключить, что после вто-
рой иммунизации конъюгированным тетрасаха-
ридом (70b) происходит активация клеток памяти
и формируется выраженный иммунитет к S. pneu-
moniaе серотипа 14, тогда как повторная иммуни-
зация конъюгированным бактериальным КП не
приводит к образованию опсонизирующих анти-

Рис. 11. Строение капсулярного полисахарида S. pneumoniae серотипа 14 (повторяющееся звено (69)), синтезирован-
ных родственных олигосахаридов (70a–75a) и конъюгатов (серии b–d и (76)).
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тел, хотя и участвует в определенных регулятор-
ных иммунологических механизмах [131].

Авторами данного обзора были получены и ис-
следованы конъюгаты (70с), (72с) и (75с) [127, 128].
Способность иммунных сывороток мышей к конъ-
югатам тетра- (70c) и октасахарида (75с) индуциро-
вать опсонофагоцитоз убитых нагреванием клеток
S. pneumoniae серотипа 14 была выше, чем актив-
ность антисывороток к конъюгированному гек-
сасахариду (72с). Впервые защитная активность
BSA-гликоконъюгатов, адсорбированных на гид-
роксиде алюминия, была продемонстрирована на
модели септической пневмококковой инфекции у
мышей, зараженных S. pneumoniae серотипа 14.
Наибольшую защитную активность проявлял
конъюгат (70с), меньшую – конъюгат (75с), а
наименьший защитный эффект получен при им-
мунизации конъюгатом (72b). После инокуляции
неиммунизированным мышам пуловых сыворо-
ток, полученных от мышей, иммунизированных
самой высокой испытуемой дозой каждого гли-
коконъюгата, различий в пассивной защите мы-
шей от инфекции в зависимости от гликоконъ-
югата обнаружено не было. Показано, что в ответ
на вакцинацию мышей CRM197–КП (69b) про-
исходило образование IgG1-антител к тетрасаха-
риду (70a). Образование большого количества
специфических антител к тетрасахариду (70a) и
его защитные свойства подтверждают, что тетра-
сахарид (70a) является перспективным кандида-
том для создания конъюгированной вакцины
против заболеваний, вызванных S. pneumoniae
серотипа 14 [127, 128].

Для оценки действия гликоконъюгатов на мо-
лекулярно-клеточном уровне был выбран конъ-
югат (72c) с синтетическим гексасахаридным
лигандом. Показано, что иммунизация конъ-
югатом (72c) без адъюванта увеличивала количе-
ство TLR2-экспрессирующих клеток и индуци-
ровала созревание дендритных клеток (CD11c+,
CD80+ и MHCII+), которые секретировали IL-1β,
IL-6 и TNFα в культуральную среду. Уровень IL-1β,
IL-10, IFNγ и TNFα в крови мышей повышался в
течение 24 ч после однократного введения глико-
конъюгата (72c) мышам. На 7-й день увеличива-
лось количество CD4+- и CD8+-Т-лимфоцитов в
селезенке и В-лимфоцитов. Через 14 суток после
второй иммунизации уровни CD4+- и CD8+-Т-
лимфоцитов были ниже, чем в контроле, в то вре-
мя как количество В-клеток, NK-клеток и MHCII-
экспрессирующих клеток оставалось повышенным.

Добавление гидроксида алюминия к гликоконъ-
югату (72c) стимулировало выработку GM-CSF,
IL-1β, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, IFNγ и TNFα. Тит-
ры IgG1-антител к КП S. pneumoniae серотипа 14
через 7 дней после второй иммунизации глико-
конъюгатом с адъювантом были высокими. В
этот период сохранялись нормальные уровни

CD4+-Т-лимфоцитов в селезенке, тогда как на-
блюдалось снижение количества CD8+-Т-лим-
фоцитов и повышение уровня В-лимфоцитов,
NK-клеток и клеток, экспрессирующих MHCII.
Уровень IgG1-антител снижался к 92-му дню на-
блюдения. Бустерная иммунизация гликоконъ-
югатом (72c), адсорбированным на гидроксиде
алюминия, стимулировала выработку IgG1-анти-
тел к КП, которые определялись в течение 97 дней.
Выяснение специфических особенностей влияния
синтетического гексасахаридного конъюгата (72c)
на стимуляцию врожденного, клеточно-опосредо-
ванного иммунитета и антительного ответа может
способствовать оптимизации конструкции глико-
конъюгатной пневмококковой вакцины [129].

При создании синтетических вакцин против
пневмококка также проводятся работы с исполь-
зованием золотых нанокластеров в качестве но-
сителей. В частности, были получены наночасти-
цы (76) (рис. 11), несущие тетрасахаридный ли-
ганд, являющийся повторяющимся звеном КП
пневмококков серотипа 14 (69) [132]. Тетрасаха-
рид (70d), содержащий терминальную тиольную
группу для функционализации наночастицы, был
конъюгирован вместе со стимулирующим Т-клет-
ки пептидом (OVA323–329) и D-глюкозным лиган-
дом с образованием гибридных наночастиц (76)
размером ~2 нм. Иммунологические исследова-
ния на мышах показали, что гликокластер (76)
вызывает образование антител, специфичных к
КП серотипа 14 (69). Полученные при иммуниза-
ции мышей наночастицами (76) антисыворотки
были способны к опсонофагоцитозу пневмокок-
ков серотипа 14, однако менее эффективно, чем
сыворотки мышей, иммунизированных конъюга-
том бактериального КП (69) с СRM197.

S. pneumoniae серотипа 17F. Капсулярный поли-
сахарид S. pneumoniae серотипа 17F (77) (рис. 12)
входит только в состав 23-валентных полисаха-
ридных вакцин Pneumovax 23® и Pneumo 23®. Его
повторяющееся звено содержит семь моносаха-
ридных остатков и имеет достаточно сложное
строение, в результате чего первоначально опре-
деление структуры (77) было сделано с ошибка-
ми. На основе ошибочной структуры КП сероти-
па 17F были синтезированы олигосахаридные
лиганды (78a–80a) [133] (рис. 12). Также были по-
лучены соответствующие конъюгаты (78b–80b),
которые использовали для иммунизаций мышей и
кроликов. Конъюгаты ди- (78b) и трисахарида (79b)
у обоих видов животных вызывали образование
антител, специфичных к КП серотипа 17F (77), а
также защищали мышей от инфицирования ин-
капсулированными штаммами S. pneumoniae се-
ротипа 17F в опытах по активной иммунизации.
Конъюгат тетрасахарида (80b) не был способен
индуцировать специфичных к КП антител, а так-
же не проявлял защитных свойств. Позднее, ко-
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гда структура КП серотипа 17F (77) была уточне-
на, стало понятно, что в структуре тетрасахарид-
ного лиганда (80a) присутствовали две ошибки
(указаны стрелками на схеме) по сравнению с
правильной химической структурой (77). Для три-
сахаридного лиганда (79a) наличие одной ошиб-
ки не сыграло роли. Это позводило сделать вы-
вод, что в дисахариде (78a) уже содержится клю-
чевой протективный эпитоп [134]. Для проверки
этого предположения, конечно, требуется прове-
дение более детальных исследований.

S. pneumoniae серотипа 19F. КП S. pneumoniae
серотипа 19F (81) (рис. 13) входит в состав всех
лицензированных пневмококковых вакцин. Был
получен гликоконъюгатный нанокластер (83), ко-
торый наряду с тетрасахаридным лигандом (70d)
(отвечает серотипу 14) включает трисахаридный
лиганд (82b), соответствующий повторяющемуся
звену КП (81) [135]. При иммунизации мышей
гликонаночастицами (83) были получены антите-
ла, специфичные к КП серотипа 14 (69). При
этом титры были более высокими, чем в случае
частиц (76), содержащих только лиганд сероти-
па 14, однако выработки антител, специфичных к
КП серотипа 19F, не наблюдали. Исследования в
этом направлении продолжаются.

S. pneumoniae серотипа 23F. КП пневмококков
серотипа 23F (83) (рис. 14) построен из тетрасаха-
ридных повторяющихся звеньев и входит в состав

23-валентных пневмококковых полисахаридных
вакцин Pneumovax 23® и Pneumo 23®. Для поиска
оптимального олигосахаридного лиганда, приме-
нимого в создании соответствующего вакцинно-
го кандидата, были синтезированы трисахарид-
ный (84a) и тетрасахаридный (85a) (соответствует
полному повторяющемуся звену) лиганды, а так-
же их конъюгаты с белком-носителем KLH (84b,
85b) [136, 137] (рис. 14). Для анализа их иммуно-
генности использовался и конъюгат KLH с КП
серотипа 23F.

Результаты иммунизации кроликов и мышей
показали существенные различия в иммуноген-
ности конъюгатов. Так, у кроликов конъюгат с
тетрасахаридом (85b) вызывал образование анти-
тел, специфичных к КП серотипа 23F (83), в то
время как в экспериментах на мышах тот же са-
мый конъюгат оказался совершенно неиммуноген-
ным [137]. В свою очередь, конъюгат трисахари-
да (84b) оказался малоиммуногенным у кроликов и
не вызывал образования антител, связывающихся
с бактериальным КП (83). С помощью экспери-
ментов с перекрестным ингибированием было по-
казано, что антитела, индуцируемые у кроликов
конъюгатами КП серотипа 23F (83b) и его полно-
го повторяющегося звена (85b), обладают одина-
ковой эпитопной специфичность, но отличаются
по специфичности от антител человека, которые
были получены в ответ на иммунизацию полисаха-

Рис. 12. Строение капсулярного полисахарида S. pneumoniae серотипа 17F (повторяющееся звено (77)), синтезирован-
ных родственных олигосахаридов (78a, 79a) и конъюгатов с KLH (серия b).
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ридом (83) в составе коммерческой 23-валентной
полисахаридной пневмококковой вакцины [138].

Антисыворотки людей, иммунизированных
КП (83), содержат высокие титры антител, свя-
зывающихся с КП серотипа 23F (83), однако это
взаимодействие может лишь в незначительной
степени быть проингибировано конъюгатами син-
тетических олигосахаридов (84b) и (85b). При этом
рассматриваемая антисыворотка человека обла-
дала в 5 раз более высокой опсонизирующей спо-
собностью в тестах in vitro, чем антисыворотка
кролика к конъюгату полисахарида (83b). Сыво-

ротка кроликов, иммунизированных конъюгатом
тетрасахарида (85b), в этих же тестах оказалась в
2 раза менее активной, чем антисыворотка к
конъюгату полисахарида (83b). Антитела, индуци-
рованные конъюгатом трисахарида (84b), не вызы-
вали опсонизации пневмококков серотипа 23F, что
полностью согласуется с тем фактом, что антисыво-
ротка к трисахаридному конъюгату (84b) не связы-
валась с нативным КП серотипа 23F (83) [138].

Результаты этой серии работ наглядно пока-
зывают, что иммуногенность, а также эпитопная
специфичность иммунного ответа у различных

Рис. 13. Строение капсулярного полисахарида S. pneumoniae серотипа 19F (повторяющееся звено (81)), синтезирован-
ных родственных трисахаридных производных с агликоном-спейсером (82a, 82b) и гибридной наночастицы (83).
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Рис. 14. Строение капсулярного полисахарида S. pneumoniae серотипа 23F (повторяющееся звено (83)), синтезирован-
ных родственных олигосахаридов (84a, 85a) и конъюгатов с KLH (серия b).
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лабораторных животных и человека могут суще-
ственно отличаться. Авторы высказали предпо-
ложение, что IgG человека способны распозна-
вать эпитопы большего размера (в том числе кон-
формационные эпитопы у крупных углеводных
антигенов), в отличие от антител кролика, кото-
рые распознают эпитопы меньшего размера, при-
сутствующие в том числе в коротких олигосаха-
ридных лигандах. Поэтому для оценки эффектив-
ности вакцин необходимо проводить детальное
изучение иммунного ответа у людей [138].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Рассмотренные в обзоре серотипы S. pneumoniae
широко распространены во всех географических

регионах и относятся к числу серотипов пневмо-
кокка, наиболее часто вызывающих заболевания
у детей и взрослых. Капсулярные полисахариды
почти всех этих серотипов S. pneumoniae включе-
ны в состав лицензированных полисахаридных и
конъюгатных пневмококковых вакцин. Однако,
несмотря на эффективность используемых в на-
стоящий момент вакцин, требуется постоянный
контроль за распространением различных серо-
типов пневмококка и своевременное введение
вакцинных препаратов, содержащих антигены для
наиболее актуальных серотипов.

В настоящее время активно продолжается раз-
работка полисахаридных конъюгированных вак-
цин, и компания Pfizer готовит к лицензированию
20-валентную вакцину (Prevnar 20®, препарат про-

Рис. 15. Распределение серотипов в составе пневмококковых вакцин. Жирным шрифтом выделены рассмотренные в
данном обзоре серотипы S. pneumoniae, для которых проводятся исследования с использованием синтетических оли-
госахаридных фрагментов, соответствующих капсулярным полисахаридам.
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ходит третью фазу клинических испытаний), ко-
торая содержит конъюгаты полисахаридов семи
дополнительных серотипов по сравнению с ак-
тивно используемой в настоящее время вакциной
Prevnar 13®. Распределение серотипов пневмо-
кокка в составе 7-, 13-, 20- и 23-валентных вак-
цинных препаратов суммировано на рис. 15.

Использование для получения конъюгирован-
ных вакцин полисахаридов, получаемых биотех-
нологическими методами, по-прежнему сопряже-
но с техническими сложностями. Среди рассмот-
ренных в данном обзоре серотипов пневмококка
многие КП содержат лабильные заместители или
функциональные группы, которые модифициру-
ются при выделении или в процессе конъюгации
с белком-носителем, что ведет к искажению ак-
тивных эпитопов и снижению иммуногенности
соответствующих компонентов вакцины. Поэто-
му активно ведутся работы по синтезу фрагмен-
тов КП наиболее эпидемиологически актуальных
серотипов и поиску эпитопов, ответственных за
выработку защитных антител. Большой опыт ис-
следований в этой области позволил создать опре-
деленные алгоритмы для эффективного отбора
наиболее активных углеводных лигандов. Совре-
менные методы позволяют проводить автомати-
зированный скрининг углеводных лигандов, на-
несенных на чипные слайды [54, 59, 62] и другие
носители [139–145], для изучения эпитопной спе-
цифичности антител. Также были разработаны но-
вые эффективные методы синтеза наиболее слож-
ных типов олигосахаридов (см., например, рабо-
ты [146–149]), в том числе автоматизированного
синтеза олигосахаридов [150, 151], что существен-
но упрощает получение широких библиотек угле-
водных лигандов.

Проблемы, которые приходится решать при
создании синтетических углеводных вакцин, во
многом схожи со сложностями при разработке
конъюгированных вакцин на основе бактериаль-
ных полисахаридов. Это и поиск оптимального
метода конъюгации, и влияние связующего лин-
кера на иммуногенность конъюгата, и правиль-
ный выбор адъюванта, а также несовпадение им-
мунных реакций на вводимые препараты у раз-
личных лабораторных животных и человека. Тем
не менее в большинстве случае удается найти
нужные условия для создания высокоиммуноген-
ных конъюгатов синтетических олигосахаридов,
вызывающих образование защитных антител.

Иммунологически активные олигосахариды вы-
зывают выработку антител к капсулярным поли-
сахаридам и усиливают комплемент-зависимый
опсонофагоцитоз. Показано, что некоторые оли-
госахаридные конъюгаты вызывают даже более
сильный антительный ответ, чем конъюгаты бак-
териальных КП отдельных серотипов. Это важ-
ное положение приводит к выводу о возможности

замены КП таких серотипов в коммерческих вак-
цинах на синтетические олигосахариды с создани-
ем поливалентной синтетической пневмококко-
вой вакцины. Так, уже известен удачный пример
совместного применения 13-валентной конъюги-
рованной вакцины и конъюгата синтетического
олигосахарида, отвечающего фрагменту капсуляр-
ного полисахарида S. pneumoniae серотипа 8 [119].
Тем не менее сегодняшний уровень возможно-
стей олигосахаридного синтеза позволяет полу-
чать фактически любые олигосахаридные произ-
водные, что позволит в достаточно скором време-
ни создать пневмококковую вакцину только на
основе синтетических олигосахаридных лиган-
дов. Немаловажно и то, что оперирование такими
производными лучше соответствует стандартам
качества фармацевтического производства GMP
как на этапе получения вакцинных лигандов, так
и их конъюгатов с белками-носителями или ины-
ми функциональными компонентами, включая
адъювантные гликолипиды [152].
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Streptococcus pneumoniae is a cause of severe diseases in adults and children. It was found that some capsule
polysaccharides of clinically significant pneumococcal serotypes have low immunogenicity as part of com-
mercial polysaccharide and conjugated pneumococcal vaccines. The review considers methods for obtaining
and structural features of synthetic oligosaccharides of problematic pneumococcal serotypes characterized by
low immunogenicity due to destruction or undesirable modification in the process of their preparation and puri-
fication; serotypes that cause severe pneumococcal diseases, as well as serotypes that are not part of conjugated
pneumococcal vaccines. It is shown that synthetic oligosaccharides corresponding to protective glycotopes of cap-
sular polysaccharides of various pneumococcal serotypes induce the formation of protective opsonizing antibodies
and immunological memory. Optimal designs of oligosaccharides of epidemiologically significant pneumococcal
serotypes that can be used to develop synthetic vaccines and diagnostic test systems to prevent and detect infections
S. pneumoniae and monitor the vaccination efficiency which described in present review.
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Обзор посвящен лабораторному и промышленному синтезу гликоконъюгатных вакцин, направленных
на профилактику заболеваний, вызываемых бактерией Haemophilus influenzae типа b, с применением ли-
нейного капсулярного полисахарида поли-3-β-D-рибозил-(1→1)-D-рибит-5-фосфата (PRP) или синте-
тических олигосахаридных лигандов, структурно родственных фрагментам PRP. Также рассмотрены
методы синтеза указанных олигосахаридных производных и результаты исследований влияния их дли-
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ВВЕДЕНИЕ
Синтетические углеводные вакцины на основе

конъюгатов адъювантных белков-носителей с бак-
териальными полисахаридами (углеводные вакци-
ны второго поколения [1, 2]) или синтетическими
олигосахаридами (углеводные вакцины третьего
поколения), структурно родственными иммуно-
детерминантным фрагментам антигенных поли-
сахаридов, находят в настоящее время все более
широкое применение для профилактики бакте-
риальных инфекций [3–9]. К этому типу препа-
ратов относится одна из наиболее важных вакцин
в истории здравоохранения – вакцина против
опасного бактериального патогена Haemophilus
influenzae типа b (Hib, гемофильная палочка). За-
болевания, вызываемые Hib, являются главной
причиной бактериальных менингитов и пневмо-

ний у детей младшего возраста. Для борьбы с Hib-
инфекциями создан ряд вакцин, включение кото-
рых в календарь прививок позволило практически
полностью исключить вызываемые этой бактери-
ей заболевания из статистики смертности и инва-
лидизации. По оценке ВОЗ, конъюгированные
вакцины против Hib относятся к наиболее без-
опасным и эффективным, предотвращая до 90%
инвазивных случаев гемофильной инфекции.

В России вакцинопрофилактика инфекций,
вызываемых Hib, с 2011 г. введена в националь-
ный календарь профилактических прививок. На
сегодняшний день предусматривается трехкрат-
ная вакцинация для детей, входящих в группы
риска, в 3, 4, 5 месяцев и ревакцинация в возрасте
18 месяцев [10]. Это связано с опасностью, кото-
рую данный патоген представляет для детей млад-

Сокращения: ADH – дигидразид адипиновой кислоты; BCR – мембранный рецептор В-клеток, специфично узнающий антигены;
BSA – бычий сывороточный альбумин; CDAP – 1-циано-4-диметиламинпиридиний тетрафторборат (1-cyano-4-dimethylaminopyri-
dinium tetrafluoroborate); CDD – карбонилдиимидазол; CRM197 – дифтерийный рекомбинантный токсоид, содержащий остаток
глицина вместо глутаминовой кислоты в положении 52; D – дифтерийный токсин Corynebacterium diphtheriae; DSP – дитиобис(сук-
цинимидил пропионат); DT – дифтерийный анатоксин, детоксифицированный формальдегидом токсин Corynebacterium
diphtheriae; DTT – дитиотреитол; EDAC – 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)car-
bodiimide); HBV – вакцина против вируса гепатита В; Hib – Haemophilus influenzae типа b, гемофильная палочка; HSA – сывороточ-
ный альбумин человека; IL-4 – интерлейкин 4; IPV – инактивированная вакцина против полиомиелита; MBS – м-малеимидобен-
зоил-N-гидроксисукцинимид; MHС-II – главный комплекс гистосовместимости, который экспрессируется в профессиональных
антиген-презентирующих клетках; OMPC – протеин внешней мембраны менингококка группы B (outer membrane protein complex
of Neisseria meningitidis group B); PRP – поли-3-β-D-рибозил-(1→1)-D-рибит-5-фосфат (poly-3-β-D-ribosyl-(1→1)-D-ribitol-5-phos-
phate); PRPlmw – низкомолекулярный PRP; SATA – N-сукцинимидил-S-ацетилмеркаптоацетат; SMP – N-гидроксисукцинимид-
ный эфир 3-малеимидопропионовой кислоты; SPDP – N-сукцинимидил 3-(2-пиридилтио)пропионат; TI-2 – Т-независимый им-
мунный ответ 2-го типа; ТT – столбнячный анатоксин, представляющий собой детоксифицированный формальдегидом токсин
Clostridium tetani; АКДС – адсорбированная коклюшно-дифтерийно-столбнячная вакцина; ИФА – иммуноферментный анализ;
КПС – капсулярный полисахарид; ПЭГ – полиэтиленгликоль.
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шего возраста, вызывая у них инвазивные инфек-
ционные состояния: гнойный менингит (до 55%
от всех инвазивных форм), эпиглоттит, пневмо-
нию, бактериемию и сепсис [11]. Наиболее тя-
желым заболеванием, вызванным Hib-инфекцией,
является гнойный менингит. При этом заболевании
средний мировой показатель летальности дости-
гает 43% [12], а у 14.5% переболевших детей наблю-
даются долгосрочные неврологические осложне-
ния, такие как ментальные расстройства (до 13%),
нарушения моторики (до 8%) и глухота (до 8%) [13].

По данным ВОЗ, в довакцинный период у де-
тей от 0 до 5 лет среднемировой и европейский
показатели доли гнойных менингитов, вызван-
ных Hib, среди всех гнойных менингитов выявлен-
ной этиологии составляли 38–40%, при этом в Ев-
ропе их годовая частота составляла 11–40 случаев
на 100 тыс. детей в возрасте до одного года [14]. К
настоящему времени мировому сообществу уда-
лось существенно уменьшить [12] количество ин-
вазивных Hib-инфекций благодаря широкому
распространению конъюгированных вакцин, ко-
торые успешно применяются во всем мире уже
более 30 лет. Во всех странах, включивших Hib-
вакцину в национальный календарь обязатель-
ных прививок, наблюдалось резкое сокращение
случаев инвазивных заболеваний [12, 15].

Внесение рутинной Hib-вакцинации в нацио-
нальный календарь прививок началось в 1986 г. с
Канады, к 2002 г. вакцинацией против Hib были
охвачены страны Северной и Южной Америки, а
к 2014 г. вакцинопрофилактика Hib была введена
на практически всем африканском континенте,
как и в странах Западной и Восточной Европы. К
концу 2018 г. более 190 стран-участниц ВОЗ внес-
ли вакцинацию против Hib в национальные про-
граммы иммунизации, причем 72% реципиентов
были привиты трехкратно [16]. Исключение со-
ставили две большие территории евразийского
континента: Российская Федерация и Китайская
Народная Республика (КНР), в которых эпиде-
мическая ситуация по Hib существенно различа-
ется. Так, в КНР годовая летальность заболева-
ний Hib у детей до 5 лет составляет 10–25 случаев
на 100 тыс. детей, и по данным на 2018 г. только
~30% детей младшего возраста получают три дозы
вакцины против Hib [17].

В России показатель годовой смертности от
инвазивных Hib-инфекций составляет в среднем
менее 10 случаев на 100 тыс. детей этой возраст-
ной группы [18]. Как показал микробиологиче-
ский анализ 89 штаммов H. influenzae, выделенных
из крови и спинномозговой жидкости больных
инвазивной гемофильной инфекцией из лечеб-
но-профилактических учреждений ряда россий-
ских городов, 95.5% этих случаев вызвано именно
Hib [19]. Показатель годовой заболеваемости ме-
нингитом гемофильной этиологии на территории
России в 2017 г. составлял 5.0–16.9 случаев [20], а
по другим данным – 3–20 случаев на 100 тыс. детей
первых пяти лет жизни [11, 21, 22]. Для Москвы

этот показатель в 2005 г. составлял 5.7 случаев [23],
по другим данным – 6.5 случаев на 100 тыс. детей
до 5 лет [11]. Эти цифры можно было бы суще-
ственно уменьшить путем внесения обязательной
вакцинации против Hib в национальный кален-
дарь прививок. Опыт зарубежных стран свиде-
тельствует о том, что частота инвазивных заболе-
ваний, вызванных Hib, может быть снижена до
0.2 случаев на 100 тыс. детей [14, 24].

Гемофильные палочки входят в состав биоце-
ноза носоглотки у здоровых взрослых и детей, ко-
торая, таким образом, является естественным ре-
зервуаром для этих бактерий, способных долгое
время присутствовать в организме человека как
сапрофиты. В России уровень носительства бак-
терией H. influenzae типа b у детей находится
обычно в диапазоне 1–10%, а в условиях скучен-
ности и в младших классах школы возрастает до
40% [11]. У взрослого населения носительство мо-
жет достигать 10% [25]. На фоне вирусных инфек-
ций или сниженного иммунитета эти бактерии
вызывают острые респираторные заболевания.
Характерный для таких заболеваний воздушно-
капельный путь передачи обеспечивает их широ-
кое распространение. Анализ фарингеального
носительства H. influenzae у детей дошкольного
возраста с диагнозами аденоиды, хронические тон-
зиллит и фарингит показали, что оно составляет
11–12% микрофлоры ротоглотки [26].

ОСОБЕННОСТИ ИММУННОГО ОТВЕТА
НА ИММУНИЗАЦИЮ КАПСУЛЯРНЫМ 

ПОЛИСАХАРИДОМ (КПС) Hib
И СООТВЕТСТВУЮЩИМИ 

КОНЪЮГИРОВАННЫМИ ВАКЦИНАМИ
Главным фактором вирулентности Hib являет-

ся полисахаридная капсула, препятствующая фа-
гоцитозу [12]. Ее ключевой компонент – линей-
ный капсулярный полисахарид PRP (поли-3-β-
D-рибозил-(1→1)-D-рибит-5-фосфат), строение
повторяющегося звена которого показано на рис. 1.
В организме человека PRP, как и КПС других па-
тогенов человека (например, Neisseria meningitidis
и Streptococcus pneumoniae), индуцирует преиму-
щественно Т-независимый иммунный ответ 2-го
типа (TI-2), который не предполагает презента-
цию пептидов в составе белков главного ком-
плекса гистосовместимости (MHC-II) и стиму-
лирует выработку защитных антител без участия
Т-хелперов.

Основная задача TI-2-ответа – распознавание
в кровотоке КПС, свидетельствующих о начале
бактериемии, и быстрая выработка защитных ан-
тител изотипа IgM. Иммунный ответ такого типа
обеспечивают расположенные в маргинальной зо-
не селезенки В-клетки, на поверхности которых
экспрессируются специальные рецепторы BCR,
включающие в себя мембранные антитела изоти-
па IgM. Попавшие в кровоток КПС образуют ком-
плекс с элементом врожденной иммунной систе-
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мы – белковым фактором C3d. Ключевой стадией
захвата КПС рецептором BCR является взаимо-
действие фактора C3d с корецептором CR2, кото-
рый в больших количествах экспрессируется на
В-клетках селезенки взрослого человека. В то же
время у детей в возрасте до 2 лет этот ключевой
для детекции бактериальных КПС корецептор
экспрессируется слабо [27], тем самым снижая
эффективность иммунного ответа по типу TI-2 и
ослабляя защиту от инвазий бактерий, имеющих
полисахаридную капсулу. Высокий уровень ма-
теринских антигемофильных антител, защищаю-
щий детей первых двух месяцев жизни, снижает-
ся к 3-месячному возрасту, и только к 4–5 годам
иммунитет TI-2 достигает взрослого уровня, обес-
печивая защитный уровень антител к КПС. Та-
ким образом, целевой группой населения для
вакцинации против Hib являются дети от 2 меся-
цев до 2 лет, наиболее подверженные инвазивным
заболеваниям, вызванным данной инфекцией.

T-Зависимый иммунный ответ (TD) у детей
младшего возраста развивается быстрее [28], чем
TI-2, и задача профилактических вакцин против
заболеваний, вызываемых бактериями с полиса-
харидной капсулой, состоит в том, чтобы напра-
вить иммунный ответ по Т-зависимому пути [6].
Эту задачу решило появление конъюгированных
вакцин, состоящих из КПС или их фрагментов,
ковалентно связанных с адъювантным белком-
носителем [29].

Механизм формирования T-зависимого иммун-
ного ответа представляет собой сложный процесс
последовательных и параллельных событий [30],
конкретные детали которого на современном
этапе развития иммунологии невозможно одно-
значно запрограммировать на уровне физико-
химических свойств конъюгированных вакцин-
ных препаратов, но ключевые факторы, опреде-
ляющие иммунный ответ к конъюгированным
вакцинам, уже исследованы [31, 32].

После инъекции моновалентные конъюгиро-
ванные вакцины, которые рекомендуется [33–36]
растворять в изотоническом растворе, в значи-
тельных количествах попадают в кровоток и лим-
фатическую систему. В селезенке и лимфатиче-
ских узлах резидентные В-клетки поглощают
углевод-белковый конъюгат, расщепляют белок-
носитель до пептидов и презентируют их в соста-
ве MHС-II для рецептора αβ-TCR белкового ком-
плекса CD4+ на поверхности Т-хелперов [37].
Стимулированные этим воздействием Т-клетки
продуцируют цитокин IL-4, который катализиру-
ет созревание В-клеток, поглотивших антиген.

Другой путь формирования иммунного ответа
на иммунизацию конъюгированными вакцинами
реализуется с участием дендритных клеток. Инъек-
ция Hib-вакцин проводится в четырехглавую мыш-
цу бедра, а у более старших детей – в дельтовидную
мышцу плеча, т.е. в скелетные мышцы, в которых
присутствуют три типа дендритных клеток: незре-
лые дендритные клетки моноцитарного происхож-

дения (Mo-DC) и два подтипа обыкновенных денд-
ритных клеток, происходящие из общего моноци-
тарного предшественника Gr1+Ly-6Chigh. При
микробной инфекции эти моноциты в больших
количествах рекрутируются к месту воспаления,
где превращаются в макрофаги с фенотипами
CD11b+CD11c–2MHCII+ и CD11b+CD11c+MHCII+

[31]. Такие же процессы инициирует в месте
инъекции гликан-белковый конъюгат. Макро-
фаги захватывают белковые антигены, деполи-
меризуют их с сохранением гликан-пептидных
связей [38] и доставляют в лимфоузлы для пре-
зентации CD4+-Т-клеткам. Праймированные
Т-клетки далее инициируют созревание погло-
тивших антиген В-клеток с последующей проли-
ферацией и дифференцировкой [39]. Этот этап яв-
ляется ключевым для развития антиген-специфич-
ного иммунного ответа и формирования иммунной
памяти. На втором этапе созревшие В-клетки ча-
стично превращаются в плазматические клетки с
развитыми эндоплазматическим ретикулумом и ап-
паратом Гольджи, которые начинают интенсивно
синтезировать иммуноглобулины изотипов IgG1 и
IgE, и частично – в В-клетки памяти [39]. Таким об-
разом, дополнительный положительный эффект от
иммунизации конъюгированными гликан-белко-
выми вакцинами состоит в том, что об эффективно-
сти формирования иммунной памяти можно судить
по постиммунизационной концентрации антител
изотипа IgG в сыворотке крови.

Рекрутирование предшественника дендритных
клеток Gr1+Ly-6Chigh в мышцы многократно уси-
ливается при использовании адъювантов [40].
Большинство современных конъюгированных по-
ливалентных вакцин с Hib-компонентом исполь-
зуются в виде смеси с нерастворимыми адъюван-
тами, представляющими собой гидроксид или
фосфаты алюминия [41]. Известно, что, будучи вве-
денными в организм в виде суспензии, адъюван-
ты не только выполняют роль депо для адсорби-
рованной на них вакцины, но и активируют систе-
му врожденного иммунитета таким образом, что
стимулируют иммунный ответ c участием TH2-хел-
перов. В то же время адсорбция конъюгирован-
ных Hib-вакцин на солях алюминия не является
обязательным условием эффективной иммуниза-

Рис. 1. Капсулярный полисахарид Haemophilus influ-
enzae типа b (PRP).
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ции, включающей индукцию антител изотипа IgG
и формирование иммунной памяти [42].

ИНДУКЦИЯ PRP-СПЕЦИФИЧНЫХ 
АНТИТЕЛ КАК КРИТЕРИЙ 

ЭФФЕКТИВНОСТИ Hib-ВАКЦИНАЦИИ
Клинические испытания, проведенные в Фин-

ляндии в 1977 г. [43, 44], продемонстрировали по-
ложительную связь между повышением уровня
антител к PRP и защитным действием конъюги-
рованной вакцины против Hib. Многочисленные
исследования эффективности вакцинации конъ-
югированными Hib-вакцинами указывают на важ-
ность высоких постиммунизационных титров ан-
тител к PRP у детей младшего возраста [45–47]. В
частности, это подтвердил 8-летний опыт Hib-им-
мунизации в Великобритании, в которой с 1992 г.
введена обязательная трехкратная вакцинация
детей в возрасте 2, 3 и 4 месяцев. После резкого
снижения заболеваемости инвазивными форма-
ми Hib к 1994 г., она начала расти в 1999 г., при
этом 85% заболевших детей были вакцинирован-
ными. Это связано с тем, что с 1996 г. для вакци-
нации начали использовать менее иммуногенную
комбинированную вакцину, включающую не толь-
ко Hib-компонент, но и вакцину АКДС c ко-
клюшным ацеллюлярным компонентом [48, 49],
что привело к образованию низкоавидных анти-
тел [50, 51]. Эта проблема была решена с помо-
щью дополнительной иммунизации моновакци-
ной Hib, существенно поднявшей концентрацию
Hib-защитных антител [52].

В настоящее время критерием уровня эффек-
тивности применения вакцины против Hib слу-
жит количество пациентов, у которых в крови об-
наруживаются специфичные к PRP антитела в
низкой (менее 0.15 мкг/мл, не обеспечивают за-
щиты от инфекции), средней (0.15–1.00 мкг/мл,
обеспечивают неполную защиту) и высокой кон-
центрации (более 1.0 мг/мл, обеспечивают на-
дежную защиту от инфицирования) через месяц
после первичного курса трехкратной иммуниза-
ции и через месяц после ревакцинации [45, 53].

Исследование эффективности образования PRP-
специфичных антител у детей [54], которых вак-
цинировали конъюгатом PRP-CRM197 (синтез
рассмотрен ниже), показало, что для формиро-
вания иммунной памяти необходимо провести как
минимум две иммунизации конъюгированной вак-
циной. Стандартная схема иммунизации для
вакцинопрофилактики Hib-заболеваний вклю-
чает трехкратную иммунизацию конъюгированной
вакциной в 3, 4 и 5 месяцев и, в ряде случаев, еще
одну бустерную иммунизацию в 18 месяцев. Вре-
менные точки для трехкратной иммунизации вы-
браны таким образом, чтобы синхронизировать
Hib-иммунизацию со схемой вакцинации и ре-
вакцинации АКДС. Для эффективной иммуниза-
ции конъюгированными Hib-препаратами важ-
но, чтобы ей не предшествовала преиммунизация

белком-носителем, которая снижает концентра-
цию анти-PRP-антител в 2–3 раза [55].

Эффективность описанной выше схемы имму-
низации подтверждена в ходе соответствующих
клинических испытаний. Например, проведен-
ные фирмой GSK (производитель Hib-вакцины
Hiberix®) клинические испытания, включавшие
трехкратную иммунизацию и бустерную дозу в 15–
18 месяцев, показали, что у 95–100% младенцев че-
рез месяц после трехкратной иммунизации титр
PRP-специфичных антител составил 0.15 мкг/мл.
Через месяц после бустерной иммунизации титр
антител 0.15 мкг/мл был выявлен у 100% детей, а
титр 1 мкг/мл – у 94.7% детей [35]. Это позволило
сделать вывод, что данная вакцина обеспечивают
надежную защиту от инфицирования Hib. Схема
вакцинации, включающая бустерную дозу, доро-
же, но существенно эффективнее в сравнении с
трехкратной вакцинацией. Так, в США использо-
вание этой схемы иммунизации с 2002 г. привело
к 99%-ному сокращению случаев инвазивных
Hib-заболеваний у детей до 5 лет [24].

ИСТОРИЯ СОЗДАНИЯ 
КОНЪЮГИРОВАННЫХ Hib-ВАКЦИН

Вакцинология заболеваний бактериальной при-
роды, активное развитие которой началось в
30-х гг. ХХ века, уже в 60–70-х гг. получила новый
импульс после длительного перерыва, связанного
с открытием антибиотиков. В числе первых ее
успехов была разработка вакцины против Hib-ин-
фекции [56]. В 1977 г. в Финляндии были проведе-
ны масштабные клинические испытания [43, 44], в
ходе которых 50000 детей в возрасте от 3 месяцев
до 5 лет были вакцинированы очищенным поли-
сахаридом PRP и еще 50000 детей наблюдали в
качестве контрольной группы. У всех получив-
ших вакцину детей старше 18 месяцев выработа-
лись антитела и сформировался защитный имму-
нитет против Hib, тогда как в контрольной группе
11 детей заболели. В то же время эта вакцинация
не оказала защитного действия на детей младше
18 месяцев (наиболее подверженную опасным со-
стояниям возрастную группу) – для них PRP ока-
зался слабым иммуногеном. Кроме того, полисаха-
рид PRP не обеспечивал бустерного эффекта [57] и
не оказывал влияния на микрофлору носоглотки
[58]. Выводы о низкой иммуногенности PRP у детей
до 18 месяцев подтвердило 4-летнее применение
лицензированной в 1985 г. в США полисахаридной
вакцины [59, 60]. Таким образом, вакцинопрофи-
лактика заболеваний, вызываемых Hib, проводив-
шаяся с использованием вакцины 1-го поколения –
КПС PRP, оказалась неэффективной [61].

Логичным методом преодоления недостаточ-
ной иммуногенности полисахарида PRP является
его замена на конъюгат с адъювантным белком-
носителем, опираясь на пионерские работы лабо-
раторий W.F. Goebel и K. Landsteiner, выполнен-
ные еще в 20–30-е гг. прошлого века [62–64].
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Следуя этой логике, в лаборатории J.B. Robbins
[65] была синтезирована серия ковалентно свя-
занных конъюгатов PRP с белками BSA, HSA, ге-
моцианином мечехвоста Limulus polyphemus и
дифтерийным токсином (Т). Было показано, что
иммунизация такими препаратами стимулирует
образование антител, специфичных к Hib и обла-
дающих бактерицидной активностью. Сравнение
эффективности иммуностимулирующей способ-
ности этих белков исследователи не проводили.
Аналогичный продукт был создан P. Anderson et al.
[66], которые в 1985 г. опубликовали данные об
успешной иммунизации младенцев конъюгиро-
ванной Hib-вакциной, состоящей из PRP и дифте-
рийного анатоксина. Клинические испытания со-
зданной вслед за этим конъюгированной вакци-
ны, проводившиеся с участием 61080 детей в 1988
и 1990 гг. в штате Северная Каролина в США, под-
твердили 100%-ную эффективность вакцинации
при введении двух или более доз [61]. С этих пио-
нерских работ фактически началась новая эра в
вакцинопрофилактике бактериальных заболева-
ний – эра конъюгированных вакцин, состоящих
из бактериальных полисахаридов или синтетиче-
ских олигосахаридов, структурно родственных
иммунодетерминантным фрагментам полисаха-
ридов, ковалентно связанных с адъювантными
белками-носителями.

С 1980-х гг. резко возросло количество публи-
каций [3, 4, 37, 67, 68], описывающих синтез и им-
муногенность конъюгированных Hib-вакцин, наи-
более эффективные из которых начали выпус-
каться в промышленных масштабах [5, 69]. Но
одна из первых коммерческих конъюгированных
моновалентных вакцин против Hib, включающая
дифтерийный анатоксин (DT) в качестве носите-
ля – ProHIBiT® (PRP-DT, Connaught Laboratories
Inc.), зарегистрированная в США в 1987 г., оказа-
лась малоэффективной. Однако ей на смену была
получена вакцина HibTITER® (PRP-CRM197,
Wyeth Pharmaceuticals Inc.) на основе белка-носи-
теля CRM197 и низкомолекулярного полисахари-
да PRP. HibTITER® была разрешена к примене-
нию Управлением по санитарному надзору за ка-
чеством пищевых продуктов и медикаментов
США (FDA) в 1990 г. и снята с производства толь-
ко в 2007 г. В 1989 г. в США была зарегистрирована
моновалентная вакцина PedvaxHIB® (PRP-OMP,
MSD), которая содержала в качестве адъювант-
ного носителя белок внешней мембраны менин-
гококка группы B (сейчас ее производство тоже
остановлено), конъюгированный также с низко-
молекулярным PRP. На основе столбнячного
анатоксина (TT) были созданы моновалентная
вакцина PRP-TT (Pasteur Merieux) [70], зареги-
стрированная в 1993 г. в США как ActHIB® (Sa-
nofi), и вакцина OmniHIB® (SmithKline Beecham
Pharmaceuticals), зарегистрированная в 1996 г., но
в настоящее время снятая с производства.

Значительным событием в области исследова-
ния углеводных конъюгированных вакцин яви-

лось создание кубино-канадским коллективом
исследователей, возглавляемых V. Verez-Bencomo
и R. Roy, конъюгированной вакцины на основе
TT и олигомерной смеси спейсерированных оли-
госахаридов, соответствующих фрагментам по-
лисахарида PRP [71], которая фактически являет-
ся одним из первых примеров углеводных вакцин
третьего поколения [2] (ниже рассмотрен синтез
этой вакцины, см. схему 13). Данный продукт был
зарегистрирован на Кубе в 2003 г. под торговым
названием Quimi-Hib® (Heber Biotec S.A.) и сего-
дня используется в ряде стран мира.

КОММЕРЧЕСКИЕ КОНЪЮГИРОВАННЫЕ 
Hib-ВАКЦИНЫ НА ОСНОВЕ PRP

В настоящее время для профилактики Hib-ин-
фекции применяются моно- и поливалентные
Hib-вакцины. На рынке присутствуют следующие
моновалентные конъюгированные Hib-вакцины:
VaxemHIB® (GSK, представляет собой конъюгат
низкомолекулярного PRP и CRM197), Hiberix®

(PRP-ТТ, GSK, зарегистрирована в 2009 г.), Sii
HibPRO® (PRP-ТТ, Serum Institute of India Ltd.) и
PedvaxHIB® (PRP-OMPC, MSD). Они поставля-
ются в виде раствора или лиофилизата, который
перед использованием необходимо растворить в
изотоническом растворе или суспензии других
вакцинных препаратов.

Все большее распространение получают ком-
бинированные вакцины, включающие конъюги-
рованные вакцинные препараты против Hib, что
связано в первую очередь с экономической целесо-
образностью. Помимо Hib-компонента они содер-
жат комплекс АКДС, а также один или два регио-
нально-ориентированных вакцинных компонента
(HBV или IPV). При формулировании таких вак-
цин необходимо учитывать химические и иммуно-
логические свойства Hib-конъюгатов. Конъюгаты
PRP нестабильны в водных растворах и в присут-
ствии адъювантов на основе алюминия, поэтому
в большинстве случаев лиофильно высушенный
Hib-компонент поливалентной вакцины упако-
ван отдельно от остальных компонентов, которые
представляют собой водную суспензию гидрок-
сида или фосфата алюминия с адсорбированны-
ми на них белковыми иммуногенами. Кроме то-
го, исследователи неоднократно отмечали [72],
что включение конъюгированной Hib-вакцины в
состав поливалентных вакцин, содержащих АКДС
с бесклеточным коклюшным компонентом, при
введении в одном шприце приводит к индукции
низкоавидных к PRP антител, в связи с чем реко-
мендовано проводить инъекции препаратов АКДС
и Hib-вакцины в разные части тела [33, 34].

Как правило, конъюгированные вакцинные
препараты против Hib в составе комбинирован-
ных вакцин поставляются в виде лиофилизата Hib-
субстанции в смеси со вспомогательными веще-
ствами. Лиофилизат PRP-TT входит в состав следу-
ющих комбинированных вакцинных препаратов:
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TETRAct–HIB® (АКДС–Hib; Sanofi), ComBE Five®

(АКДС–HBV–Hib; Biological E Ltd.), Quadrovax®

(АКДС–Hib; Serum Institute of India Ltd.), Pentaxim®

(АКДС–IPV–Hib; Sanofi) [73], Pentacel® (АКДС–
IPV–Hib; Sanofi) [74], Pentavac®SD/PFS (АКДС–
HBV–Hib; Serum Institute of India Ltd.), Tritanrix
HB–Hib® (АКДС–HBV–Hib; GSK), EasySix®

(АКДС–IPV–Hib; Panacea Biotec), Infanrix–
IPV/Hib® (АКДС–IPV–Hib; GSK) и Infanrix Hexa®

(АКДС–IPV–HBV–Hib; GSK).
Удобство поливалентных вакцин для массовой

вакцинации стимулирует дальнейшие научные
изыскания, направленные на разработку более
безопасных компонентов, удобных форм и более
эффективных методов применения. Так, были со-
зданы полностью жидкие пентавалентная вакцина
Pediacel® (АКДС–IPV–PRP-TT; Sanofi) [75, 76],
EasyFour® (АКДС–PRP-TT; Panacea Biotec), Easy-
Five–TT® (АКДС–IPV–PRP-TT; Panacea Biotec),
Quinvaxem® (АКДС–HBV–PRP-CRM197; GSK)
[77] и гексавалентная вакцина Hexaxim® (АКДС–
IPV–HBV–PRP-TT; GSK).

Иммуногенность и безопасность жидкой пен-
тавалентной вакцины Pediacel® (Sanofi) соответ-
ствуют уровню других коммерческих полива-
лентных формулировок, таких как Quadracel® +
+ ActHIB® (АКДС–IPV–PRP-TT) [75], а также
Infanrix–IPV/Hib® (GSK), а полностью жидкая
форма существенно упрощает вакцинацию [76, 78].

Практическую целесообразность использова-
ния поливалентных вакцинных препаратов при
иммунизации против Hib подтверждают много-
численные данные исследования результатов при-
менения соответствующих вакцин в перенаселен-
ных мегаполисах с невысоким уровнем жизни.
Так, в Ченнайе (Тамил Наду, Индия) всего за три
года (2012–2014 гг.) применения пентавалент-
ной вакцины Pentavac® PFS (Serum Institute of In-
dia) [79], включающей Hib-компонент, количество
опосредованных Hib менингитов, составлявшее в
2008 г. 19 случаев на 100 тыс. жителей в год [80], со-
кратилось на 79% при охвате вакцинацией 69% де-
тей до 2 лет [81]. Аналогично, начавшееся в 1998 г.
применение тетравалентной вакцины АКДС–Hib в
Йоханнесбурге (Южная Африка) за 6 лет позволило
снизить количество случаев Hib-менингитов у де-
тей до 1 года на 65% при том, что всего за 1994 г. ре-
гистрировалось в среднем 170 случаев этого заболе-
вания на 100 тыс. детей [82].

Эффективность Hib-компонента пентавалент-
ной вакцины АКДС–HepB–Hib подтвердило [83]
ее применение в Бамако (~2 млн жителей), столи-
це одной из беднейших стран мира Мали, в кото-
рой в довакцинный период регистрировали более
200 случаев инвазивных Hib-инфекций на 100 тыс.
детей младшего возраста в год. Начавшаяся в 2002 г.
вакцинация детей до двух лет к 2006 г. охватила
94% населения, что привело к 80%-ному сокра-
щению частоты инвазивных Hib-заболеваний.

В России зарегистрированы две моновакцины
против гемофильной инфекции, содержащие конъ-
югированные препараты (табл. 1): вакцина гемо-
фильная тип b конъюгированная® (ФБУН “Ро-
стовский НИИ микробиологии и паразитологии”
Роспотребнадзора, Россия) и Hiberix® (GSK).
Отечественная вакцина гемофильная тип b конъ-
югированная, зарегистрированная в 2011 г., про-
изводится в количестве 200 тыс. доз в год, что поз-
воляет привить не более 5% российских младен-
цев. Некоторое время назад широко применялась
вакцина ActHIB® (Aventis Pasteur), однако сейчас
государственная регистрация в России на этот
препарат отменена.

На российском рынке присутствуют также ком-
бинированные вакцинные препараты Pentaxim®

(АКДС–IPV–Hib; Sanofi) [73] и Infanrix Hexa®

(GSK) (табл. 1). Недавно в России зарегистриро-
вана отечественная пентавалентная комбиниро-
ванная вакцина АКДС–ГепВ–Hib® [84, 85]
(Пермское НПО “Биомед”, входящее в состав АО
“Национальная иммунобиологическая компа-
ния” – подразделение ГК “Ростех”), в состав ко-
торой в качестве Hib-компонента входит вакцина
Quimi-Hib® (см. выше) [84]. Эффективность это-
го препарата подтверждена в ходе клинических
испытаний [86].

СОСТАВ КОММЕРЧЕСКИХ 
КОНЪЮГИРОВАННЫХ Hib-ВАКЦИН

НА ОСНОВЕ PRP
Коммерческие конъюгированные Hib-вакци-

ны различаются между собой размером поли- или
олигомерных цепей PRP, белком-носителем, ме-
тодом конъюгации, а также наличием и строени-
ем спейсера. Структурные характеристики Hib-
вакцин включены в Европейскую Фармакопею –
периодическое издание, которое является руко-
водящим документом, регламентирующим про-
изводство фармацевтических продуктов в странах
Европейского сообщества. Рекомендованы к ис-
пользованию следующие белки: дифтерийный
анатоксин (DT), столбнячный анатоксин (ТT),
дифтерийный рекомбинантный белок CRM197
[87] и белок OMPC.

Сравнительный анализ эффективности конъ-
югированных вакцин, состоящих из PRP с разны-
ми белками-носителями, проведенный в 1992 г.
M.D. Decker et al. [88], показал, что вакцинация
конъюгатом на основе DT привела к образова-
нию защитных антител, специфичных к PRP,
только у 39% детей, а конъюгаты, включавшие
TT, CRM197 и OMPC, показали существенно бо-
лее высокую иммуногенность. Именно белки-но-
сители TT, CRM197 [89] и OMPC [90] сегодня
наиболее широко используются в современных
коммерческих вакцинах, включая Hib-вакцины.

В связи с тем, что эффективность Hib-вакци-
ны определяется не только белком-носителем, но
и типом конъюгации и технологическими мето-
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дами, применяемыми при производстве вакцин,
многочисленные исследования эффективности
этих белков в качестве носителей не привели к
однозначному выбору. Так, при сравнении имму-
ногенности коммерческих вакцин PRP-CRM197
(HibTITER®) и PRP-OMPC (PedvaxHIB®) на
животной модели (макака резус) выяснилось, что
конъюгат PRP-OMPC обладает существенно боль-
шей иммуногенностью по сравнению с конъюгатом
PRP-CRM197 [91]. На этой модели PRP-CRM197
индуцировал PRP-специфичные антитела только
при одновременной инъекции с DT. Сопоставле-
ние конъюгатов PRP с белками-носителями TT и
CRM197, проводившееся в ходе клинических ис-
пытаний, показало отсутствие существенных раз-
личий в иммуногенности таких продуктов [92, 93].
В то же время недавно полученные данные проде-
монстрировали преимущество конъюгатов PRP-
СRM197 по сравнению с конъюгатами PRP-ТT [94].

МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ 
КОНЪЮГИРОВАННЫХ Hib-ВАКЦИН

НА ОСНОВЕ PRP
Для производства вакцин на базе PRP исполь-

зуется как получаемый биотехнологическим спо-
собом высокомолекулярный полисахарид, включая
продукты его деполимеризации средней или вы-
сокой степени, так и синтетические олигосахари-
ды, структурно родственные фрагментам PRP. На

сегодняшний день разработано значительное ко-
личество методов конъюгации [95], которые позво-
ляют эффективно связывать эти олиго- и полиса-
хариды с белками-носителями.

Получение конъюгатов на основе нативного
PRP или частично гидролизованного PRPlmw ос-
новано на введении в молекулу полисахарида ак-
тивных групп, позволяющих провести конденса-
цию с карбоксилами или аминогруппами белка-
носителя. Один из первых подходов данного типа
был реализован в работах J.B. Robbins et al. [65,
96–98], которые активировали PRP бромцианом с
последующей конъюгацией с белком-носителем.

Так, под действием бромциана на PRP образу-
ется его активированное производное (1) со слу-
чайным образом распределенными в полисаха-
ридной цепи цианатными группами (схема 1,
условия а). При взаимодействии продукта (1) с
ADH образуется изомочевина (2). Конъюгация
последней с белком-носителем проводится в
присутствии водорастворимого конденсирую-
щего агента EDAC за счет образования амидных
связей между остатками гидразида и карбоксиль-
ными группами, что приводит к образованию
кросс-сшитого высокомолекулярного продукта (3)
с молекулярной массой до 5 МДа [99]. Процесс та-
кого типа лежит в основе технологий производства
конъюгированных вакцин против Hib на основе DT
(ProHIBiT®) и ТT (ActHIB®, OmniHIB®) [100, 101].

Схема 1. Конъюгация PRP с белком с предварительной активацией PRP.

Вместо ADH может быть использована 6-ами-
нокапроновая кислота [102, 103]. В этом случае
для конъюгации с белком также применяют
EDAC. Процесс такого типа применяется при
производстве другой вакцины строения PRP-ТT–
Hiberix® (GSK) [5].

К технологическим недостаткам бромциано-
вого метода можно отнести необходимые для эф-
фективной функционализации PRP щелочные
условия (при рН 10.5–11.0), при которых протека-
ет неконтролируемая деструкция фосфодиэфир-
ных связей полисахарида. Кроме того, бромциан
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также имеет плохую растворимость в водных сре-
дах, что делает необходимым использование ор-
ганических растворителей, в которых, однако,
нерастворим PRP. Кроме того, бромциан высоко-
токсичен и легко гидролизуется в используемых
условиях реакции. Структура полученного таким
методом PRP-белкового конъюгата вследствие
неконтролируемой деструкции и полимеризации
не может быть надежно охарактеризована физи-
ко-химическими методами и стандартизирована.

В полученном бромциановым методом конъ-
югате высокомолекулярного PRP с DТ номиналь-
ное содержание PRP в дозе составляло 25 мкг, а
белка – 18 мкг [5]. Очевидным достоинством это-
го метода является высокое содержание PRP в
конъюгате – до 58%. Однако этот препарат имеет
относительно низкую иммуногенность, из-за че-
го он должен применяться в более высокой дозе
(25 мкг по PRP), чем современные вакцины, в ко-
торых содержится только 10 мкг PRP.

Альтернативой бромциану является более техно-
логичный [104] и водорастворимый реагент CDAP
(схема 1, условия b), предложенный A. Lees et al. в
1996 г. [105]. Однако этот метод не нашел практиче-
ского применения для промышленного выпуска
вакцин из-за недостаточной активности конъюгатов
цианированных производных PRP (см. выше).

Известно, что примесь неконъюгированного
PRP может снижать эффективность иммуниза-
ции PRP-белковыми конъюгатами. Для удобства
очистки вакцинных конъюгатов P. Anderson et al. в
1985 г. [106] предложили использовать низкомоле-
кулярный PRPlmw (4) (схема 2), состоящий из 3–10
повторяющихся звеньев 3-β-D-рибозил-(1→1)-
D-рибит-5-фосфата со свободным остатком рибо-
зы на восстанавливающем конце, образующийся
при частичном гидролизе нативного полисахари-
да 0.1 М водным раствором HCl. Аналогичную
смесь олигомеров можно получить и частичным
гидролизом PRP в присутствии водной AcOH [107].
Конъюгацию олигомеров (4) проводят после пред-
варительного восстановительного аминирования
действием NaCNBH3 в присутствии NH4Cl [95] (по-
казано на схеме 2) или этилендиамина [101]. При
этом образуются гликозиламины (5) (или N-заме-
щенные гликозиламины), которые непосредствен-
но и вводятся в реакцию конъюгации с D, DT или
CRM197 в присутствии EDAC, что приводит к об-
разованию конъюгатов общей формулы (6) [106].
Процесс такого типа применяется при производ-
стве вакцины VaxemHIB® (GSK), которая содержит
CRM197 в качестве белка-носителя [5, 95].

Схема 2. Получение низкомолекулярного PRP (4) (n = 3–8)
и его конъюгатов (6) с белками-носителями с использованием восстановительного аминирования.

O

OHO

O
HO

OH
OH
OH
O P

O

O n

O

OHO

O
HO

OH
OH
OH
O P

O

O

H

n

O

OHO

HO

OH

O

OHO

O
HO

OH
OH
OH
O P

O

O

H

n

OH

OHO

HO

NH2

O

OHO

O
HO

OH
OH
OH
O P

O

O

H

n

OH

OHO

HO

NH

O

белок

AcOH/0.1 M HClводн

(4)

(4) + NH4Cl + NaCNBH3

(5)

(5)

(6)

EDAC,
белок



38

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 1  2021

ХАТУНЦЕВА, НИФАНТЬЕВ

Для конъюгации PRP с другим адъювантным
белком-носителем – OMPC – также применяют
частично гидролизованный PRPlmw (4) (схема 3).
Для лучшей растворимости в ДМФ или ДМСО
его переводят в тетрабутиламмонийную соль и
подвергают взаимодействию с CDD, который
превращает часть ОН-групп PRPlmw в олиго-
имидазолилуретан (7) [108], как предложено
S. Marburg et al. в 1986 г. (схема 3). Олиго-имида-
золилуретан (8) действием избытка 1,4-бутанди-
амина переводят в амин, который далее обрабаты-
вают бромацетилхлоридом (9) или п-нитрофенил-
бромацетатом (10) с получением бромацетильного

производного (11). OMPC, представляющий со-
бой кластер из 3–7 субъединиц сo средней мас-
сой 40000 Да, обрабатывают подходящим тиои-
лирующим агентом, например, N-ацетилго-
моцистеинтиолактоном (12), с получением
тиоилированного производного (13). Последую-
щая конъюгация осуществляется при взаимо-
действии бромацетильных групп модифициро-
ванного производного (11) с тиогруппами (13) с
образованием конъюгата (14). Процесс такого
типа используется компанией MSD при произ-
водстве вакцины PedvaxHIB® [101].

Схема 3. Синтез конъюгата OMPC c низкомолекулярным PRP – соединение (14).
Использованные реагенты: a – 1,4-бутандиамин.

Другой способ получения функционализиро-
ванных производных низкомолекулярного PRPlmw
для конъюгации с белками, предложенный в 1986 г.
P. Anderson et al. [109], основан не на гидролити-
ческом расщеплении полисахарида (см. выше на
схеме 2), а на периодатном окислительном рас-
щеплении (схема 4). Образующиеся в результате
альдегидные продукты общей формулы (15) далее
подвергают конденсации с белком-носителем по
схеме восстановительного аминирования с уча-
стием аминогрупп аминокислот (например, лизи-
на), входящих в состав белка-носителя. При этом
образуются основания Шиффа, которые восста-
навливают цианоборогидридом натрия с образова-
нием конъюгатов общей формулы (16). Например,

при использовании CRM197 образуется конъюгат,
в котором к каждой молекуле белка присоединяет-
ся в среднем 6–20 олигосахаридных лигандов [110].
Этот метод успешно применяется компанией
Pfizer при производстве вакцины HibTITER®, в
которой Hib-олигосахариды фактически конъ-
югированы с CRM197 непосредственно, без ка-
ких-либо спейсерных вставок (схема 4) [95].

Для того чтобы ускорить процесс образования
оснований Шиффа, метод был усовершенствован
введением дополнительной стадии превращения
карбоксильных групп белка в гидразиды, которые
реагируют с альдегидными группами более эф-
фективно и полно, чем с ε-аминогруппами остат-
ков лизина [111].
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Схема 4. Получение Hib-вакцины с использованием PRPlmw, образующегося
при периодатном расщеплении нативного PRP. Использованные реагенты: а – NaIO4; b – белок, NaCNBH3.

Использование низкомолекулярного PRPlmw су-
щественно упростило очистку, стерилизующую
фильтрацию и определение физико-химических
характеристик гликан-белкового конъюгата. Это
важно для подтверждения идентичности вакцин
при промышленном производстве. В то же время
в ходе расщепления PRP для понижения молеку-
лярного веса, так же как и при выделении и очист-
ке, могут происходить дальнейшие структурные
изменения [112], что затрудняет контроль и стан-
дартизацию как исходного PRP, так и конъюгатов
на его основе.

МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ 
КОНЪЮГИРОВАННЫХ Hib-ВАКЦИН

НА ОСНОВЕ СИНТЕТИЧЕСКИХ 
ФРАГМЕНТОВ PRP

Для исключения всех технологических про-
блем при работе с нативным PRP и его низкомо-
лекулярными фракциями была начата разработка
препаративного синтеза спейсерированных оли-
госахаридных производных, структурно родствен-
ных иммунодоминантным фрагментам PRP. В
качестве преимуществ синтетических аналогов
PRP нужно отметить наличие в их структурах оп-
тимальных спейсерных групп в требуемых поло-
жениях. Это важно для обеспечения эффектив-
ной конъюгации с белком-носителем и надежно-
го подтверждения чистоты и структуры конечных

конъюгатов и промежуточных продуктов метода-
ми углеводного анализа, ЯМР-спектроскопии и
масс-спектрометрии, что в итоге позволяет при-
менять высокие стандарты для контроля каче-
ства. Кроме того, синтез вакцинных олигосаха-
ридных лигандов исключает необходимость куль-
тивирования патогенных штаммов H. influenzae,
трудоемкого выделения PRP и отделения приме-
сей бактериального происхождения, например,
токсичных липоолигосахаридов.

Первые примеры синтеза спейсерированных
олигосахаридов, родственных PRP и предназна-
ченных для конъюгации с белками-носителями,
были опубликованы в 1987–1989 гг. Так, для син-
теза спейсерированных олигосахаридов, состоя-
щих из повторяющихся дисахаридных фрагмен-
тов 3-β-D-рибозил-(1→1)-D-рибит-5-фосфата,
были разработаны три принципиальные схемы,
включающие следующие три этапа: 1) удлинение
цепи в жидкофазном процессе с выделением про-
межуточных олигомеров; 2) последовательное на-
ращивание цепи на твердой (полимерной или
стеклянной) подложке; 3) поликонденсацию с по-
лучением смеси олигомеров. Значительные уси-
лия сразу нескольких ведущих научных групп,
сконцентрированные на поиске удобных и эко-
номичных методов синтеза спейсерированных
олигосахаридов, родственных PRP, были прости-
мулированы очевидными технологическими и им-
мунологическими преимуществами, которые име-
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ют конъюгаты синтетических вакцинных лиган-
дов по сравнению с конъюгатами нативного и
низкомолекулярного PRP.

Первая серия спейсерированных олигосаха-
ридов, родственных PRP, была синтезирована
J.H. van Boom et al. при сборке олигосахаридных
цепей последовательным наращиванием с фосфо-
рилированием в качестве ключевой стадии. Так, ди-
мер (17), тример (18) [113, 114] и тетрамер (19)
[115], содержащие N-глицил-тетраметиленами-
новый спейсер, были получены линейным блоч-
ным синтезом из избирательно защищенного

дисахарида (20) (схема 5). Для наращивания цепи
использовали дисахаридный блок (21), который в
присутствии N-метилимидазола присоединялся
по свободной гидроксильной группе остатка риби-
та. Повторяющейся последовательностью реак-
ций, включавших удаление пропенильной за-
щитной группы и присоединение нового звена,
получали тример и тетрамер, а спейсерный оста-
ток вводили в конце синтетических схем при
действии производного (22). После удаления
всех защитных групп получали спейсерирован-
ные олигомеры (17–19).

Схема 5. Ключевые синтетические блоки для синтеза спейсерированных олигомеров PRP (17–19).
Использованные реагенты: а – N-метилимидазол/пиридин, (21), выход 72%; b – HgO, HgCl2, ацетон, вода,

выход 82%; c – N-метилимидазол, пиридин, (22), выход 50%; d – удаление защитных групп.

Одним из важнейших факторов, ограничива-
ющих эффективность масштабирования синтезов
спейсерированных олигосахаридов, родственных
PRP, является необходимость хроматографиче-
ского выделения промежуточных продуктов. Для
того чтобы сократить количество стадий хромато-
графической очистки полупродуктов, в лаборато-

рии J.H. van Boom был разработан твердофазный
синтез [116] в условиях, используемых для твердо-
фазного синтеза олигонуклеотидов. При отработ-
ке данной стратегии была также проведена опти-
мизация тактики использования защитных групп
и разработан более удобный, чем в предыдущих
работах этой лаборатории [113–115], способ обра-
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зования фосфодиэфирной связи. Проведенный в
результате синтез гексамера (23) [117] с гексаме-
тиленаминовым спейсером на восстанавливаю-
щем конце начинался с получения избирательно
защищенного дисахарида (24), иммобилизованно-
го на аминированном пористом стекле (схема 6).
Далее в присутствии 1H-тетразола присоединяли
фосфорамидит (25) [116, 117], окисляли фосфит в

фосфат и удаляли диметокситритильную группу.
Последовательность этих реакций повторяли еще
4 раза, а затем вводили спейсерную группу при
обработке 2-цианоэтил-6-[4-монометокситритил)-
амино]гексил-N,N-диизопропилфосфорамиди-
том (соединение (26)). Удаление с подложки и
деблокирование привели к образованию гекса-
мера (23).

Схема 6. Ключевые синтетические блоки для синтеза спейсерированного гексамера PRP (23) [117]. 
Использованные реагенты: a –1H-тетразол/ацетонитрил, (25); b – 0.02 M I2, ацетонитрил, вода,

2,4,6-триметилпиридин; c – 2%-ная CCl3COOH в CH2Cl2; d – 1H-тетразол, ацетонитрил, (26), 0.02 M I2,
ацетонитрил, вода, 2,4,6-триметилпиридин; 2%-ная CCl3COOH в CH2Cl2;

e – NH3, H2O, диоксан, 12 ч, 50°C; f – 0.5 M (n-Bu)4NF, диоксан, 10% Pd/C.

Серия из четырех гомологичных спейсериро-
ванных олигомеров (27–30) с альтернативным рас-
положением спейсерного фрагмента – на невосста-
навливающем конце – была получена L. Chan и
G. Just [118] c использованием не только моно-
мерного (31), но и димерного (32) фосфорами-
дитных блоков (рис. 2). В качестве спейсера при-
меняли терминальный остаток рибозы с незащи-
щенной ОН-группой при С1.

Существенным ограничением при масшта-
бировании синтеза олигосахаридов, родствен-
ных PRP, являлась невысокая емкость стеклян-
ной подложки [117]. В качестве альтернативы
A.A. Candil et al. [119, 120] (схема 7) использовали
растворимую полимерную подложку на основе по-

лиэтиленгликоля (ПЭГ), которую можно осаждать
из реакционных смесей добавлением диэтилового
эфира. Оптимальным образом функционализиро-
ванный блок (33), иммобилизованный на ПЭГ-
подложке через линкер на основе янтарной кис-
лоты, наращивали дисахаридным фосфорами-
дитом (34) с последующим окислением фосфита
трет-бутилгидропероксидом и детритилирова-
нием. Данные этапы повторяли необходимое
число раз, а последний цикл наращивания цепи
проводили с присоединением спейсерного реа-
гента (35) с последующим удалением защитных
групп и подложки. Таким образом были синтези-
рованы димер (36), тример (37), пентамер (38) и
гексамер (39).
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Схема 7. Ключевые синтетические блоки, использованные в синтезе спейсерированных олигомеров (36–39) [119]. 
Использованные реагенты: а – 1H-тетразол, ацетонитрил (34); b – t-BuOOH; c – pTsOH;

d – 1H-тетразол, ацетонитрил, (35), t-BuOOH; e – NH4OH, THF; f – 10% Pd/C.

Еще один вариант твердофазного синтеза спей-
серированного олигоcахарида, родственного PRP,
был предложен S. Nilsson et al. [121] (схема 8). В
этой работе к дисахариду (33) (схема 7), закреплен-
ному на полистирольной подложке через сукцинат-
ный линкер, присоединяли блок (40) в присутствии
пивалоилхлорида с последующим детритилирова-

нием под действием 0.5%-ной трифторуксусной
кислоты в дихлорметане. После четырех циклов
на последнем этапе присоединяли фосфонат (41),
содержащий преспейсерную группу. После окис-
ления фосфоната до фосфата, восстановления
азидной группы и удаления защит получали пен-
тамер (42).
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Рис. 2. Олигомеры PRP (27–30) и ключевые синтетические блоки (31) и (32) для их синтеза [118].
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Схема 8. Ключевые синтетические блоки для синтеза пентамера (42) [121].
Использованные реагенты: а – PivCl, CH2Cl2, пиридин, (40); b – 0.5%-ная CF3COOH в CH2Cl2;

c – PivCl, CH2Cl2, пиридин, (41); d – 1% I2, пиридин, вода, NaOMe, MeOH, диоксан; e – 10% Pd/C.

Из приведенных выше примеров видно, что
оптимизация синтезов спейсерированных оли-
госахаридов сопровождалась усовершенствова-
нием синтетических приемов и сокращением ко-
личества хроматографических стадий, но степень
конвергентности, являющаяся одним из самых
важных параметров для успешного многоста-
дийного синтеза, оставалась практически неиз-
менной. Принципиально иной высококонвер-
гентный подход к синтезу рассматриваемого ти-
па соединений, основанный на поликонденсации
гетеробифункционального мономера (43) (схема 9),
содержащего свободную ОН-группу при О5 рибита
и фосфонатную группу при О3 рибозы, был разра-
ботан под руководством V. Verez-Bencomo и R. Roy

[71, 122–124]. В предложенной схеме катализируе-
мый пивалоилхлоридом процесс поликонденсации
мономера (43) терминируется добавлением моно-
мера (44), к которому фосфодиэфирной связью
присоединен диэтиленгликольный спейсер. Окис-
ление фосфита до фосфата, восстановление азидо-
группы и деблокирование приводят к образованию
смеси олигомеров (45), содержащих в среднем 8–11
повторяющихся звеньев. Оптимизированный од-
ностадийный синтез спейсерированных олигоме-
ров из мономерных предшественников был мас-
штабирован до объемов промышленного производ-
ства, а полученный на их основе конъюгат входит в
состав вакцины Quimi-Hib® (Heber Biotec S.A.).

Схема 9. Ключевые синтетические блоки для синтеза [71] олигомеров (45), n = 8–11.
Использованные реагенты: а – PivCl, пиридин, (43); b – PivCl, пиридин, (44); c – I2, пиридин; d – Pd/C.
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Один из последних подходов к синтезу спейсе-
рированных олигосахаридов, родственных PRP
(схема 10), предложен P. Seeberger et al. [125]. Ре-
ализованная схема характеризуется высокой степе-
нью конвергентности и в качестве базового ис-
ходного соединения использует избирательно
защищенный тетрамер (46) с ортогональными за-
щитными группами – левулиновой группой при

О3 остатка рибозы на невосстанавливающем кон-
це и 4,4'-диметокситритильной группы при О5
рибитного звена на восстанавливающем конце.
Наращивание цепи осуществлялось присоедине-
нием димерных блоков (47), далее цепь термини-
ровали спейсером (48). После удаления защитных
групп получали спейсерированные производные
тетра- (49), гекса- (50), окта- (51) и декамера (52).

Схема 10. Ключевые синтетические блоки для синтеза олигомеров (49–52) [125].
Использованные реагенты: а – PivCl, пиридин, (47), 0°С; b – I2, пиридин, H2O, 20°С; с – CCl3COOH/CH2Cl2,

0°С; d – PivCl, пиридин, (48), 0°С; e – гидразина ацетат, CH2Cl2, 20°C; f – Pd/C, H2, EtOAc, MeOH, AcOH, вода.

СИНТЕЗ КОНЪЮГАТОВ 
СПЕЙСЕРИРОВАННЫХ 

ОЛИГОСАХАРИДОВ, РОДСТВЕННЫХ PRP,
В КАЧЕСТВЕ КАНДИДАТНЫХ ВАКЦИН

На основе синтетических олигосахаридов (17–
19) в 1992 г. были получены первые конъюгаты
спейсерированных олигосахаридов, родственных
PRP, с белком внешней мембраны Hib (hibOMP)
[126], TT [126] и CRM197 [115] (схема 11). Входя-

щий в состав спейсера остаток глицина ацилиро-
вали SATA с получением S-ацетилированных
продуктов (53–55), а белки-носители hibOMP и
ТТ активировали действием SPDP. Активирован-
ные таким образом белки (56) и (57) вводили в ре-
акцию с тиолами, получаемыми in situ при дезаце-
тилировании соединений (53) и (54). Мольное со-
отношение PRP : hibОМР в конъюгатах (58) и (59)
составило 5 : 1, а соотношение PRP : TT – 20 : 1 для
конъюгата (60) и 13 : 1 для конъюгата (61).
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Схема 11. Синтез конъюгатов олигосахаридов (17–19) c белками-носителями hibOMP, TT и DT.

Для присоединения олигосахаридов (54) и (55)
к токсоидам TT и DT эти белки предварительно
бромацетилировали действием N-сукцинимидил-
бромацетата (62) [115]. Активированные таким об-
разом производные (63) и (64) конъюгировали с
олигосахаридами (54) и (55) в присутствии гидрок-
силамина. Мольное соотношение олигосахарид :
белок для конъюгатов (65), (66), (67) и (68) состави-
ло 9.9 : 1; 6.5 : 1; 21 : 1 и 5.3 : 1 соответственно.

Конъюгаты олигосахаридных лигандов (17) и
(18) с ТT получали также с использованием глута-
рового альдегида в качестве гомобифункциональ-
ного сшивающего агента [126]. В результате кроме
присоединения олигосахаридных лигандов проте-
кала также трудно контролируемая кросс-сшивка
белка-носителя с образованием продуктов с боль-

шим разбросом молекулярных масс – от 160 до
1000 кДа, но весьма низким включением олигоса-
харидных лигандов. Их весовое содержание в
конъюгатах составляло только 0.5–4.0%.

Другие химические методы конъюгации с бел-
ками использованы в случае олигосахаридных ли-
гандов (37–39) с гептаметиленаминовым спейсе-
ром (схема 12). Сначала эти соединения были
ацилированы с помощью MBS с образованием ма-
леимидных производных (69–71) (схема 12) [119,
120]. Последние далее конъюгировали с тремя со-
держащими концевой остаток цистеина синтети-
ческими олигопептидами, родственными белкам
P1, P2 и P6 внешней мембраны Hib, что привело к
получению конъюгатов общей формулы (72)
(схема 12) [127].
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Схема 12. Синтез конъюгатов спейсерированных олигосахаридов (37–39) с синтетическими пептидами.
Использованные реагенты: а – синтетические пептиды P1, P2 и P6 внешней мембраны Hib

с концевым остатком цистеина [127].

Иная схема двухстадийной углевод-белковой
конъюгации реализована для соединения смеси
спейсерированных олигосахаридов (45) (схема 9) с
анатоксином ТТ [71]. Сначала продукт (45) дей-
ствием SMP переводили в малеимидные производ-
ные общей формулы (73) (схема 13). Конъюгация
этого продукта с тиоилированным производным
ТТ (74) по реакции Михаэля приводила к образова-

нию смеси конъюгатов общей формулы (75), в ко-
торых к одной белковой единице присоединены
олигосахаридные остатки разной длины. Этот про-
дукт далее был использован в качестве основного
компонента первой коммерческой Hib-вакцины
Quimi-Hib® (Heber Biotec S.A.) с полностью синте-
тической углеводной составляющей.

Схема 13. Общая схема синтеза конъюгата (75) – субстанции вакцины Quimi-Hib® (Heber Biotec S.A.) [71].
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Аналогичный процесс присоединения тиола
к двойной связи малеимида использован в работе
P. Seeberger et al. для получения конъюгатов инди-
видуальных олигосахаридов (49–52) [125]. При
действии DSP их сначала переводили в производ-
ные тиопропионовой кислоты (76–79), далее вос-
станавливали с помощью DTT до тиолов (80–83),

как показано на схеме 14, а затем конъюгирова-
ли с активированным белком (84), который по-
лучали N-ацилированием адъювантного белка-
носителя CRM197 с помощью SMP. В получен-
ных в результате конъюгатах (85), (86), (87) и (88)
содержание олигосахаридных лигандов состав-
ляло 4.9, 4.0, 3.1 и 2.7 соответственно.

Схема 14. Синтез конъюгатов (85–88) из спейсерированных олигосахаридов (49–52) и CRM197.

ВЛИЯНИЕ РАЗМЕРА
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Ключевыми структурными факторами, кото-

рые могут влиять на иммуногенность и протек-
тивные свойства индуцируемых антител при ис-

пользовании конъюгатов олигосахаридных ли-
гандов, родственных PRP, и адъювантными
белками-носителями являются длина используе-
мых олигосахаридных компонентов [109, 128, 129],
степень конъюгации, а также тип использованно-
го белка-носителя. К сожалению, из-за весьма
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большой сложности и относительно малой до-
ступности олигосахаридных производных рас-
сматриваемого типа опубликованы только фраг-
ментарные данные об их иммунологических
свойствах, что ограничивает возможности для си-
стематических исследований и заключений о вза-
имосвязи структур и биологических свойств об-
суждаемых соединений. Тем не менее известные
сегодня данные позволяют сделать некоторые
выводы.

Длину В-эпитопа, т.е. минимальную длину
олигосахаридной цепи, необходимой для связы-
вания с PRP-специфичными антителами, можно
определять с помощью конкурентного ИФА. Для
проведения такого эксперимента гипериммун-
ную сыворотку, полученную при иммунизации
белковым конъюгатом полисахарида PRP или при
заражении животных Hib, выдерживают с синте-
тическими гликоконъюгатами, содержащими род-
ственные PRP олигосахариды известной длины и
строения, либо непосредственно с олигосахари-
дами. При этом исследуется способность имму-
ноглобулинов сыворотки связываться с PRP-ан-
тигенами, иммобилизованными на поверхности
полистирольных планшетов. Так, C.C. Peeters et al.
при сравнении результатов ингибирования сыво-
роточных антител с помощью олигосахаридных
производных, родственных тримеру (18) и тетра-
меру (19) повторяющегося звена PRP, а также их
конъюгатов с белком-носителем ТТ (соедине-
ния (67, 68)), показали, что как тетрамер (19), так
и его конъюгат (68), но не производные триме-
ра (18) и (67), эффективно ингибировали взаимо-
действие гипериммунной сыворотки человека с
полисахаридом PRP, нанесенным на планшет в
качестве покрывающего антигена [115].

В подобных экспериментах при ингибирова-
нии связывания полисахарида PRP (иммобили-
зован на планшете для ИФА) с PRP-специфиче-
скими поли- и моноклональными антителами
человека с помощью олигомеров (15) (схема 4)
повторяющегося звена PRP со средней степенью
полимеризации 1, 2, 7, 21, 47, 80 и 262 ожидаемо
показали [130], что степень ингибирования воз-
растает с увеличением длины олигосахаридных гап-
тенов. Однако такие исследования не дали пред-
ставления об интенсивности потенциальной
иммуногенности олигомеров, а также типе и
протективных свойствах индуцируемых анти-
тел, как и о возможности формирования иммун-
ной памяти.

Для выявления оптимальной величины гапте-
на для индукции антител, специфичных к PRP,
проводились клинические эксперименты по им-
мунизации гликан-белковыми конъюгатами с
олигосахаридными цепями разной длины. Для
проведения такого исследования Anderson et al.
получили конъюгаты DT с олигосахаридными
фракциями PRP (5) со средним количеством по-
вторяющихся звеньев 8 и 20 [109]. Степень конъ-
югации для конъюгата с октамером PRP состави-

ла 3.3 моль олигосахарида на моль DT, а для конъ-
югата с 20-мером – 2.1 моль/моль. Клинические
испытания этих препаратов показали, что конъ-
югат с октамерным лигандом оказался слабым
иммуногеном для детей 9–15 месяцев, тогда как
использование вакцины, содержащей конъюгаты
низкомолекулярного PRP со степенью полиме-
ризации ~20, дало высокие титры PRP-специ-
фичных антител уже после второй иммунизации.
В то же время обе вакцины индуцировали интен-
сивный иммунный ответ у взрослых.

Аналогичное исследование было проведено на
другой серии синтетических иммуногенов на ос-
нове олигосахаридных фрагментов PRP с остат-
ком рибита на невосстанавливающем конце [128]
и средней степенью полимеризации 4, 6 и 12. Для
изучения иммуногенности использовали их конъ-
югаты с CRM197 с низким содержанием гаптена.
Клинические испытания, проводившиеся с уча-
стием детей в возрасте 1 года, показали, что все
эти препараты формировали иммунную память к
PRP, но не позволили выявить зависимость им-
муногенности от длины олигосахаридных лиган-
дов. Для исследования влияния на иммуноген-
ность других структурных факторов были получе-
ны аналогичные конъюгаты с олигосахаридами
PRP, имеющие на невосстанавливающем конце
остаток фосфата или рибозы, со средней степе-
нью полимеризации 7 и более высоким содержа-
нием олигосахаридных гаптенов. Иммуногенность
этих соединений была в 20 раз выше, чем для
конъюгатов с низким содержанием гаптена, но не
зависела от структуры остатка на невосстанавли-
вающем конце.

Преимущество более длинных лигандов под-
твердили данные, которые были получены с ис-
пользованием конъюгатов синтетических оли-
госахаридных лигандов с одинаковой невысокой
степенью конъюгации. Иммунизация лаборатор-
ных животных полученными с использованием
0.1%-ного глутарового альдегида конъюгатами бел-
ка-носителя ТТ с синтетическими димером (36) и
тримером (37) (схема 7), в которых мольное соот-
ношение PRP : TT составляло 2 : 1, показала, что
иммунный ответ на вакцинацию конъюгатом
тримера (37) был до 200 раз выше, чем для конъ-
югата димера (36) [131].

Одна из самых последних опубликованных ра-
бот, посвященных созданию вакцины третьего
поколения против Hib [125], суммирует результа-
ты исследований конъюгатов (85–88) на основе
белка-носителя CRM197, содержащих в качестве
углеводных лигандов тетра- (49), гекса- (50), ок-
та- (51) и декамер (52) повторяющегося звена
PRP. При иммунизации лабораторных животных
конъюгатами (85) и (87) наблюдали существенно
более высокий уровень антител к PRP, чем в слу-
чае конъюгатов (86) и (88). На основании этих
данных авторы предположили, что минималь-
ным фрагментом PRP, включающим В-эпитоп
анти-PRP-антител, является тетрамер, что можно
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принимать только как качественный результат,
т.к. исследованные конъюгаты имели разную сте-
пень конъюгации лигандов, и их иммуногенность
может из-за этого сопоставляться лишь условно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Рассмотренные выше работы убедительно сви-
детельствуют о том, что вакцины против Hib яв-
ляются важным компонентом иммунопрофилак-
тики населения. Несмотря на присутствие на
рынке целого ряда достаточно эффективных вак-
цин на основе полисахарида PRP, которые ис-
пользуются и индивидуально, но обычно в соста-
ве комбинированных вакцин, актуальной задачей
является разработка вакцин третьего поколения,
основанных на синтетических олигосахаридных
лигандах, структурно родственных фрагментам
полисахарида PRP. Такие работы активно ведутся
в специализированных лабораториях в разных
странах мира, в том числе и авторами настоящего
обзора. Применение синтетических олигосаха-
ридных лигандов для получения вакцины против
Hib позволяет исключить присутствие в конеч-
ных продуктах примесей биогенного происхож-
дения, образующихся при биотехнологическом
получении полисахарида PRP. Кроме того, ис-
пользование синтетических олигосахаридных ли-
гандов позволяет более точно и воспроизводимо
получать конъюгированные препараты с заранее
заданными структурными характеристиками, от-
вечающими современным высоким стандартам
качества фармацевтического производства GMP.

Единственная на сегодняшний день коммер-
ческая вакцина Quimi-Hib® против Hib, которую
условно можно отнести к третьему поколению
вакцин, содержит не один тип олигосахаридного
лиганда, а набор гомологов с различным числом
повторяющихся звеньев. Из-за этого вакцина
Quimi-Hib® не обладает важным преимуществом
данного класса продуктов – точно определенной
структурой вакцинного лиганда. Тем не менее
пионерские исследования, проведенные при со-
здании вакцины Quimi-Hib®, и другие работы,
рассмотренные выше, показали, что длина опти-

мального олигомера лежит в области небольших
степеней полимеризации. Использование корот-
ких олигомеров PRP (например, тетрамерного, а
может быть, и меньших лигандов) для изготовле-
ния конъюгированных вакцин против Hib позво-
лит существенно снизить затраты на их промыш-
ленное производство.

Таким образом, имеющиеся на сегодняшний
день эффективные синтетические подходы к по-
лучению конъюгатов синтетических олигосаха-
ридов, соответствующих фрагментам полисаха-
рида PRP, и результаты оптимизации структуры
углеводного вакцинного лиганда создали фунда-
мент для разработки конъюгированных Hib-вакцин
третьего поколения с заранее заданными структур-
ными характеристиками, в которых практически
не присутствуют примеси биогенного происхож-
дения. Кроме того, синтетическая природа анти-
генного лиганда в составе таких конъюгированных
препаратов позволяет оптимизировать строение
лиганда, внося в него структурные изменения, на-
правленные на улучшение физико-химических ха-
рактеристик и иммунологических свойств. Пер-
вый шаг в этом направлении был сделан P. Seeber-
ger et al., которые предложили введение метильной
группы при О2 остатков рибозы для повышения
устойчивости структуры вакцинного лиганда, как,
например, в конъюгате (89) (рис. 3) [132].

Еще одним преимуществом синтетического
подхода при создании вакцины против Hib явля-
ется возможность варьирования структуры оли-
госахаридного лиганда, что присуще химическим
схемам, но не микробиологическим процессам,
жестко ограниченным штаммом-продуцентом
КПС. Это означает, что только в химической схе-
ме получения вакцины можно с минимальными
затратами заменить часть ключевых синтетиче-
ских блоков с целью оптимизации структуры вак-
цинного лиганда. Такая необходимость может
возникать в связи с изменением эпидемиологи-
чески значимых штаммов гемофильной палочки.
Это явление уже сейчас наблюдается в ряде стран,
в которых широко применяются Hib-вакцины.
Например, в последние 30 лет патоген H. influen-
zae типа a (Hia) все чаще является причиной ин-
вазивных инфекций в Канаде, США, Австралии и

Рис. 3. Строение конъюгата CRM197 и тетрамерного лиганда с 2-O-метилированными рибозными звеньями [132].
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Бразилии [133, 134]. В этой связи возник интерес
к разработке Hia-вакцины на базе соответствую-
щего КПС [134, 135], для чего потребуется создать
ресурсоемкую микробиологическую технологию
для наработки патогена. Благодаря тому, что КПС
патогена H. influenzae типа a имеет структуру
→4)-β-D-Glcp-(1→1)-D-рибит-5-OPO2HO→, ко-
торая отличается от структуры только наличием
остатка β-D-глюкозы на месте рибозы (рис. 4) [136],
можно разработать универсальный подход к син-
тезу Hib- и Hia-олигосахаридов, что позволит по-
лучать конъюгированные вакцинные препараты
против двух штаммов гемофильной палочки в
рамках одного технологического процесса.

Вакцина против Hib была первой коммерче-
ской конъюгированной углеводной вакциной и
может стать первой конъюгированной вакциной,
включающей синтетический олигосахаридный
лиганд строго определенной структуры, эффек-
тивное применение которой даст импульс к раз-
витию перспективной области вакцин третьего
поколения. На сегодняшний день опубликовано
множество работ, направленных на синтез анти-
генных олигосахаридов и создание на их основе
вакцин для профилактики опасных инфекцион-
ных заболеваний человека, вызываемых бактери-
ями Streptococcus pneumoniae [1–5, 8, 14, 137–141],
Enterococcus faecalis [142, 143], Shigella flexneri се-
ротипа 2a [144], Neisseria meningitidis серотипа X
[145], Klebsiella pneumoniae [146–148], Clostridium
difficile [149], Staphylococcus aureus [150–153], а так-
же грибами Aspergillus fumigatus (на основе оли-
госахаридных лигандов, родственных α-глюка-
ну [154–157], галактоманнану [158–162] и
α-(1→4)-галактозаминогалактану [163–165]), Can-
dida albicans [166–170] и др. патогенами [171–173].

В Российской Федерации гемофильная вакци-
на внесена в национальный календарь прививок
пока только для детей из групп риска, и эти по-
требности удовлетворяются в основном за счет
импортируемых препаратов (табл. 1). Возможно,
это связано с тем, что по сравнению со многими
другими странами, уровень инвазивных Hib-ин-
фекций в России невысок (см. выше). Однако
экономические исследования показывают, что
расширение охвата программ иммунизации про-
тив гемофильной инфекции до тотальной вакци-
нации новорожденных экономически выгодно

даже в случае импорта вакцины, хотя и менее вы-
годно, чем при применении национальной вак-
цины, т.к. потребность в ней достигает сегодня
уже очень больших величин. Проведенная с при-
менением имитационной ретроспективной моде-
ли оценка социально-экономического ущерба от
пяти вакциноуправляемых инфекций (коклюш,
дифтерия, столбняк, полиомиелит и заболева-
ния, вызванные инвазивными формами Hib-ин-
фекции) на территории России и затрат на вакци-
ны при варьировании доли вакцинного препарата
АКДС–IPV–Hib, включающего бесклеточный
коклюшный компонент, в общем объеме вакци-
нации АКДС–полиомиелит 28–100%, показала
15-кратное снижение таких ключевых экономи-
ческих показателей эффективности вакцинных
программ, как суммарный ущерб от потерянных
лет жизни и суммарный монетарный эквивалент
ущерба [174]. Это исследование подтверждает не-
обходимость введения вакцины против Hib, на-
пример, в качестве компонента поливакцин на
базе АКДС, в график обязательной вакцинации
для всей популяции, а не только для групп риска.

Экономическую эффективность программ вак-
цинации современными вакцинами против Hib
можно существенно повысить путем замещения
импортируемого сегодня Hib-компонента в ис-
пользуемых в России комбинированных вакцинах
на отечественный препарат, производимый по тех-
нологии полного цикла. Объединенные усилия на-
учно-исследовательских организаций, располагаю-
щих требуемым арсеналом методов и технологий,
применяемых в современной химии углеводов, и
биотехнологических российских предприятий с не-
обходимым производственным потенциалом, без
сомнений, могут привести к появлению отече-
ственной вакцины третьего поколения против Hib.
Освоение ее производства позволит создать техно-
логическую базу и для разработки других углевод-
ных конъюгированных вакцин, требуемых сегодня
для решения задач национальной безопасности и
иммунопрофилактики.
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Рис. 4. Структура КПС H. influenzae типа b (слева) и H. influenzae типа a (справа).
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Синтетические олигосахариды представляют интерес как модельные соединения для исследования
биологической активности природных структур, а также как компоненты новых лекарственных
препаратов, гликоконъюгатных вакцин, углеводных диагностикумов и других продуктов. Ключе-
вым этапом синтеза олигосахаридов является реакция гликозилирования, приводящая к построе-
нию связи между углеводными остатками. Настоящий обзор посвящен актуальной проблеме совре-
менной гликохимии – методам стереоконтроля в реакции гликозилирования. В качестве стерео-
контролирующих факторов рассмотрены защитные группы в структуре гликозил-доноров,
способные влиять на механизм превращения тремя основными путями: 1) за счет соучастия или ан-
химерного содействия, 2) дезактивации аномерного центра, 3) предварительной пространственной
координации гликозил-донора и гликозил-акцептора. Показан классический механизм соучастия
защитной группы при О2 в синтезе 1,2-транс-гликозидов и его современные модификации, вклю-
чающие активирующие простые эфирные и хиральные защитные группы, а также ахиральные би-
циклические гликозил-доноры. Подробно рассмотрены механизмы соучастия удаленных замести-
телей, расположенных при О3, О4 и О6 гликозил-донора. Помимо этого, представлены подходы к
стереоконтролю с использованием дезактивирующей защиты: конформационно ограничивающих
и электроноакцепторных групп. Наконец, рассмотрены синтетические подходы, основанные на
предварительной координации гликозил-донора и гликозил-акцептора, включающие методы внут-
римолекулярного гликозилирования. Представлены как классические, так и новейшие защитные
группы, применяемые для контроля стерического исхода гликозилирования, подробно рассмотре-
ны механизмы, лежащие в основе представленных подходов, а также приведены примеры примене-
ния описанных стратегий в синтезе сложных олигосахаридных производных.
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ВВЕДЕНИЕ

Производные углеводов, которые из-за нали-
чия в них гликозидной связи часто называют гли-
косоединениями, образуют один из четырех важ-
нейших классов природных веществ (наряду с
нуклеиновыми кислотами, белками и липидами),
критически важных для протекания процессов
жизнедеятельности практически у всех живых ор-
ганизмов [1]. Все известные клеточные формы
жизни содержат в своих структурах олиго- и поли-
сахариды, а также их конъюгаты с биополимерами
и различными неуглеводными органическими со-
единениями [2]. Углеводные цепи входят в состав
секретируемых и мембранных гликопротеинов и
протеогликанов, а также таких важных компо-
нентов клеточных мембран и межклеточного мат-

рикса, как гликолипиды [3]. Хотя взаимосвязь
структуры и функций углеводов изучается доста-
точно интенсивно и успешно на протяжении по-
следних десятилетий, высокая разнородность и
сложность строения в сочетании с минимальной
эволюционной и межвидовой консервативностью
значительно усложняют исследования в этой об-
ласти [4]. Из-за сложности выделения природных
гликосоединений в значимых количествах, необ-
ходимых для проведения испытаний, химический
синтез их аналогов является перспективной аль-
тернативой для получения молекулярных проб,
применимых к изучению строения и биологиче-
ской активности природных гликосоединений.

Центральной проблемой углеводного синтеза
является стереонаправленное построение глико-
зидной связи между аномерным центром глико-
зил-донора и гликозил-акцептором, причем по-
следний может быть представлен как углеводным
соединением, так и неуглеводным, например,
аминокислотой, полифенолом или другим функ-

Сокращения: ТИП – тесная ионная пара, СРИП – соль-
ватно-разделенная ионная пара.
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циональным производным. Продуктом данной ре-
акции часто может быть не одно вещество, а не-
сколько изомеров, отличающихся как местом при-
соединения гликозильного остатка к акцептору,
так и конфигурацией новообразованной глико-
зидной связи [5].

При биосинтезе эта проблема решается с по-
мощью специальных ферментов – гликозил-
трансфераз, однозначно определяющих место
присоединения и конфигурацию образующейся
гликозидной связи. Таким образом, в природе
данная реакция обычно проходит регио- и стерео-
специфично. В случае же синтетических соедине-
ний решение проблем селективности является од-
ной из базовых задач. И если региоспецифичность
достигается оптимальной расстановкой защитных
групп на нежелательных в реакции гидроксиль-
ных, амино- или иных реакционных фрагментах,
то решение проблемы стереоспецифичности, или
хотя бы стереоселективности, является гораздо
более нетривиальной задачей. Для понимания
возможных путей решения проблемы стереокон-

троля рассмотрим обобщенный механизм реак-
ции гликозилирования.

Ее начальным этапом является активация гли-
козил-донора (I) за счет взаимодействия с кисло-
той Льюиса (A) или иными агентами (схема 1).
В результате после отщепления легко уходящей
группы LG образуется карбокатион (II), кото-
рый затем стабилизируется за счет формирова-
ния дополнительной связи между аномерным
углеродом и эндоциклическим кислородом, что
приводит к образованию более устойчивого ка-
тиона оксокарбения (III). Обычно в реакциях
гликозилирования применяются активаторы с
ненуклеофильным противоионом (трифлат, пер-
хлорат и др.), который не конкурирует с относи-
тельно слабонуклеофильным гидроксилом глико-
зил-акцептора. Образующийся в результате акти-
вации гликозил-донора катион оксокарбения (III)
доступен для нуклеофильной атаки по механизму
SN1 с двух сторон относительно плоскости пира-
нозного цикла с образованием двух возможных
продуктов: α- и β-гликозидов [6].

Схема 1. Общая схема протекания реакции гликозилирования. LG – уходящая группа, А — активатор,
(I) – гликозил-донор, (II) – гликозил-катион, (III) – оксокарбениевый катион.

Реакция гликозилирования является сложным
процессом, на протекание которого влияет мно-
жество факторов. Известно, что на стерический
исход способны оказывать влияние растворитель,
температура [7], концентрация реагентов [8], ме-
тод активации [9], а также химические, стериче-
ские и электронные свойства донора и акцептора.
В настоящее время наиболее широко использу-
ются методы стереоконтроля, основанные на мо-
дификации гликозил-донора, в первую очередь за
счет стратегического выбора защитных групп [10].

В рамках данного обзора мы ограничимся рас-
смотрением трех возможных путей, к которым
можно отнести большинство методов стереокон-
троля реакций гликозилирования посредством
защитных групп: 1) соучастие защитных групп
гликозил-донора (сопровождается блокирова-
нием нуклеофильной атаки с одной из сторон);
2) дезактивация аномерного центра (смещение
механизма протекания реакции в сторону SN2);
3) координация акцептора (пространственная пред-
организация гликозил-акцептора с определенной
стороны).

СОУЧАСТИЕ ЗАЩИТНЫХ ГРУПП 
ГЛИКОЗИЛ-ДОНОРА

Под соучастием защитных групп в реакции
гликозилирования понимается внутримолекуляр-
ная стабилизация оксокарбениевого катиона (III)
нуклеофильным фрагментом защитной группы.
В результате указанного анхимерного содействия
образуется бициклическая система, в которой од-
на из сторон пиранозного цикла становится недо-
ступной для атаки гликозил-акцептора.

В зависимости от расположения соучаствую-
щие группы подразделяют на “соседние” (neighbor-
ing participating groups – NPG), когда заместитель
находится при О2, и “удаленные” (remote partici-
pating groups – RPG), когда заместитель находит-
ся при О3, O4 или О6. Кроме того, выделяют кон-
троль реакции гликозилирования с помощью со-
участвующих хиральных защитных групп. Далее
каждый из видов соучастия будет рассмотрен бо-
лее подробно.

Построение 1,2-транс-гликозидов с использо-
ванием соучаствующей защиты при О2. Историче-
ски первым и наиболее подробно изученным ме-
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ханизмом стереоконтроля реакции гликозили-
рования является соучастие ацильной защиты
при О2. Так, еще в 1939 г. было отмечено, что вза-
имодействие полностью ацетилированного глико-
зилгалогенида с ацетатом серебра приводит к обра-
зованию исключительно 1,2-транс-гликозилацета-
та [11]. В качестве объяснения этого феномена в
1940 г. H.S. Isbell предложил механизм соуча-
стия [12].

Отличительной особенностью данного меха-
низма гликозилирования является нуклеофиль-

ная атака оксокарбениевого катиона (IV) карбо-
нильным атомом кислорода ацильной защиты
при О2 с образованием диоксолениевого (ацилок-
сониевого) иона (V) (схема 2). Последний намно-
го более устойчив за счет наличия стабильного
пятичленного цикла, и, в результате, равновесие
практически полностью смещается в его сторону.
Таким образом, для атаки нуклеофила более до-
ступной становится транс-сторона, и, соответ-
ственно, предпочтительно образуется 1,2-транс-
гликозид [6].

Схема 2. Образование 1,2-транс-гликозида и ортоэфира при соучастии 2-О-ацильной группы. LG – уходящая 
группа, А — активатор, (IV) – оксокарбениевый катион, (V) – диоксолениевый (ацилоксониевый) ион.

Благодаря относительной стабильности, диок-
солениевый катион был зарегистрирован различ-
ными методами, такими как РСА [13], ЯМР [14],
низкотемпературная ИК-спектроскопия [15]. Кро-
ме того, стабилизация гликозил-катиона заме-
стителем при О2 была подтверждена результата-
ми теоретических расчетов [6].

В связи с относительной простотой и одно-
значностью, данный метод стереоконтроля на се-
годняшний день является доминирующим подхо-
дом к получению 1,2-транс-гликозидов. Однако,
несмотря на широкое применение, использова-
ние ацильных защит при О2 имеет ряд известных
недостатков [16]. Во-первых, нуклеофильная ата-
ка ацилоксониевого катиона (V) акцептором мо-
жет привести к образованию ортоэфира (схема 2).
Ортоэфиры неустойчивы в кислой среде и, как
правило, могут быть перегруппированы в целевой
гликозид. Однако перегруппировка требует допол-
нительных синтетических действий, а иногда ока-
зывается и вовсе невозможной [17]. Во-вторых,
ацильные группы обладают электронно-акцеп-
торными свойствами и, соответственно, снижа-
ют реакционную способность аномерного центра
в гликозил-доноре (эффект дезактивации подроб-
нее рассмотрен ниже в разделе “Регулирование
реакционной способности гликозил-доноров”),
что, особенно в сочетании с малоактивным ак-
цептором, может привести к ингибированию гли-

козилирования, вплоть до невозможности осу-
ществления реакции между данными субстратами.
Наконец, большинство ацильных защит удаляется
в относительно жестких основных условиях, что в
ряде случаев препятствует реализации стратегии
ортогональных манипуляций с защитными груп-
пами [16].

Для предотвращения образования ортоэфиров
был разработан ряд ацильных защитных групп
более сложного строения. Так, в 2005 г. H.E. Ens-
ley et al. была предложена 4-ацетокси-2,2-диме-
тилбутаноильная (ADMB) защита. Считается, что
данная группа препятствует образованию орто-
эфира за счет стерических эффектов, возникаю-
щих вследствие дополнительной циклизации [17].
Аналогичным эффектом обладает и предложен-
ная в 2019 г. 2,2-диметил-2-(о-нитрофенил)-аце-
тильная группа (DMNPA) [18].

Полностью избежать нежелательных эффек-
тов ацильной защиты при О2 позволяют разрабо-
танные в последнее время соучаствующие про-
стые эфирные группы. Впервые такой подход был
изучен группой А.В. Демченко в 2005 г. с исполь-
зованием пиколильной (Pic) защиты. В данном
случае внутримолекулярная нуклеофильная атака
оксокарбениевого катиона (VI) осуществляется
атомом азота пиколильной группы с образова-
нием стабилизированного шестичленного цикли-
ческого интермедиата (VII) (схема 3) [19].
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Схема 3. Образование 1,2-транс-гликозида при соучастии пиколильной группы при О2. LG – уходящая группа, 
(VI) – оксокарбениевый катион, (VII) – стабилизированный циклический интермедиат.

Впоследствии был разработан ряд альтернатив-
ных простых эфирных защитных групп, способных
к соучастию с образованием 1,2-транс-гликозидов:
о-нитробензильная (NBn) [20] и о-цианобензиль-
ная (CBn) [21], а также алкоксиметильные произ-
водные – метоксиметил (МОМ), бензилоксиметил
(BOM) и 2-нафтилметоксиметил (NAPOM) [22].
Все они не образуют ортоэфиров в качестве про-
дуктов реакции гликозилирования и могут быть
селективно удалены, когда это необходимо. Следу-
ет отметить, что рассмотренные в этом разделе
защиты, альтернативные ацильным, не нашли
заметного практического применения, и на се-
годняшний день для построения 1,2-транс-гли-
козидов продолжают преимущественно исполь-
зовать 2-О-ацилированные гликозил-доноры.

Стереоконтроль реакций гликозилирования с ис-
пользованием хиральных защитных групп при О2 в
гликозил-донорах. В то время как классический
эффект соучастия 2-О-ацильных групп в глико-
зил-доноре в большинстве случаев решает про-
блему синтеза 1,2-транс-гликозидов, построение
1,2-цис-гликозидной связи является более слож-

ной задачей. Исторически для этих целей исполь-
зовались несоучаствующие группы при О2. Одна-
ко это приводило лишь к потере 1,2-транс-селек-
тивности, а не к 1,2-цис-стереонаправляющему
эффекту. Достижение последнего осуществлялось
посредством манипуляций с условиями реакции и
попытками изменить электронные и стерические
свойства гликозил-донора и гликозил-акцептора
(см. следующий раздел), что, во-первых, являлось
достаточно трудоемким процессом, зачастую зна-
чительно удлиняющим синтетическую схему, а во-
вторых, требовало практически индивидуальной
оптимизации условий в каждом отдельном случае.

Подход к использованию соучаствующей за-
щиты при О2 для селективного получения 1,2-цис-
гликозидов был впервые предложен в 2005 г.
группой G.-J. Boons [23]. Предполагалось, что хи-
ральная группа, несущая нуклеофильный фраг-
мент и объемный фенильный заместитель, в за-
висимости от конфигурации хирального центра,
способна стабилизировать катион оксокарбения
с селективным образованием транс- или цис-де-
калиновой системы (схема 4).

Схема 4. Стереоконтроль реакции гликозилирования с использованием хиральных защитных групп.
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Первой разработкой в этой области стала за-
щитная группа, полученная из этилового эфира
миндальной кислоты, в которой в качестве нук-
леофильного фрагмента выступал карбонильный
атом кислорода. S-Изомер глюкозилтрихлорацет-
имидатного донора (1) проявлял высокую актив-
ность и 1,2-цис-селективность в реакциях глико-
зилирования с серией акцепторов (выход до 95%,
соотношение цис : транс до 20 : 1) (рис. 1). В то же
время R-изомер донора (1) оказался намного ме-
нее эффективным: максимально достигнутое со-
отношение цис- и транс-продуктов составило
только 1 : 8 [23]. Такая разница в стереонаправля-
ющем эффекте была объяснена меньшей устой-
чивостью цис-декалиновой системы в силу деста-
билизирующих стерических эффектов [8].

Результаты вышеописанной работы послужи-
ли основой для разработки хиральных защитных
групп второго поколения. При этом наиболее
эффективной оказалась 1-S-фенил-2-фенилтио-
этильная группа, в которой в качестве нуклео-
фила выступает более активный атом серы (см.
пример гликозил-донора (2) на рис. 1). Как и
предполагалось авторами, усиление нуклео-
фильных свойств заместителя привело к дости-
жению стереоспецифичности 1,2-цис-гликози-
лирования глюкозильными и галактозильными
донорами. Кроме того, образование транс-дека-

линового сульфониевого интермедиата было
подтверждено низкотемпературным экспери-
ментом ЯМР in situ [24].

Основываясь на методах стереоконтроля при
помощи хиральных групп, были предприняты
попытки создания ахиральной защиты, также спо-
собной образовывать транс-декалиновый интер-
медиат. Таким образом предполагалось упростить
синтез, т.к. не было бы необходимости получать
оптически чистые хиральные доноры. Однако
предложенная (2-тиофенил)-метильная группа
проявила относительно низкую селективность:
наилучшее соотношение 1,2-цис- и транс-глико-
зидов составило только 9 : 1 [25].

Более эффективным подходом является ис-
пользование гликозил-доноров, в которых часть
уходящей группы в аномерном положении одно-
временно является частью защиты при О2. Благо-
даря этому при активации донора сразу же обра-
зуется декалиновая стабилизированная система,
и таким образом нет необходимости ее дополни-
тельно генерировать in situ (схема 5). В 2010 г. был
впервые разработан синтез оксотианового доно-
ра, при помощи которого осуществили стерео-
специфичное глюкозилирование ряда гликозил-
акцепторов с выходами до 62% [26].

Схема 5. Гликозилирование оксотиановым донором.

Опираясь на вышеописанную работу, в 2012 г.
были предложены бициклические доноры, со-
держащие сульфоксидный фрагмент при аномер-
ном центре [27]. В реакциях гликозилирования в
присутствии триметоксибензола подобного рода
доноры обладают высокой 1,2-цис-селективно-
стью при условии наличия дезактивирующих за-
местителей. При этом в процессе гликозилирова-
ния образуется арилированная триметоксифени-
лом хиральная группа при О2 донора, которая
селективно удаляется воздействием трифторук-

сусной кислоты. Эффективность гликозил-доно-
ров такого типа была продемонстрирована при
селективном построении α-глюкозидных связей
в процессе сборки тетрасахарида (7) – фрагмента
полисахарида, выделенного из грибов вида Pseud-
allescheria boydii (схема 6) [27]. Так, с использова-
нием тиогликозида (3) сначала был получен би-
циклический продукт (4), который переводили в
сульфоксид (5), после чего последний вводили в
реакцию гликозилирования с акцептором (6). В
результате был получен α-связанный тетрасаха-
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рид (7) с выходом 70%. Схожую стратегию исполь-
зовали в синтезе гексасахаридного фрагмента гли-

козилфосфатидилинозитного якоря Trypanosoma
brucei [28].

Схема 6. Олигосахаридный синтез с применением декалиновых доноров для построения
1,2-цис-гликозидной связи. (i) – 1) TMS2O, TMSOTf, 0°C, 30 мин; 2) Et3SiH, 3 ч; 3) PhCH(OMe)2, CSA, пониж. 
давл., DMF, 50°C, 18 ч; 4) Ac2O, Py; 5) Et3SiH, PhBCl2, –78°С; 6) Ac2O, Py; (ii)  метахлорнадбензойная кислота, 

CH2Cl2, –78°C; (iii) – 1) триметоксибензол, Tf2O, 2,6-дитретбутил-4-метилпиридин, –10°C; 2) (6). Здесь и далее 
в процентах указан выход реакций.

Стереоконтролирующее соучастие удаленных
защитных групп. Исходя из классического меха-
низма соучастия из соседнего положения, можно
предположить, что удаленные нуклеофильные
группы также способны взаимодействовать с ок-
сокарбениевым катионом. При реализации такого
механизма, как и в классическом случае соуча-
стия, вероятно, образуется бициклический интер-
медиат, атака которого нуклеофилом предпочти-
тельна лишь с одной стороны. Таким образом,
образующаяся гликозидная связь находится в

анти-положении относительно соучаствующей
группы. Исходя из этого можно ожидать, что при
отсутствии соучаствующей группы при О2 ациль-
ные защиты при О3 и О6 глюкозил-доноров, а
также при О3, О4 и О6 галактозил-доноров будут
обладать α-направляющим эффектом (схема 7).
Возможность осуществления такого процесса поз-
воляет использовать соучастие удаленных ациль-
ных групп при планировании стереонаправленно-
го построения 1,2-цис-гликозидных связей [29].

Схема 7. Стабилизация оксокарбениевого гликозил-катиона удаленными ацильными защитными группами.
LG – уходящая группа, А – активатор.
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Действительно, указанный подход показал от-
личные результаты при синтезе уже достаточно
большого числа ранее труднодоступных олигоса-
харидов с 1,2-цис-гликозидными связями. В част-
ности, 3,4-ди-О-ацилированные фукозил(6-дезок-
сигалактозил)-доноры были успешно использова-
ны для стереоспецифичного построения α-связей в

синтезе линейных [30–34] и разветвленных [35, 36]
избирательно сульфатированных олигофукозидов,
структурно родственных фукоиданам из бурых во-
дорослей. Так, например, гликозилирование три-
хлорацетимидатом (8) гликозил-акцептора (9) при-
водило к образованию исключительно α-связанно-
го тетрасахарида (10) (схема 8a).

Схема 8. Примеры использования соучастия удаленных
О-защитных ацильных групп в олигосахаридном синтезе. (i) – 1) Me2S2, MeOTf, MS 4 Å, CH2Cl2;

2) 40% aq. HF, Py; 3) BzCl, Py, 0°C; (ii) – 1) NIS, TfOH, CH2Cl2; 2) UV.
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Глюкозил-доноры, содержащие ацильные за-
местители при О3 и О6, показали эффективность
для селективного построения α-гликозидной
связи в синтезе трисахаридного [37] и двух пен-
тасахаридных фрагментов внешней области кора
липополисахарида бактерии Pseudomonas aerugino-
sa [38, 39], а также для получения пентасахарид-
ного фрагмента клеточной стенки Aspergillus fu-
migatus [40, 41] и (1→6)-α-связанных глюканов,
характерных для ряда патогенных микроорганиз-
мов [42]. Пример получения трисахаридного бло-
ка (13) из дисахарида (12) и 3,6-ди-О-ацетилиро-
ванного N-фенил-трифторацетимидата (11) по-
казан на схеме 8б.

Соучастие бензоильной группы при О3 в со-
четании со стерически ограничивающей 4,6-О-
ди-(трет-бутилсилиленовой) защитой 2-дезок-
си-2-азидогалактозного донора (14) привело к
успешному получению олиго-α-галактозаминов
(16–20) [43, 44] (схема 8в), в то время как соучаст-
вующая защита при О4 галактозил-донора (21)
способствовала эффективному образованию
α-связанного олигосахарида (23) [45] (схема 8г).
Соучастие 3-О-ацетильной группы в ксилозил-
доноре было успешно использовано в синтезе кси-
лоолигосахаридов [46], структурно родственных
олигосахаридным цепям рецептора Notch. Полу-
ченные олигосахариды были использованы при
изучении двух ксилозилтрансфераз [47, 48], участ-
вующих в биосинтезе данного гликопротеина.

Однако, несмотря на отличные результаты,
полученные в вышеупомянутых работах, удален-
ное соучастие не является столь же универсаль-
ным подходом, как соучастие соседней группы
при О2 [29]. Наряду с удачным применением уда-
ленного соучастия, существует значительное ко-
личество примеров, когда ожидаемый стереона-
правляющий эффект удаленных защитных групп
на практике оказывался не столь велик, сильно
зависел от конкретного донора и положения со-
участвующей группы, а иногда и вовсе отсутство-
вал. Так, при использовании соучаствующей ди-
этилкарбомоильной группы при О6 глюкозного до-
нора возможно достижение α-селективности [49],
однако стереонаправляющий эффект данной за-
щиты не сохраняется в случае галактозы. Оказы-
вается, что соучаствующая группа при О6 галак-
тозы имеет минимальный α-направляющий эф-
фект [50], а в некоторых случаях даже повышает
β-селективность по сравнению с несоучаствую-
щей защитой [45]. Это может быть связано с кон-
курирующими типами внутримолекулярных взаи-
модействий между защитными группами, включая
их пространственное расталкивание, влияющее
на предпочтительную конформацию пиранозно-
го кольца в гликозил-доноре [51].

Одним из методов решения проблемы недо-
статочного стереоконтролирующего влияния уда-
ленной соучаствующей защиты может быть уве-
личение числа соучаствующих защитных групп в
одном моносахаридном остатке. В частности,

было показано, что в случае гликозилирования
N-фенил-трифторацетимидатным глюкозным до-
нором сочетание ацетильной защиты при О3 и О6
приводит к наилучшему выходу и селективности
реакции по сравнению с моноацетилированными
донорами [37]. В то же время увеличение количе-
ства О-ацильных групп в соответствующих поло-
жениях далеко не всегда способствует повыше-
нию селективности. Авторы вышеупомянутой ра-
боты [37] провели систематическое исследование
моно- и диацетилированных доноров по О3 и О6
с серией акцепторов и установили, что в то время
как диацетилированный донор приводит к мак-
симальной α-селективности в реакции с первич-
ным гидроксилом акцептора, в случае гликозили-
рования вторичного гидроксила оптимальный
результат достигается при использовании со-
участвующей защиты только при О6 [52].

Как видно из приведенных примеров, эффект
соучастия удаленных групп иногда может оказать-
ся нереализуемым. Для успешного применения
синтетической стратегии, основанной на удален-
ном соучастии, зачастую необходима комбина-
ция стереоконтролирующих удаленных защит-
ных групп с другими инструментами, способны-
ми оказывать влияние на стереохимический
исход реакции, такими как растворитель или тем-
пература. Именно их грамотное сочетание спо-
собно дать необходимый результат.

Ввиду столь нерегулярных, а иногда и проти-
воречивых свидетельств стереоконтроля с помо-
щью удаленных соучаствующих групп, сама его
возможность долгое время оставалась дискуссион-
ным вопросом, а отсутствие надежно зафиксиро-
ванного интермедиата – ацилоксониевого иона, а
также конкурирующего продукта реакции – орто-
эфира, ставших надежными доказательствами со-
участия из соседнего положения, вызывало лишь
дополнительные сомнения. Однако в последние де-
сятилетия был осуществлен ряд серьезных исследо-
ваний, направленных на подробное изучение и до-
казательство существования механизма стереокон-
тролирующего соучастия удаленных О-ацильных
групп в реакциях гликозилирования.

Систематическое исследование механизма со-
участия удаленных О-ацильных заместителей
было выполнено D. Crich et al. в 2008 г. В рамках
данной работы был осуществлен эксперимент,
направленный на получение стабильных бицик-
лических продуктов взаимодействия удаленной
трет-бутоксикарбонильной (Boc) защиты с
аномерным центром (схема 9a). Таким образом
предполагалось доказать способность удален-
ных карбонильных групп к соучастию. Как и
ожидалось, бициклические продукты были по-
лучены для 2-О-Вос-защищенных доноров. Из
удаленных положений были исследованы глико-
зил-доноры, содержащие ацильные заместители
при О3 аллозы, О3 и О4 маннозы, О6 глюкозы и
О4 галактозы, однако бициклический продукт
(25) был получен лишь в первом случае [53]. Та-
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ким образом, была подтверждена способность к
соучастию аксиально расположенной защиты

при О3 для аллозы, однако остальные положения
оставались под вопросом.

Схема 9. Бициклические продукты анхимерного содействия защитной группы при О3.

В 2009 г. исследование влияния ацильных за-
местителей на стерический результат гликозили-
рования было осуществлено группой K.S. Kim с
использованием в качестве соучаствующей нук-
леофильной группы трихлорацетимидатоила при
О3, О4 и О6 маннозного донора. Стабильный би-
циклический продукт (27) был получен в случае
защиты при О3 (схема 9б). Этот результат совпа-
дает с экспериментально наблюдаемым α-направ-
ляющим влиянием O-ацильной защиты при О3
маннозы в реакции гликозилирования [54].

Наконец, в 2020 г. были опубликованы дан-
ные, подтверждающие способность к соучастию
ацетильной группы при О4 галактозы. Экспери-
мент заключался в генерации гликозил-катионов
физическими методами фрагментации и получе-
нии их низкотемпературных ИК-спектров. По-
лученные спектры подтверждают образование
диоксолениевого катиона посредством взаимо-
действия карбонильного кислорода ацетильной
группы при О4 с аномерным центром [55].

Возможность осуществления удаленного со-
участия также подтверждается теоретическими
работами, основанными как на полуэмпириче-
ских методах, так и на расчетах ab initio. Наиболее
изученными в этом плане являются фукозильные
доноры – бромиды и трихлорацетимидаты. В рам-
ках серии работ были изучены моно- и диацили-
рованные (бензоилированные, ацетилированные
и хлорацетилированные) фукопиранозиды и да-
же несколько фукофуранозидов. Полученные в
результате расчетов несколькими различными ме-
тодами значения энергии стабилизации образую-
щихся диоксолениевых ионов прекрасно коррели-
руют как между собой, так и с экспериментально
полученными в реакциях гликозилирования соот-
ношениями α- и β-изомерных продуктов [56, 57].

Еще одним примером комплексного исследо-
вания, сочетающего экспериментальные и теоре-

тические методы, является вышедшая совсем
недавно совместная работа групп J.D.C. Codée и
T.J. Boltje [58]. В ней использованы ИК-ионная
спектроскопия (IRIS), расчеты методом DFT и
серия модельных реакций гликозилирования. На
примере широкой серии 3-О-, 4-О- и 6-О-моно-
ацетилированных производных глюкозы, галак-
тозы и маннозы авторам удалось показать сте-
пень влияния удаленного соучастия для различ-
ных доноров. Например, показано, что удаленное
соучастие может быть использовано в случае
3-О-ацилированных маннозил-доноров и в не-
сколько меньшей степени в случае 4-О-ацилиро-
ванных галактозил-доноров. Показано также,
что соучастие 3-О-ацильных групп в глюкозных
и галактозных производных оказывает относи-
тельно слабое влияние на стереохимический ре-
зультат гликозилирования, в то время как значи-
мого влияния соучастия 6-О-ацильной группы
зафиксировано не было. Предложенный авторами
подход представляется перспективным как для бо-
лее подробного изучения удаленного соучастия,
так и для надежного предсказания стереохимиче-
ского результата реакции. Однако полученные
результаты находятся в противоречии с опубли-
кованными и рассмотренными выше экспери-
ментальными данными, например, о стереокон-
тролирующем эффекте 6-О-ацильных заместите-
лей [29, 52].

Таким образом, в то время как стереонаправ-
ляющее соучастие ацильной защиты при О2 явля-
ется подробно изученным синтетическим подхо-
дом с подтвержденным механизмом, соучастие
удаленных О-ацильных групп (при О3, О4 и О6)
пока только всесторонне исследуется. И хотя ра-
боты последних лет не оставляют сомнений в
принципиальной возможности реализации дан-
ного механизма, на практике, в отличие от клас-
сического соучастия групп при О2, удаленное со-
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участие не является универсальным подходом.
Тем не менее большое количество успешно про-
веденных синтезов показывает, что при должной
проработке и применении сопутствующих ин-
струментов стереоконтроля удаленное соучастие
является основным, а в некоторых случаях и
единственно возможным подходом при синтезе
1,2-цис-гликозидов, который есть в арсенале хи-
мии углеводов на сегодняшний день.

РЕГУЛИРОВАНИЕ РЕАКЦИОННОЙ 
СПОСОБНОСТИ ГЛИКОЗИЛ-ДОНОРОВ
Защитные группы способны оказывать значи-

тельное влияние на стерические и электронные
свойства гликозил-донора и гликозил-акцептора,
а также на интермедиаты и продукты реакции
гликозилирования. При этом некоторые классы
защитных групп затрудняют образование карбо-
катиона и, соответственно, снижают реакцион-
ную способность гликозил-донора. Впервые дез-
активирующее действие защитных групп было
установлено B. Fraser-Reid: экспериментально по-
казано, что сложноэфирные группы снижают ак-
тивность донора по сравнению с простыми эфира-
ми [59]. Этот принцип нашел широкое примене-
ние в различных подходах к контролю реакций
гликозилирования. С одной стороны, возможна
селективная активация ряда гликозил-доноров и
осуществление серии последовательных реакций
гликозилирования без выделения промежуточных
продуктов [60]. С другой стороны, затруднение дис-
социации уходящей группы может послужить мето-
дом стереоконтроля реакции, приближая механизм
замещения к бимолекулярному SN2 [61]. При этом,
в зависимости от целевого стереохимического ис-

хода реакции, решающим этапом в процессе гли-
козилирования может быть предактивация, кото-
рая проводится перед добавлением гликозил-ак-
цептора в реакционную смесь. Для построения
аксиально расположенной гликозидной связи,
как правило, нет необходимости в предактива-
ции, поскольку аномерный эффект и так способ-
ствует образованию продукта с аксиальным заме-
стителем в аномерном положении. Но в случаях,
когда формирование аксиального продукта неже-
лательно, предактивация позволяет изменить путь
протекания реакции и достигнуть альтернатив-
ного стерического результата [9]. Некоторые ра-
боты в этой области рассмотрены ниже.

Использование конформационно-ограничиваю-
щих защитных групп для изменения реакционной
способности гликозил-доноров. Впервые о воз-
можности влияния на стереохимический резуль-
тат реакции гликозилирования посредством кон-
формационно-ограничивающих защитных групп
стало известно в конце 90-х гг., когда метод глико-
зилирования с использованием сульфоксидных
доноров, предложенный D. Kahne в 1989 г. [61],
был применен группой D. Crich в работе с ман-
нозными донорами [61]. В ходе исследований было
обнаружено, что при изменении порядка добавле-
ния реагентов в реакции между соединением (28) и
акцептором (29) происходит обращение стерео-
селективности с преимущественным образовани-
ем β-маннозида (30) в случае, когда активация
донора трифторметансульфоновым ангидридом
предваряет добавление акцептора (схема 10).
Данное наблюдение быстро нашло применение
для получения β-маннозидов, синтез которых до
этого был затруднен.

Схема 10. Обращение стереохимического результата реакции маннозилирования
при изменении порядка добавления реагентов. DTBMP – 2,6-ди-трет-бутил-4-метилпиридин.

В результате дальнейших исследований дан-
ной реакции группой D. Crich было предложено
объяснение наблюдаемого эффекта. При предак-
тивации гликозил-донора образующийся оксо-

карбениевый катион атакуется трифлат-анионом
с образованием устойчивого α-гликозил-трифла-
та (схема 11). При этом в случае моноцикличе-
ской системы (на примере 4,6-ди-О-бензильного
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маннозида) данный ковалентно-связанный три-
флат находится в равновесии с тесной ионной па-
рой (ТИП), образующейся из него при разрыве
связи между аномерным углеродом и трифла-
том, и сольватно-разделенной ионной парой
(СРИП), образующейся, в свою очередь, из
ТИП. Добавляемый затем акцептор атакует в
первую очередь наиболее реакционноспособ-
ную сольватно-разделенную пару, при этом ата-
ка возможна с обеих сторон. В результате такой
реакции образуется в основном наиболее выгод-

ный продукт с α-гликозидной связью, что пол-
ностью согласуется с образованием α-трифлата
на первом этапе. В случае бициклической дека-
линовой системы (например, наличия 4,6-О-
бензилиденовой защиты в структуре донора)
равновесие между ковалентным трифлатом,
ТИП и СРИП сильно смещается в сторону пер-
вого. Таким образом, атака акцептором происхо-
дит только со свободной стороны по SN2-меха-
низму с образованием β-маннозида.

Схема 11. Предложенный механизм образования α- и β-маннозидов.

В том случае, когда перед активацией в реак-
ционной смеси присутствует акцептор, послед-
ний перехватывает образующийся на начальном
этапе активации оксокарбениевый катион до то-
го, как он будет атакован трифлат-анионом. Та-
ким образом, ковалентный трифлат не образуется,
и реакция протекает по SN1-механизму с образова-
нием более выгодного α-маннозидного продукта.

Наличие ковалентно-связанного трифлата как
ключевого интермедиата реакции в случае пред-
варительной активации донора было подтвержде-
но ЯМР-экспериментами in situ, в результате ко-
торых был описан ряд таких трифлатов, получен-
ных как из исходных сульфоксидов, так и из
соответствующих бромидов. Возможность суще-
ствования в качестве основного интермедиата
ТИП или СРИП была отвергнута по характерным
химическим сдвигам сигналов аномерных угле-
родов.

Таким образом, воздействие, оказываемое бен-
зилиденовой группой на стереохимический ре-

зультат реакции, заключается в смещении равно-
весия между интермедиатами – ковалентно свя-
занным трифлатом, ТИП и СРИП в сторону
первого, что, в свою очередь, оказывает влияние на
основной реализуемый в рамках реакции меха-
низм – SN2 либо SN1. Суть данного эффекта связана
с проявляемой бензилиденовой защитой торсион-
ной дезактивацией – увеличением активационного
барьера изменения конформации циклогексаново-
го кольца из классического “кресла” за счет пре-
пятствования “уплощению” цикла, необходи-
мого для образования оксокарбениевого иона.
Впервые данный эффект был показан группой
B. Fraser-Reid на примере гидролиза н-пентенил-
глюкозидов [63], а впоследствии подтвержден
H.H. Jensen при исследовании скорости диссоци-
ации уходящей группы ряда маннозил-доноров.
Было установлено, что 4,6-О-бензилиденовая за-
щита способствует меньшей склонности к диссо-
циации по сравнению с нециклическими форма-
ми [64].
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Недавние исследования привели к некоторому
усложнению трактовки рассмотренного механиз-
ма [65]. Во-первых, было обнаружено, что в тех
же условиях глюкозильный донор проявляет, на-
оборот, α-селективность, хотя продолжает на-
блюдаться образование α-трифлата; во-вторых,
исследования кинетического изотопного эффек-
та в реакции маннозилирования противоречат
осуществлению механизма SN2 в чистом виде.

Эти противоречия могут быть объяснены, если
учесть, что свойства гликозил-донора способны
смещать равновесие переходного состояния от
СРИП к ТИП и ковалентному трифлату. Так, в
настоящее время предполагается, что соединени-
ем, которое, собственно, подвергается атаке гли-
козил-акцептора, является ТИП, источником для
генерации которой служит α-трифлат. Таким об-
разом, трифлат-анион продолжает закрывать для
атаки α-сторону аномерного центра, но реакция
протекает по мономолекулярному механизму,
что лучше согласуется с данными по исследова-
ниям кинетического изотопного эффекта. В слу-
чае глюкозил-доноров предполагается, что гли-
козилирование акцептора осуществляется соль-
ватированной ионной парой, и α-селективность
объясняется аномерным эффектом [9]. Это раз-
личие аномерной селективности между глюко-
зильным и маннозильным донорами может быть
объяснено конфигурацией хирального центра
при C2. Так, изменение диэдрального угла (О2–
С2)–(С3–О3) делает глюкозный катион оксокар-
бения более устойчивым за счет выгодного распо-
ложения диполя С2–О2 относительно оксокар-
бениевого фрагмента по сравнению с возможным
маннозным катионом. Именно за счет этого и

происходит смещение равновесия промежуточ-
ного состояния дальше от α-трифлата [65].

Впервые стереонаправляющий эффект 4,6-О-
ацетальной защиты был обнаружен в реакции
β-маннозилирования α-сульфоксидным доно-
ром с бензилиденовой защитой при активации
трифторметансульфоновым ангидридом, однако
с тех пор круг субстратов, в которых возможны по-
добные эффекты, был расширен. Помимо введения
в данную реакцию глюкозидов и галактозидов, хо-
рошие результаты были получены и с использова-
нием иных циклических защит, образующих ше-
стичленный цикл с О4 и О6, например, фенилбо-
ронатной [66] и ди-трет-бутилсилиленовой [67].

Последующие исследования структурных фак-
торов, влияющих на реакционную способность
гликозил-доноров, показали, что помимо суль-
фоксидной уходящей группы возможно исполь-
зование тиогликозидов, причем активация может
осуществляться трифторметансульфокислотой в
присутствии N-иодсукцинимида [68]. Также бы-
ли успешно использованы трихлорацетимидат-
ные [69], пентенилгликозидные [70] и гликозил-
фосфатные [71] доноры в сочетании с подходящими
трифторметилсульфонатными активаторами. В то
же время классическое β-маннозилирование бен-
зилиден-защищенными сульфоксидными доно-
рами, предложенное D. Crich, в настоящее время
успешно применяется в олигосахаридном синте-
зе. Так, в 2016 г. была синтезирована серия оли-
госахаридов, родственных фрагментам β-манна-
нов клеточной стенки патогенного гриба Candida
albicans, с использованием как сульфоксидных,
так и тиогликозидных доноров [72]. Пример син-
теза пентасахаридного производного (34) пред-
ставлен на схеме 12.

Схема 12. Синтез β-маннозида (34) с использованием гликозил-донора (32),
содержащего 4,6-О-бензилиденовую защиту.

Влияние электроноакцепторных заместителей
на реакционную способность гликозил-доноров. В
процессе исследования дезактивирующего и сте-
реонаправляющего действия 4,6-О-бензилидено-
вой защиты в реакции маннозилирования группой
D. Crich также было изучено действие электроно-
акцепторных заместителей на результат реакции.
Авторы предполагали, что электроноакцептор-

ные группы, аналогично конформационно-огра-
ничивающим, будут способствовать повышению
энергетического барьера образования катиона
оксокарбения и, соответственно, образованию
β-маннозидов в условиях предактивации. Дей-
ствительно, исследование реакции гликозили-
рования с серией 6-фторзамещенных рамнозных
(6-дезоксиманнозных) доноров показало, что
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β-селективность увеличивалась вместе с количе-
ством атомов фтора [73].

В 2009 г. было проведено систематическое ис-
следование влияния удаленных электроноакцеп-
торных заместителей на стерический исход манно-
зилирования. В качестве контроля использовали
полностью О-бензилированный маннозилтри-
хлорацетимидат (35), а также его аналоги с систе-
матически замененными бензильными защитами
при О3, О4, и О6 на серию электроноакцептор-
ных сложноэфирных защит (табл. 1). Было уста-
новлено, что β-селективность возрастает с усиле-
нием электроноакцепторных свойств заместите-
ля – самый сильный β-направляющий эффект
проявила бензилсульфонильная (SO2Bn) группа
(доноры (36–38)). При этом порядок возраста-
ния селективности в ряду изменявшихся защит в
целом сохранялся независимо от положения
рассматриваемой группы в углеводном кольце.
Это позволяло исключить стерический фактор
как определяющий эффект стереохимического
исхода реакции. Кроме этого, в ходе проведен-
ного исследования были подтверждены образо-
вание ковалентных α-трифлатов и повышенная
устойчивость трифлата при наличии более элек-
троноакцепторной защиты. В связи с предполага-
емой значимостью генерации α-трифлата в β-ман-
нозилировании, авторы также осуществили серию
экспериментов с альтернативной активацией при
помощи AgClO4. При этом наблюдалось предпо-
чтительное образование α-продукта, что подтвер-
ждает значимость предактивации при использова-
нии доноров подобного типа [54].

Впоследствии авторы вышеописанного иссле-
дования расширили круг рассматриваемых гли-
козил-доноров и изучили влияние сложноэфирной
защиты на глюкозилирование и галактозилирова-
ние. При этом было обнаружено, что ацильные за-
местители могут иметь как α-, так и β-направля-
ющий эффект. α-Направляющими оказались
ацильные группы при О3 глюкозил-донора, а так-
же при О3 и О4 галактозил-донора. Это наблю-
дение в сочетании с тем, что неспособная к со-

участию SO2Bn-группа имела исключительно
β-направляющий эффект независимо от распо-
ложения, послужило подтверждением возможно-
сти удаленного соучастия О-ацильной защиты [74]
(см. выше подраздел “Стереоконтролирующее
соучастие удаленных защитных групп”).

К дезактивированным за счет электронного
эффекта маннозил-донорам также можно отне-
сти маннуронозил-доноры, в которых электроно-
акцепторной группой является карбоксильный
фрагмент при С5. β-Селективность маннуронил-
доноров была успешно использована группой
G. van der Marel в синтезе соответствующего три-
сахарида [75]. Опираясь на эту работу, в 2015 г. с
высоким выходом и селективностью (в среднем
75% на цикл) был осуществлен автоматизирован-
ный синтез β-(1→4)-связанного маннуроногек-
сасахарида [76], причем полученный продукт был
затем успешно восстановлен до соответствующе-
го β-(1→4)-связанного манногексозида, получе-
ние которого с использованием маннозил-доно-
ров представляется весьма сложной задачей.

ПРЕДВАРИТЕЛЬНАЯ КООРДИНАЦИЯ 
ГЛИКОЗИЛ-ДОНОРА И ГЛИКОЗИЛ-

АКЦЕПТОРА ДЛЯ УЛУЧШЕНИЯ
ИХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ

В то время как наиболее распространенные
подходы для стереоконтроля реакций гликозили-
рования можно упрощенно свести к блокирова-
нию подхода нуклеофила с определенной сторо-
ны гликозил-донора, существует противополож-
ная стратегия. В ней проводится предварительное
расположение гликозил-акцептора с требуемой
стороны аномерного центра гликозил-донора при
помощи ковалентного связывания посредством
подходящего временного мостика.

Разработка внутримолекулярного гликозили-
рования в производных, содержащих соединен-
ные гликозил-донор и гликозил-акцептор, может
быть представлена как попытка воспроизвести
химическими методами высокую эффективность

Таблица 1. Влияние О-бензилсульфонильной защитной группы на стереохимический результат маннозилиро-
вания гликозил-донорами (35–38)

Номер соединения
Варьируемые защитные группы

β : α
R' R'' R'''

(35) Bn Bn Bn 1 : 2.7
(36) SO2Bn Bn Bn 15.9 : 1
(37) Bn SO2Bn Bn 10.7 : 1
(38) Bn Bn SO2Bn 13.8 : 1

O
OBn

OC(NH)CCl3
R'O

R''O

R'''O
ROH, TMSOTf O

OBn

OR
R'O

R''O

R'''O

CH2Cl2, –78°C
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и специфичность природных процессов фермен-
тативного гликозилирования, обеспечиваемых за
счет взаимного расположения донора и акцепто-
ра в активном центре фермента [77]. При этом
методы внутримолекулярного гликозилирования
условно можно разделить на три категории в за-
висимости от расположения связывающего их
спейсера (схема 13а) [78]. Первая является моде-

лью “молекулярного зажима” (molecular clamp)
или взаимного расположения реагентов (VIII). Во
второй реализуется стратегия соединения глико-
зил-донорного и гликозил-акцепторного остатков
через уходящую группу (IX), а в третьей осуществ-
ляется внутримолекулярная доставка агликона (X)
при перегликозилировании атома кислорода, вре-
менно вовлеченного в межзвеньевой мостик.

Схема 13. Внутримолекулярное гликозилирование. (i) – (39), (40), DCC, DMAP, THF : диоксан 1 : 5; 
(ii) – Ac2O, Py; (iii) – AcOH, 90°C; (iv) – Ac2O, Py, 0°C; (v) – RhCl(PPh3)3;

(vi) – CaSO4, HgCl2, HgO, CH3CN, 60°C; (vii) – NaOMe (0.1 M).
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Впервые возможность предварительного кова-
лентного связывания гликозил-донора и глико-
зил-акцептора была предложена в 1986 г. T. Shi-
ba [79] на примере хитобиозного производного (43).
Так, из предшественников (39) и (40) был полу-
чен их конъюгат (41), в котором моносахаридные
звенья соединены сложноэфирной связью (схе-
ма 13б). Замена О-защит, в том числе удаление ал-
лильного агликона и формирование оксазолино-
вого производного (42), а затем активация по-
следнего, приводили к образованию целевого
продукта (43). При этом наблюдалось стереоспе-
цифичное образование исключительно β-глико-
зидной связи, присутствующей в продукте (43), а
также весьма высокая эффективность гликозили-
рования: при попытке проведения реакции меж-
ду соответствующими несоединенными моноса-
харидами образование продукта (43) не наблю-
далось. Впоследствии рассмотренный подход
был использован еще в некоторых случаях и стал
известен как метод “молекулярного зажима”.
При таком подходе межмоносахаридный мостик
располагается вдали от реакционного центра и
обеспечивает необходимую пространственную
сближенность свободной ОН-группы гликозил-ак-
цепторной части и аномерного центра гликозил-
донорной части. Таким образом, в зависимости от
структуры мостика и участвующих моносахарид-
ных частей, возможно селективное построение
как α-, так и β-гликозидов. При этом был предло-
жен ряд типов мостика, в первую очередь симмет-
ричные бифункциональные производные фтале-
вой кислоты, ксилолы и бисфенол А [78].

Метод внутримолекулярной доставки аглико-
на основывается на получении алкилиденового
или силилиденового мостика между гидроксиль-
ными группами донора и акцептора при помощи
спейсера. Таким образом достигается стереоспе-
цифичное образование гликозидной связи в син-
положении относительно спейсера. При этом наи-
более распространенные и успешные подходы за-
ключаются в получении 1,2-цис-гликозидов за счет
образования ацеталя при реакции между О2 доно-
ра и гидроксилом акцептора (схема 13в). Приме-
ры эффективных синтезов представлены в рабо-
тах [80–82].

Последним подходом к внутримолекулярной
доставке агликона является использование ари-
ловых эфиров для получения временного мости-

ка методом окисления в присутствии акцептора.
Впервые этот метод был предложен в 1994 г. как
очередной подход к получению β-маннозидов
(схема 13г). Поскольку вышеописанные методы
внутримолекулярной доставки агликона предпо-
лагают осуществление манипуляций с малоустой-
чивыми интермедиатами [83], а кроме того, усло-
вия получения алкилацеталей при помощи реа-
гента Теббе несовместимы с использованием
сложноэфирных защитных групп [84], авторы стре-
мились разработать более простой и универсальный
подход к получению необходимого ацеталя.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За время, прошедшее с первых попыток осу-

ществления стереоконтроля в реакциях гликози-
лирования с помощью защитных групп, достиг-
нут заметный прогресс. На основе соучастия за-
щитной группы при О2 разработан и практически
досконально изучен высокоэффективный меха-
низм построения 1,2-транс-гликозидной связи.
Стереонаправленное 1,2-цис-гликозилирование на
сегодняшний день также не является неразреши-
мой проблемой в подавляющем большинстве
случаев. Созданы подходы на основе содействия
удаленных О-защит, а также концепции “актива-
ции–дезактивации”, позволяющей не только ока-
зывать влияние на стереохимический результат
реакций, но и осуществлять несколько последо-
вательных реакций гликозилирования без проме-
жуточного выделения продуктов. Для случаев же,
когда данные подходы неприменимы или не рабо-
тают, предложены методы, основанные на предва-
рительной координации гликозил-донора и гли-
козил-акцептора. При этом в рамках каждого
подхода существует возможность выбора кон-
кретных защитных групп, различающихся по своим
характеристикам. Помимо перечисленных подхо-
дов существует ряд многообещающих разработок,
не получивших на настоящий момент широкого
применения. Так, в последние годы были разра-
ботаны методы стереоконтроля, основанные на
координировании донора и акцептора через водо-
родную связь, образуемую акцепторным гидрок-
силом и защитной группой донора (схема 14) [85],
а также на использовании объемных стериче-
ски ограничивающих групп при О6 для получе-
ния α-гликозидов [29, 86].

Схема 14. Координирование донора и акцептора через водородную связь с пиколильной группой.

Тем не менее разработанные на сегодняш-
ний день методы стереоконтроля гликозилиро-

вания пока не являются совершенными, а все
возрастающая сложность синтезируемых угле-
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водных структур, включая конъюгаты с олигос-
ахаридными векторными лигандами [87] и
конъюгированные углеводные вакцины [88–
92], а также появление технологий автоматизи-
рованного олигосахаридного синтеза [93, 94]
требуют использования стереоспецифичных ме-
тодов на каждой стадии гликозилирования. Это
наглядно демонстрирует необходимость разви-
тия обсуждаемой области гликохимии как по-
средством модернизации и универсализации уже
известных методов, так и за счет разработки
принципиально новых подходов, а также типов
стереоконтролирующих защитных групп. Иссле-
дования последнего десятилетия подтверждают
эту тенденцию и позволяют рассчитывать на
дальнейшее совершенствование методов стерео-
специфичного гликозилирования в ближайшем
будущем.
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Protecting Groups as a Factor of Stereocontrol in Glycosylation Reactions
A. I. Tokatly*, D. Z. Vinnitskiy*, N. E. Ustuzhanina*, and N. E. Nifantiev*, #

#Phone/fax: +7 (499) 135-87-84; e-mail: nen@ioc.ac.ru
*N.D. Zelinsky Institute of Organic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Leninsky prosp. 47, Moscow, 119991 Russia

Synthetic oligosaccharides are objects of interest as model compounds in studies on the biological activity of
natural compounds, but also as components for new drugs, glycoconjugate vaccines, carbohydrate diagnos-
tics agents and various other products. The key stage in oligosaccharide synthesis is the glycosylation reaction,
which leads to the formation of a linkage between carbohydrate fragments. This review highlights a current
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problem in modern glycochemistry – the methods of stereocontrol in the glycosylation reaction. Protecting
groups within the structure of glycosyl donors are considered as stereocontrolling factors, affecting the reac-
tion mechanism by means of (1) participation or anchimeric assistance, (2) deactivation, (3) intramolecular
aglycone delivery. The classical mechanism of neighboring group participation at O2 for the synthesis of 1,2-
trans-glycosides is shown, as well as its modern modifications, including activating ethers, chiral protecting
groups and achiral bicyclic glycosyl donors. The mechanisms of remote participation from O3, O4 and O6 of
the glycosyl donor are discussed in detail. In addition, approaches to stereocontrol using deactivating protec-
tion (conformation constraining and electron-withdrawing groups) are described. Finally, synthetic ap-
proaches based on intramolecular aglycone delivery are considered. Both classical and novel protecting
groups used to control the steric outcome of glycosylation are presented, the mechanisms underlying the pre-
sented approaches are discussed in detail, while also showing how the described strategies apply to the syn-
thesis of complex structures.

Keywords: glycosylation, stereocontrol, protecting groups
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В конце ХХ века мир вступил в эру высокотехнологичной и персонализированной медицины, кото-
рая характеризуется внедрением в клиническую практику таргетных препаратов. Селективная
доставка лекарственных средств признана одним из самых эффективных методов повышения ре-
зультативности и безопасности терапии. Данный обзор посвящен изучению возможностей исполь-
зования углеводов для селективной доставки лекарственных средств, в частности в терапии онко-
логических заболеваний. Проанализированы работы, в которых исследовались возможности при-
менения моно- и олигосахаридов в качестве векторных лигандов для взаимодействия с опухоль- и
тканеспецифичными рецепторами, описаны примеры конъюгирования углеводов с химиотерапев-
тическими агентами, агентами фотодинамической терапии, субстратами для in vitro и in vivo ими-
джинга. Отдельные разделы данного обзора сфокусированы на возможности использования поли-
сахаридов в качестве наноконтейнеров для селективной доставки активных веществ, в том числе
нуклеиновых кислот, а также использованию углеводов в иммунотерапии опухолей. Рассмотрены
проблемы и перспективы биомедицинского применения углеводов и их миметиков в качестве век-
торов для адресной доставки.

Ключевые слова: углеводы, адресная доставка, углеводные векторы, наночастицы, гликомиметики
DOI: 10.31857/S013234232101022X

ВВЕДЕНИЕ
Системы адресной доставки лекарств облада-

ют значительным потенциалом для улучшения
диагностических и терапевтических свойств пре-
паратов, а также уменьшения их побочных эффек-
тов [1]. Таргетные лекарственные средства могут
избирательно доставлять терапевтические агенты
в больные клетки, что способствует снижению
неспецифического поглощения, приводящего к
увеличению системной токсичности препарата.
Это позволяет использовать терапевтические мо-
лекулы, которые неэффективны при введении в

интактном, немодифицированном виде в макси-
мально переносимой дозе. И, наконец, нацелива-
ющие векторы можно одновременно использо-
вать и для создания сопутствующего диагности-
ческого агента, который даст возможность отбирать
пациентов с гиперэкспрессированными целевыми
рецепторами на патологических клетках.

Углеводные лиганды и гликомиметики, наря-
ду с пептидами и антителами, являются одними
из самых перспективных векторов для направ-
ленной доставки [2]. Много десятилетий назад уг-
леводы рассматривались преимущественно с по-
зиций энергетического обмена клеток, но к на-
стоящему времени установлено, что они играют
одну из ключевых ролей в клеточном сигналинге,
распознавании и коммуникации клеток с внекле-
точными компонентами и друг с другом, а также яв-
ляются неотъемлемыми участниками посттрансля-
ционных изменений белковых структур [3]. В
отличие от других биополимеров – белков или
нуклеиновых кислот – углеводы могут иметь не-
линейную структуру [4]. Их ветвление происхо-
дит за счет наличия нескольких гидроксильных

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S013234232101022X для авторизованных
пользователей.
Сокращения: ASGPR – асиалогликопротеиновый рецеп-
тор; ASO – антисмысловая ДНК; CAR-T – Т-клетки с хи-
мерным антигенным рецептором; GalNAc – N-ацетил-D-
галактозамин; НА – гиалуроновая кислота; MSC – мезен-
химальные стволовые клетки; NK – натуральные киллеры;
ON – олигонуклеотид; siRNA – малая интерферирующая
РНК; sLeХ и sLeА – изомерные тетрасахариды Sialyl Lewis
X и Sialyl Lewis А; КЛ – клетки Лангерганса; ПЭГ – поли-
этиленгликоль; ФДТ – фотодинамическая терапия.

# Автор для связи (эл. почта: afedorovNN@yandex.ru).

УДК 547.455:547.455.62:547.458
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групп, что существенно увеличивает разнообра-
зие возможных структур.

В качестве векторных компонентов углеводы
имеют ряд преимуществ перед остальными при-
родными и синтетическими материалами: 1) бла-
годаря своему огромному структурному разнооб-
разию, олигосахариды и их миметики обладают
удивительной селективностью к белковым ре-
цепторам; 2) структура углеводов может быть от-
носительно легко определена; 3) они являются
биосовместимыми и биоразлагаемыми материа-
лами; 4) существует большое количество природ-
ных источников углеводов; 5) благодаря наличию
множества гидроксильных групп, биосовместимые
олигосахариды способны защищать терапевтиче-
ские агенты или наночастицы от нежелательного
взаимодействия с белками, например, предотвра-
щать опсонизацию; 6) углеводы характеризуются
хорошей растворимостью в воде и не склонны к
агрегации, что является преимуществом при со-
здании лекарств для внутривенного введения [4].
Несмотря на указанные преимущества, одной из
ключевых задач остается оптимальный дизайн
векторных конструкций для эффективного биоло-
гического распознавания углеводного лиганда [5].

Целью данного обзора является обобщение
наиболее ярких примеров систем адресной до-

ставки с применением лигандов, содержащих мо-
носахаридные звенья, углеводных наночастиц, а
также таргетирования лектинов углеводами и гли-
комиметиками.

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
МОНОСАХАРИДОВ ЖИВОТНОГО 

ПРОИСХОЖДЕНИЯ

В клетках млекопитающих присутствуют де-
вять основных моносахаридов, из которых по-
строена большая часть природных олиго- и полиса-
харидов: D-глюкоза, D-глюкозамин, N-ацетил-D-
глюкозамин, D-галактоза, D-манноза, D-ксилоза,
L-фукоза, глюкуроновая кислота и N-ацетил-
нейраминовая кислота, относящаяся к сиаловым
кислотам (рис. 1) [6, 7]. Большинство указанных
моносахаридов могут быть как получены из экзо-
генных источников с использованием транспор-
теров семейства SLC2A, так и синтезированы
de novo из глюкозы.

Функции моносахаридов разнообразны. На-
пример, D-глюкоза − основной источник энер-
гии [8], а также субстрат для гликозилирования.
D-Глюкуроновая кислота в организме человека за-
действована в биоконъюгировании с целью деток-
сикации и выведения ксенобиотиков [9]. D-Ман-

Рис. 1. Моносахариды, наиболее распространенные в клетках млекопитающих [6].
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ноза участвует в синтезе гликозилфосфатидил-
инозитола (GPI anchor) – “якоря”, помогающего
белкам закрепиться в плазматической мембране.
D-Галактоза, образующая многие гликоконъюгаты,
важна для роста и развития новорожденных [7].
N-Ацетил-D-глюкозамин задействован в биосинте-
зе гиалуроновой кислоты, выполняющей функции
формирования структуры тканей и взаимодействия
с различными молекулами и рецепторами [10]. Так-
же он вовлечен в синтез сиаловых кислот [11]. Ал-
килфосфатные производные N-ацетил-D-глюко-
замина обладают антибактериальной и противо-
туберкулезной активностью [12].

Манноза [13–15], галактоза [15–17] и фуко-
за [15, 18] исследуются в качестве лекарствен-
ных средств при лечении врожденных наруше-
ний гликозилирования [15, 19, 20]. При онколо-
гических заболеваниях существует возможность
химиотерапии с использованием маннозы [21],
эффект которой, вероятно, основан на накопле-
нии в клетках D-маннозо-6-фосфата (Man-6P),
ослабляющего гликолиз и вызывающего “голода-
ние” клеток и их смерть [22]. Применение D-галак-
тозы исследуют при стероид-резистентном нефро-
тическом синдроме (СРНС) [23]. При муковис-
цидозе проведение ингаляций смесью галактозы
и фукозы снижает заражение легких синегнойной
палочкой (Pseudomonas aeruginosa) при отсутствии
значительных побочных эффектов [24].

GalNAc-СОДЕРЖАЩИЕ
ЛИГАНДЫ В АДРЕСНОЙ ДОСТАВКЕ 

ТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ АГЕНТОВ

Некоторые лиганды, содержащие в составе
моносахаридные звенья, рассматриваются в ка-
честве векторов для доставки терапевтических
агентов [23–28]. В частности, возможность на-
правленной доставки обусловлена способностью
фрагмента N-ацетил-D-галактозамина (GalNAc)
к избирательному связыванию с асиалогликопро-
теиновыми рецепторами (ASGPR) [29]. Это ре-
цепторы лектинов типа С, расположенные в
плазматических мембранах гепатоцитов [30]. На
рис. 2 приведен механизм действия биоконъюга-
тов GalNAc с олигонуклеотидами (ON). Достигая
мембраны гепатоцита, конъюгат GalNAc–ON
связывается с ASGPR (1) и оказывается в ранней
эндосоме (2) через клатрин-зависимый меха-
низм [31]. При дальнейшем “созревании” эндо-
сомы и снижении рН происходят диссоциация
комплекса GalNAc–ASGPR и распад конъюгата
GalNAc–ON (3), после чего олигонуклеотид по-
кидает эндосому (4) (рис. 2) [29, 32, 33].

Чаще всего GalNАc входит в состав биоконъ-
югатов в “трехантенной” форме (Tris-GalNАc),
присоединенной к 3′- или к 5′-концу ON посред-
ством фосфодиэфирной связи (рис. 3). Также
GalNАc может быть включен в нуклеотидную по-
следовательность как ненуклеозидный мономер
[33, 34].

Рис. 2. Взаимодействие конъюгата GalNAc–ON с асиалогликопротеиновыми рецепторами гепатоцитов (ASGPR) [32].
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В настоящее время значительный интерес
представляют конъюгаты GalNАc с такими ON,
как антисмысловые ДНК (ASO), интерфериру-
ющие и малые интерферирующие РНК (RNAi и
siRNA) [33]. ASO и RNAi представляют собой
олигонуклеотидные последовательности, ком-
плементарные гену, экспрессию которого необ-
ходимо подавить [35]. В состав биоконъюгатов
входят модифицированные siRNA, где 2′-OH-
группы рибозы замещаются на фтор (2′-F) либо
метоксигруппы (2′-OMe) с целью защиты siRNA
от действия нуклеаз [36, 37].

Эффективным методом влияния на свойства
конъюгатов GalNАc–ON служит двойное конъ-
югирование. Иллюстрацией к этому может яв-
ляться создание амфифильного конъюгата [38],

где 5′-конец ASO модифицирован при помощи
GalNАc и холестерина, связанных между собой
триэтиленгликолевым мостиком (рис. 4). Подоб-
ные конъюгаты направлены на подавление экс-
прессии гена аполипопротеина B (ApoB), что слу-
жит терапией при гомозиготной семейной ги-
перхолестеринемии [39]. Применение конъюгата
холестерин–GalNАc–ASO несколько снизило ак-
тивность ASO в подавлении гена apoB по сравне-
нию с конъюгатом GalNАc–ASO. Однако такой
подход позволил уменьшить накопление ASO в
почках, что является перспективной стратегией
снижения нефротоксичности ASO.

Активность биоконъюгата можно повысить пу-
тем увеличения числа siRNA, переносимых одной
единицей Tris-GalNАc. Это достигается исполь-

Рис. 3. Строение конъюгатов GalNAc–ON [34].
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зованием “мультимерной” формы siRNA, содер-
жащей несколько связанных между собой нук-
леотидных последовательностей. Brown et al. [40]
удалось создать не только конъюгаты с множе-
ственными копиями одной siRNA, но и конъюга-
ты, содержащие разные олигонуклеотидные по-
следовательности, что обеспечивает подавление
экспрессии нескольких генов одновременно. Был
получен гетеротример, содержащий сразу три
siRNA, действующие на гены фактора свертыва-
ния крови (FVII), аполипопротеина B (ApoB) и
транстиретина (TTR). Эффект “нокдауна”, ока-
зываемый одной единицей конъюгата гетеротри-
мера с GalNАc, сопоставим с суммарным эффек-
том от применения трех конъюгатов, нацеленных
отдельно на FVII, ApoB и TTR [40].

В настоящее время в разработку препаратов
на основе конъюгатов GalNАc–ON вовлечено не-
сколько фармацевтических компаний [30, 41–43],
среди которых Arrowhead, Dicerna, Silence и Ionis.
Компания Alnylam, ставшая первопроходцем в
области препаратов на основе siRNA, перешла от
исследования липосомальных частиц к конъюга-
там GalNAc–ON в качестве средств доставки
олигонуклеотидов к клеткам печени [41]. В 2019 г.
FDA (Food and Drug Administration, Управление
по санитарному надзору за качеством пищевых
продуктов и медикаментов, США) одобрило
первый препарат на основе конъюгата GalNAc–
siRNA – Гивосиран (Givosiran, GIVLAARITM) [44,
45]. Он является вторым одобренным FDA препа-
ратом на основе siRNA и используется при лече-
нии острой печеночной порфирии (AHP). Гиво-
сиран выпускается в форме натриевой соли двух-
цепочечной siRNA, где 3'-конец смысловой цепи
связан с лигандом, содержащим фрагмент GalNAc
(рис. 5). Наличие тиофосфатных линкеров между
двумя крайними субъединицами в 5′-конце смыс-
ловой цепи и 3'-, 5'-концах антисмысловой це-
пи способствует дополнительной защите от дей-
ствия ферментов и стабильности siRNA при под-
кожном введении [46, 47].

Проводятся доклинические и клинические ис-
пытания препаратов [32, 41–43, 48–50], направлен-
ных на борьбу с такими заболеваниями, как гепатит
В (ARO-HBV, VIR-2218, AB-729 [51]), гемофилия
(Fitusiran), талассемия (IONIS-TMPRSS6-LRx,
SLN124), транстиретиновый амилоидоз (Revusi-
ran, ALN-TTRSC02) (табл. 1, данные на 01.09.2020,
полная версия таблицы и структуры терапевти-
ческих агентов приведены в дополнительном
файле). Перспективы применения конъюгатов
GalNAc–ON в лечении локализованных в печени
раковых опухолей пока неясны [52, 53]. Несмотря
на некоторый прогресс в данной области [52, 54–
56], возможности препаратов ограничиваются тем,
что клетки опухоли слабо дифференцированы.
Число рецепторов ASGPR в клетках гепатоцеллю-
лярной карциномы зачастую существенно ниже,
чем в здоровых гепатоцитах, что снижает эффек-
тивность адресной доставки [57, 58]. Также стоит
отметить, что для многих препаратов на основе
GalNAc–ON остаются актуальными задачи по-
вышения стабильности, эффективности и сниже-
ния токсического влияния на организм.

Таким образом, моносахариды сами по себе не
обладают векторными свойствами, однако вклю-
чение их в состав адресных лигандов для последу-
ющей конъюгации с терапевтическими агентами
позволило получить ряд перспективных молекул,
одна из которых уже применяется в клинической
практике (препарат Гивосиран).

УГЛЕВОДНЫЕ НАНОЧАСТИЦЫ
ДЛЯ АДРЕСНОЙ ДОСТАВКИ 

ТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ АГЕНТОВ

Одним из распространенных методов адрес-
ной доставки является инкапсулирование тера-
певтического агента в наночастицы, в качестве
которых могут выступать липосомы [59–64], по-
лимерные частицы природного или синтетическо-
го происхождения [65–73], углеродные нанотруб-

Рис. 5. Строение конъюгата в составе препарата Givosiran (GIVLAARITM) [47]. Структура Lig 1 изображена на рис. 3.
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ки [74–77], дендримеры [78–83], “металлические”
[84–88] и вирусоподобные частицы [89, 90].

Дизайн наночастиц может являться одним из
ключевых факторов успеха терапии. Основные
требования для создания наночастиц включают
инертность, нетоксичность и стабильность. Раз-
мер частиц и модификация их поверхности игра-
ют важную роль в механизме биотрансформации
и утилизации наночастиц в организме [91, 92].

Частицы размером до 30 нм утилизируются
преимущественно в почках, частицы большего
размера претерпевают биодеградацию в печени
либо захватываются фагоцитами [93].

Доставка инкапсулированных лекарственных
средств может происходить по механизмам ак-
тивного и пассивного таргетирования. Пассивная
доставка наночастиц к опухолевым клеткам реа-
лизуется за счет проникновения через расширен-
ные (100−600 нм) поры эндотелия сосудов (EPR-
эффект) [94]. Активная доставка основана на
связывании молекулы-лиганда, которым моди-
фицирована поверхность наночастиц, с рецепто-
рами, повышенно экспрессируемыми на мембра-
нах опухолевых клеток [95–100].

Олиго- и полисахариды являются популярны-
ми скаффолдами для создания наноразмерных си-
стем доставки различных терапевтических аген-
тов. Созданию углеводных наночастиц посвящен
ряд обзоров [4, 76, 101–103], поэтому в рамках
данной статьи мы не будем останавливаться на
всех вариантах углеводных наноконтейнеров и их
биомедицинских приложений. На рис. 6 приведе-
ны наиболее распространенные поли- и олигоса-
харидные системы, применяемые для дизайна
систем адресной доставки. По механизмам пас-
сивного таргетирования функционируют системы

доставки на основе хитозана, циклодекстрина,
альгината, целлюлозы и декстрана. Активными
векторными свойствами обладают гликозамино-
гликаны, в частности гиалуроновая кислота и
хондроитинсульфат.

Подавляющее большинство таких частиц об-
ладает высокой биосовместимостью ввиду при-
родного происхождения. Некоторые полисахари-
ды (например, альгинат, пектин, целлюлоза, цик-
лодекстрины) могут быть получены из растений.
Ряд распространенных полисахаридов (хитозан,
гиалуроновая кислота, гепарин, хондроитинсуль-
фат) имеют животное происхождение. Амфи-
фильность углеводов создает возможность для
инкапсулирования как гидрофильных, так и ли-
пофильных субстанций. Наличие функциональ-
ных групп позволяет проводить модификацию
наноконтейнеров, например, конъюгировать их с
векторами селективной доставки. Разнообразие
природных полисахаридов обеспечивает широ-
кий спектр структур частиц (линейные полиме-
ры, разветвленные, циклические), различную хи-
мическую композицию (различные моносахари-
ды или α/β-формы в составе одного полимера),
диапазон молекулярных масс и вариативность за-
ряда частиц (положительные, отрицательные или
нейтральные).

УГЛЕВОДНЫЕ НАНОЧАСТИЦЫ
НА ОСНОВЕ ХИТОЗАНА, 

ГЛИКОЗАМИНОГЛИКАНОВ
И ЦИКЛОДЕКСТРИНОВ,

КОВАЛЕНТНО СВЯЗАННЫЕ
С ТЕРАПЕВТИЧЕСКИМИ АГЕНТАМИ

На начальном этапе разработки наноразмер-
ных углеводных систем доставки акцент был

Таблица 1. Данные о клинических испытаниях препаратов на основе конъюгатов олигонуклеотидов с лигандами
направленной доставки, содержащих фрагменты GalNAc

Данные сайта clinicaltrials.gov на 01.09.2020, полную версию таблицы см. в дополнительных материалах к публикации.

Мишень Заболевание Препарат
Номер фазы 
испытаний, 
состояние

Номер
испытания/

ссылка

Вирус гепатита В (HBV) Гепатит В VIR-2218 1, 2, активны NCT03672188
α-1-Антитрипсин (AAT) Дефицит

α-1-антитрипсина
ALN-AAT02 1, 2, активны NCT03767829
ARO-AAT 2, 3, идет набор 

пациентов
NCT03945292

Липопротеин (a) (Lp(a)) Сердечно-сосудистые
заболевания

AMG 890 1, активна,
нет набора

NCT03626662

2, идет набор NCT04270760
Пропротеиновая конвертаза
субтилизин-кексинового типа 9 
(PCSK9)

Гиперхолестеринемия Inclisiran
(ALN-PCSSC)

3, завершена NCT03397121

Ангиотензин (AGT) Гипертензия IONIS-AGT-LRx 2, активна NCT04083222
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сделан на создании ковалентных конъюгатов
“полисахарид – активное соединение”. В каче-
стве терапевтических фрагментов в конъюгатах
использовали доксорубицин [101, 104, 105], па-
клитаксел [106], доцетаксел [102, 103], циспла-
тин, метотрексат [107], меркаптопурин [108] и
многие другие цитотоксические и цитостатиче-
ские препараты и агенты фотодинамической те-
рапии (ФДТ) [109–112]. Единственным приме-
ром подобных углеводных наночастиц, в настоя-
щее время проходящих клинические испытания,
является система доставки камптотецина, в кото-

рой он ковалентно сконъюгирован с ПЭГ-моди-
фицированным циклодекстрином [113] (рис. 7).

Повышенная концентрация частиц в пора-
женных тканях (уровень наночастиц и высвобож-
денного каптотецина через 24 и 48 ч после введения
был на 4 порядка выше, чем для модельного соеди-
нения) достигается за счет пассивного таргетирова-
ния, обусловленного EPR-эффектом. Данные на-
ночастицы продемонстрировали высокую эффек-
тивность на in vivo моделях и к настоящему моменту
завершили 2-ю стадию клинических испытаний
(ClinicalTrials.gov: NCT00333502, NCT01612546).

Рис. 6. Структура олиго- и полисахаридов, применяемых для создания систем адресной доставки лекарств.
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Рис. 7. Система доставки каптотецина, конъюгированного с ПЭГ-функционализированным циклодекстрином, пред-
назначенная для терапии онкозаболеваний.
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АДРЕСНАЯ ДОСТАВКА 
ТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ АГЕНТОВ, 

ИНКАПСУЛИРОВАННЫХ В УГЛЕВОДНЫЕ 
НАНОЧАСТИЦЫ ЗА СЧЕТ 

НЕКОВАЛЕНТНЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ
Существуют многочисленные примеры неко-

валентного включения малых молекул в полиса-
харидные наночастицы. Для увеличения способ-
ности к инкапсулированию и мицеллообразова-
нию в водной среде прибегают к модификации
частиц при помощи малых молекул [114–119]
(стероидов [120–123], длинноцепочечных алкиль-
ных заместителей [124–129], ароматических или
гетероароматических фрагментов, фолиевой кис-
лоты [130–134]) либо синтетических или природ-
ных полимеров [135–139] (полилактид, полияб-
лочная кислота, ПЭГ [140, 141], CPP-пептиды
(cell penetrating peptides) и др.). Такая модифика-
ция позволяет решить несколько задач:

− создать участки гидрофобности на поверх-
ности полимера, за счет чего частицы приобрета-
ют амфифильный характер и самопроизвольно
образуют мицеллы в водных средах;

− увеличить время циркуляции частиц и за-
медлить их опсонизацию;

− производить разгрузку активного соедине-
ния в очаге патологии под действием специфиче-
ских внешних стимулов: рН среды, локальное по-
вышение температуры, магнитное или УФ-воз-
действие, энзиматическое расщепление;

− увеличить захват клеткой наночастиц за счет
CPP-пептидов или векторов адресной доставки;

− образовать полиэлектролитные комплексы,
способные к захвату и переносу заряженных мо-
лекул.

Наиболее подходящую область биомедицин-
ских приложений для конкретного полисахарида
можно определить исходя из строения, состава и
заряда макромолекулы. Например, модифициро-
ванный (тиолсодержащий) хитозан способен уве-
личивать проницаемость клеточных мембран, как
полагают, из-за их способности к разрушению
плотных межклеточных контактов (tight junctions)

за счет взаимодействия с цистеиновыми амино-
кислотными фрагментами, входящими в состав
мембранных каналов [142]. Это свойство моди-
фицированного хитозана оказалось полезным
для доставки в клетки субстратов АТФ-связыва-
ющих кассетных белков [143]. Таким образом, не
обладая прямыми свойствами векторной молеку-
лы, хитозан, применяемый в качестве носителя для
активных молекул, может способствовать их до-
ставке посредством иных механизмов. Кроме того,
хитозановые наноконтейнеры ввиду наличия поло-
жительно заряженных аминогрупп активно приме-
няют для доставки генного материала [144–147], на-
пример, плазмидной ДНК, антисмысловой РНК
или олигонуклеотидов. Хитозан способен к обра-
зованию полиэлектролитных комплексов с моле-
кулами нуклеиновых кислот (рис. 8).

На эффективность таких систем влияет мно-
жество факторов, таких как молекулярная мас-
са хитозана, степень его деацетилирования,
степень загрузки ДНК/РНК, рН среды, взаимо-
действие с компонентами плазмы. Более по-
дробно эти особенности рассмотрены в ряде
обзоров [145, 148–150].

Напротив, отрицательно заряженные гликоза-
миногликаны не применяются в интактном виде
для доставки олигонуклеотидов, но, образуя по-
лиэлектролитные комплексы с хитозаном или
другими положительно заряженными полимер-
ными молекулами (полиэтиленимин, полигисти-
дин), способны доставлять генный материал [151].

Циклодекстрины представляют особый инте-
рес ввиду способности к образованию комплек-
сов по типу “хозяин–гость” [152]. Их преимуще-
ством является высокий процент загрузки актив-
ного компонента и способность к самосборке в
водной среде. Молекулы, играющие роль “гостя”,
обычно конъюгируют с различными гидрофобны-
ми фрагментами, рН-чувствительными или ре-
докс-чувствительными молекулами.

Привлекательным направлением является ин-
капсулирование фрагментов нуклеиновых кислот
в полость циклодекстрина [153, 154]. Установле-
ны основные закономерности эффективности

Рис. 8. Образование полиплексов нуклеиновых кислот с хитозаном.

Хитозан
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Формирование
наночастиц
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трансфекции в зависимости от размера макро-
цикла, количества формируемых водородных
связей между нуклеиновой кислотой и цикло-
декстрином, декорирования макроциклов век-
торными и другими молекулами [155]. В 2014 г.
была разработана четырехкомпонентная система
(CALAA-01) на основе адамантан-ПЭГ-модифи-
цированного циклодекстрина для доставки siРНК
(рис. 9) [156]. В качестве вектора селективной до-
ставки авторами был предложен белок трансфер-
рин человека (hTf), связывающийся с hTf-рецеп-
торами на поверхности опухолевых клеток, при
этом циклодекстрины выполняют функцию мо-
лекул-носителей, способных к образованию ми-
целл в водном растворе. В настоящий момент эта
разработка находится на 2-й стадии клинических
испытаний.

Гиалуроновая кислота [157, 158] и хондроитин-
сульфат могут быть использованы для адресной до-
ставки к опухолевым клеткам с повышенной экс-
прессией рецепторов CD44 и CD168 [159–162]. Как
правило, гиперэкспрессия этих белков наблюда-
ется при опухолях толстого кишечника, желудка
и яичников. Помимо указанных рецепторов было
идентифицировано несколько белков для потен-
циального таргетирования гиалуроновой кисло-
той, например, рецептор гиалуронат-опосредо-
ванной подвижности (RHAMM), HA-рецептор
эндоцитоза (HARE) и эндотелиальный рецептор-1
лимфатических сосудов (LYVE-1) [163]. В свою
очередь, модифицированный гепарин спосо-
бен эффективно ингибировать процессы опу-

холевого ангиогенеза, метастазирования и ро-
ста [164, 165]. Однако сами носители в роли век-
торов не всегда бывают эффективны ввиду их
неспецифического взаимодействия с компонен-
тами плазмы крови. Поэтому разрабатываются
более сложные системы, зачастую нацеленные
на одновременное взаимодействие с нескольки-
ми типами рецепторов для адресной доставки и
контролируемого высвобождения активного соеди-
нения [166–168]. Одним из таких примеров являет-
ся создание систем для тераностики (фотодинами-
ческая или фототермическая терапия совместно с
флуоресцентным имиджингом) на основе золотых
наночастиц, покрытых гиалуроновой кислотой и
содержащих рН- и редокс-чувствительные фраг-
менты (рис. 10). Указанные системы показали се-
бя особенно эффективными для терапии HER2-
положительного рака молочной железы [169].

Менее популярными материалами для до-
ставки активных препаратов являются целлюло-
за [170, 171], декстраны [109, 172, 173] и альгина-
ты [174]. Их ограниченное применение, в частно-
сти, связано с недостаточной растворимостью
целлюлозы и разветвленных декстранов в воде, а
также непостоянством количественного состава
указанных полисахаридов. Несмотря на немного-
численные примеры использования этих материа-
лов для таргетной доставки по сравнению с другими
полисахаридами, вышеперечисленные вещества
находят применение в биомедицине и фармацевти-
ке для предотвращения тромбообразования и под-
держания давления в периферических сосудах [175],

Рис. 9. Система селективной доставки siRNA на основе циклодекстринов. hTf –трансферрин человека, Ad-PEG – ада-
мантилполиэтиленгликоль.
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для производства мембран и оболочек таблетиро-
ванных лекарственных средств [176], а также для
комбинированной терапии гастроэзофагеальной
рефлюксной болезни [177] и в качестве энтеро-
сорбента.

Таким образом, вопреки обилию работ, посвя-
щенных созданию углеводных наночастиц, их ис-
пользование в направленной доставке терапевти-
ческих агентов весьма ограничено и сводится в
основном к пассивному накоплению за счет EPR-
эффекта. Полагаем, что более перспективным яв-
ляется использование наночастиц или нанокон-
тейнеров, содержащих адресные углеводные век-
торы (рассмотрены в следующем разделе).

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ЛИГАНДОВ
ЛЕКТИНОВ В КАЧЕСТВЕ ВЕКТОРОВ

ДЛЯ НАПРАВЛЕННОЙ ДОСТАВКИ
Лектины – белки, которые с очень высокой

специфичностью распознают и связывают угле-
водные лиганды, присоединенные к белкам и ли-
пидам, на клеточной поверхности или внутри кле-
ток [178]. Высокоселективное связывание углево-
дов с лектинами возможно благодаря наличию в их
полипептидных цепях домена распознавания уг-
леводов (Carbohydrate Recognition Domain, CRD).
Несмотря на то что лектины не проявляют энзи-
матической активности, они обладают широким
спектром функций, включая регулирование меж-
клеточных и клеточно-матричных взаимодей-
ствий в нормальных и опухолевых тканях.

Лектины могут быть классифицированы в раз-
личные семейства [178]. К С-типу относят обшир-
ный класс лектинов, которым требуются ионы
Са2+ для связывания с белками. Например, для
таргетирования селектинов (Е-, L-, P-селекти-
нов), относящихся к семейству лектинов С-типа,
в качестве “наименьшей углеводной единицы”
необходимы Sialyl Lewis X (sLeX) и Sialyl Lewis А

(sLeА). К S-типу лектинов относятся белки, кото-
рым для стабилизации необходимы свободные
тиолы. Они имеют значительную аффинность к
β-галактазидам, и в современной химии их часто
называют галектинами, причем не все они явля-
ются тиолзависимыми. Лектины, распознающие
остатки Man-6-P, называют лектинами Р-типа.
В 1990-е гг. было установлено, что иммуноглобу-
лины способны распознавать углеводы, что приве-
ло к открытию лектинов I-типа, которые являются
частью суперсемейства иммуноглобулинов и важ-
ны для иммунной системы. В этом семействе
I-лектинов белки, способные распознавать остат-
ки сиаловых кислот, назвали сиглеками (Siglecs –
sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins).
Благодаря своим паттернам экспрессии, эндоци-
тическим свойствам и способности модулировать
передачу сигналов рецепторами сиглеки стали
привлекательными мишенями для клеточно-на-
правленной терапии. Следует отметить, что в на-
стоящее время, ввиду большого разнообразия, не
существует единой и универсальной классифика-
ции лектинов.

Известны две основные стратегии использова-
ния лектинов для нацеливания лекарственных
агентов на терапевтические мишени, связанные с
применением олигосахаридов или самих лекти-
нов в качестве фрагментов систем адресной до-
ставки [179]. Подход с применением обратного
таргетирования лектинами предполагает оснаще-
ние систем адресной доставки экзогенными лек-
тинами, которые затем связываются с комплемен-
тарными гликопротеинами или гликолипидами,
экспрессированными на поверхности соответ-
ствующих клеток. Как правило, для этих целей
используются лектины, получаемые из раститель-
ных источников [180].

Прямое таргетирование лектинов или глико-
таргетирование, интересующее нас в большей
степени в рамках данного обзора, заключается в

Рис. 10. Дизайн рН- и редокс-чувствительных комбинированных наночастиц (НЧ) для фотодинамической терапии
(ФДТ) и имиджинга.

Золотые
НЧ

НА-DTPH – pH- и редокс-чувствительные конъюгаты гиалуроновой кислоты

HA-HER-2-антитела – вектор селективной доставки

δ-Аминолевулиновая кислота – предшественник агента ФДТ

Су 7.5 – агент визуализации
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декорировании систем адресной доставки угле-
водными векторами, которые распознаются и ин-
тернализируются эндогенными лектинами, рас-
положенными на поверхности клеток.

К примеру, высокая экспрессия галектина-1 в
опухолевых клетках положительно коррелирует с
метастатическим фенотипом и слабо дифферен-
цированной морфологией, при этом экспрессия
галектина-3 сильно варьируется на разных стади-
ях развития многих опухолей [181]. Многочислен-
ные сообщения подтверждают прямую корреляцию
экспрессии галектина-3 с карциномами толстой
кишки, молочной железы, желудка, эндометрия,
языка и щитовидной железы. Не стоит забывать,
что галектины-1 и 3 экспрессируются также и в
нормальных клетках, но в значительно меньшей
степени по сравнению с опухолевыми [97].

КОНЪЮГАТЫ ГАЛЕКТИНОВЫХ
ЛИГАНДОВ С ТЕРАПЕВТИЧЕСКИМИ 

АГЕНТАМИ, ОБЛАДАЮЩИЕ
СВОЙСТВОМ АДРЕСНОЙ ДОСТАВКИ

Недавно были созданы разнообразные угле-
водные конъюгаты терапевтических агентов с вы-
сокой аффинностью к галектинам-1 и 3 (рис. 11).
Например, галектин-специфичный лактозилиро-
ванный стероид (I) при системном введении су-
щественно увеличивает выживаемость мышей с
привитой лимфомой или нейробластомой чело-
века [182, 183]. Галактозилированные комплексы
платины (II), так же как и цисплатин и его анало-
ги, обладают высокой противоопухолевой актив-
ностью [184, 185]. Использование полигалакто-
зилированных хлоринов, порфиринов и фтало-
цианинов (например, соединения (III) и (IV)),
обладающих аффинностью к галектину-1, при-
водит к повышению эффективности лечения
опухолей методом ФДТ по сравнению с исполь-
зованием негликозилированных фотосенсиби-
лизаторов [186–188]. Синтезированы неоглико-
протеины (V) (рис. 11), имеющие высокую аф-
финность к галектину-3 человека [189].

Существует множество вариантов адресных
гликоконъюгатов, нацеленных и на другие типы
и семейства лектинов [190], однако такое таргети-
рование является далеко не “идеальным” ввиду
того, что в подавляющем большинстве случаев
лектины экспрессируются не только “поражен-
ными”, но и здоровыми клетками, как и в случае
с фолатными рецепторами, EGFR, VEGF и дру-
гими “опухолевыми” мишенями [191–194].

ПРИМЕНЕНИЕ Sialyl Lewis X И Sialyl Lewis А 
ДЛЯ НАПРАВЛЕННОЙ ДОСТАВКИ

Хорошие перспективы имеет таргетирование
селектинов с использованием sLeХ (Sialyl Lewis X)
и sLeА (Sialyl Lewis А) – изомерных тетрасахари-

дов, состоящих из N-ацетилглюкозамина, галак-
тозы, нейраминовой кислоты и фукозы (рис. 12).

В организме человека sLeХ и sLeА выполняют
важные функции в работе иммунной системы.
Они участвуют в инфильтрации лейкоцитов, ней-
трофилов и моноцитов в очаг воспаления за счет
взаимодействия между E-селектином, экспрес-
сируемым на активированных эндотелиальных
клетках кровеносных сосудов, и лигандами sLeХ и
sLeА, находящимися на поверхности циркулиру-
ющих клеток [195].

Одним из наиболее развитых биомедицинских
приложений для указанных олигосахаридов явля-
ется их использование в качестве маркеров диа-
гностики некоторых аутоиммунных заболеваний
и различных типов рака [196–199].

Способность sLeХ и sLeА связываться с селек-
тинами была использована при создании вектор-
ных липосом для направленной доставки малых
молекул, таких как дексаметазон [200, 201], ком-
бретастатин А4 [202], мелфалан [203, 204], метот-
рексат [205–207], цисплатин [208], моногалакто-
зилдиацилглицерол [209], доксорубицин [210], а
также антисмысловых олигонуклеотидов [211] и
протеинов [212]. Общая структура таргетных ли-
посом представлена на рис. 13, а вид липидного
производного sLeХ может варьироваться.

Кроме того, векторные свойства sLeХ были ис-
пользованы для доставки мультипотентных ме-
зенхимальных стволовых клеток (MSCs) для реге-
нерации тканей [213]. MSCs были соединены с
биотинилированными липидными везикулами,
что способствовало прививке биотина на поверх-
ность стволовых клеток. Последующее биоконъ-
югирование с sLeХ проводилось посредством созда-
ния прочных нековалентных комплексов остатков
биотина в MSC-модифицированных клетках и в
производных sLeХ–биотин при добавлении в си-
стему белка стрептавидина [214, 215] (рис. 14).
Этот пример иллюстрирует возможность эффек-
тивной иммобилизации адгезивных лигандов и
потенциального нацеливания sLeХ-декорирован-
ных клеток, системно вводимых в область воспа-
ления.

Помимо указанных областей, sLeХ являются
основой для разработки TACA-вакцин [216–218]
для иммунотерапии опухолей, однако ни одна из
них к настоящему времени не одобрена FDA [219].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФУКОИДАНОВЫХ 
ЛИГАНДОВ Р-СЕЛЕКТИНОВ В ТЕРАПИИ 
РАКА И НЕИНВАЗИВНОМ ИМИДЖИНГЕ

Р-селектин – мембранный протеин, является
адгезионной молекулой и экспрессируется на по-
верхности эндотелия при атеротромботических
поражениях. Установлено [220], что природный
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сульфированный полисахарид фукоидан (рис. 15),
строение которого может варьироваться в зависи-
мости от природного источника [221, 222], прояв-
ляет высокое сродство к Р-селектину и может при-
меняться в качестве вектора адресной доставки.

Так, фукоидан был использован для доставки
противоопухолевых агентов, например, доксоруби-
цина и паклитаксола, являясь одновременно как
носителем, так и векторной компонентой [223].
Помимо онкологических приложений, фукоидан
применялся в качестве вектора для создания диа-
гностических контрастеров при атеротромбиче-
ских поражениях и инфаркте миокарда [220, 224].
Наночастицы, содержащие фукоидан и нацелен-

ные на Р-селектин, демонстрируют значитель-
ный потенциал для терапии острых тромбозов,
причем используемые наночастицы не вызывают
нежелательных иммунных реакций [225]. Мечен-
ный технецием-99 фукоидан оказался эффекти-
вен при диагностике тромбоза брюшной аорты и
эндокардита. Клинические испытания данного
препарата были завершены в 2019 г. и показали его
безопасность [226, 227]. Необходимо отметить, что
фукоидан и сам по себе проявляет противоопухоле-
вую активность [228]. В связи с этим исследуется
эффективность его использования в качестве под-
держивающей терапии при лечении различных
типов рака (Clinicaltrials.gov: NCT04066660,
NCT03130829, NCT04342949, данные на 01.09.2020).

Рис. 11. Молекулы, нацеленные на галектины-1 и 3.
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Рис. 12. Структуры Sialyl Lewis X (sLeX) и Sialyl Lewis А (sLeA).
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Разработка методов синтеза линейных и раз-
ветвленных несульфатированных [229] и сульфа-
тированных олигосахаридов [230–232], родствен-
ных цепям фукоиданов, открывает возможность
для получения векторов, отвечающих требовани-
ям производства GMP, что проблематично в слу-
чае гетерогенных смесей низкомолекулярных фу-
коиданов.

ЛИГАНДЫ СИГЛЕКОВ
ДЛЯ НАПРАВЛЕННОЙ ДОСТАВКИ

В ОПУХОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ
И ИММУНОТЕРАПИИ

Эффекторные клетки, такие как естественные
киллеры (natural killer, NK-клетки) или Т-килле-
ры, могут обнаруживать молекулы, иммунологи-
чески чуждые хозяину, и уничтожают их, чтобы
защитить организм-хозяин. Опухолевые клетки
экспрессируют аберрантные белки на поверхно-
сти клеток, которые могут распознаваться специ-
фическими иммунными эффекторами, что при-
водит к разрушению злокачественных образова-
ний, поэтому иммунная система может играть
критическую роль в подавлении первоначального
образования опухоли. Тем не менее злокачествен-
ные опухоли обладают способностью избегать
иммунного ответа [97, 233].

Особую роль в функционировании иммунной
системы играют сиглеки – связывающие сиало-
вую кислоту лектины иммуноглобулинового ти-
па, которые экспрессируются на большинстве бе-
лых кровяных клеток иммунной системы и кри-
тически важны для передачи сигналов иммунных
клеток. Благодаря распознаванию гликанов, со-
держащих сиаловую кислоту в качестве лигандов,
они помогают иммунной системе осуществлять
дифференцирование “свой/чужой” [234]. Сигле-
ки экспрессируются на инфильтрирующих опу-

холь Т-клетках, NK-клетках, дендритных клет-
ках, макрофагах и тем самым функционируют в
качестве мишеней для иммунного контроля. Это
свойство сиглеков может быть использовано при
разработке терапевтических средств, направлен-
ных на усиление противоопухолевого иммунного
ответа [235, 236]. Гиперсиалилирование раковых
клеток является признаком плохого прогноза, и
считается, что оно помогает опухолевым клеткам
выходить из-под иммунного надзора [237]. Сиа-
ловые кислоты, являющиеся лигандами для ин-
гибирования сиглеков, могут рекрутировать сиг-
леки для подавления иммунных реакций. Для
восстановления функций иммунных клеток не-
обходимо вытеснение сиаловых кислот из сайта
связывания с ингибиторными сиглеками с при-
менением специфических лигандов.

Лиганд-опосредованное тагретирование сиг-
леков используется для доставки диагностиче-
ских или терапевтических агентов в различные им-
мунные клетки [238–240]. Ключевой проблемой
этой стратегии является идентификация лектино-
вых лигандов, способных с высокой аффинностью
таргетировать целевой сиглек. Природные сиали-
лированные гликановые лиганды сиглеков име-
ют различную селективность и, как правило,
весьма низкую аффинность [241]. При этом они
могут служить отправной точкой для разработ-
ки более эффективных синтетических лигандов.
Скрининг больших библиотек гликановых ана-
логов привел к разработке ряда синтетических
лигандов к различным сиглекам – “точечно” мо-
дифицированных олигосахаридов, обладающих
высокой аффинностью [242–244].

Например, синтетические разветвленные
“трехантенные” лиганды (VII–IX) (рис. 16) де-
монстрируют на 3 порядка большую аффинность
по отношению к СD22 (hCD22) или сиглеку-2 че-
ловека по сравнению с природным “моноантен-

Рис. 15. Типы основных цепей фукоиданов, выделенных из бурых водорослей. Гомофукозный скелет молекулы может
быть представлен в виде 1→3 звеньев фукозы либо содержит чередующиеся остатки 1→3 и 1→4. Символами R обо-
значены места для углеводных заместителей и сульфогрупп [222].
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ным” модифицированным по С9 трисахаридным
(Neu5Acα2–6Galβ1–4GlcNAc) лигандом СD22 (VI)
или природным олигосахаридом SGP (рис. 16) [244].
Важным структурным элементом этих лигандов
является модифицированный бензоатный амид в
положении С9 и/или С5 сиаловой кислоты, нали-
чие которого приводит к существенному увеличе-
нию авидности и селективности по отношению к
СD22 [242, 243, 245].

Такая высокая аффинность “трехантенных”
лигандов, очевидно, обусловлена одновремен-
ным связыванием различных ветвей с СD22-ре-
цепторами на поверхности клеток. Для такого
мультивалентного взаимодействия необходимо,
чтобы сайты связывания лиганда с двумя молеку-
лами CD22 находились друг от друга на расстоя-
нии, не превышающем 30–50 Å [246].

Лиганды (VII–IX) (рис. 16) являются более эф-
фективными по сравнению с эндогенными гли-
канами [244]. Показано, что они способны свя-
зываться и эндоцитироваться с помощью hCD22
с клетками лимфомы Дауди В, которые экспресси-
руют природные лиганды CD22, предотвращаю-
щие связывание слабых экзогенных лигандов с ре-
цепторами hCD22 [247]. Конъюгаты лиганда (IX) с

токсинами сапорином и ауристатином обладают
цитотоксичностью в субнаномолярных концен-
трациях по отношению к клеткам лимфомы Да-
уди В и на несколько порядков превосходят эф-
фективность конъюгатов токсинов с моноантен-
ными лигандами или с сиаловой кислотой [244].
К сожалению, данных по исследованиям лиган-
дов (VII–IX) in vivo в цитируемых работах не при-
водится.

Более современным подходом в противоопу-
холевой терапии является нацеливание иммун-
ных клеток на опухолевые ткани. Так, использо-
вание химерных Т-клеток (CAR-T) является про-
рывной технологией для лечения рака [248, 249].
Тем не менее CAR-T-терапия имеет ряд ограни-
чений: 1) необходимость выделить собственные
Т-клетки пациента, модифицировать их генети-
чески рецептором химерного антигена для распо-
знавания опухоли с последующим введением об-
ратно в организм пациента; 2) высокая стоимость
CAR-T-терапии (~500000 долларов США на од-
ного пациента); 3) невозможность получить до-
статочное количество аутологичных Т-клеток для
генерации CAR-T у пациентов после химио- и ра-
диотерапии; 4) невозможность лечения пациен-

Рис. 16. Химическая структура лигандов CD22 – “точечно” модифицированных производных Neu. BPC – бифенил-
карбоксамид, MPB – м-феноксибензамид, SGP – асиагликопротеин природного происхождения.
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тов с быстро прогрессирующими онкологически-
ми заболеваниями [250].

NK-клетки представляют собой другой тип
цитотоксических иммунных клеток, которые спо-
собны убивать опухолевые клетки, являясь аль-
тернативой Т-клеточной терапии [250]. Они
могут быть получены в больших масштабах и легко
доступны для пациентов. К сожалению, NK-клет-
ки не обладают врожденными способностями на-
целивания на раковые клетки. Для преодоления
этого недостатка NK-клетки были генетически
декорированы химерными антигенными рецеп-
торами CAR–NK [251], что, однако, привело к
невысокой экспрессии трансгена ввиду того, что
NK-клетки неблагоприятно влияют на поглоще-
ние эндогенных генов [252].

В 2020 г. опубликована первая работа, посвя-
щенная декорированию NK-клеток углеводными
лигандами сиглека-2 (CD22) − маркера В-клеточ-
ной лимфомы – путем метаболической инженерии
либо инкорпорирования гликополимеров [111].
В качестве лигандов CD22 использовались про-
изводные на основе 9-O-модифицированной си-
аловой кислоты (X) и (XI) или амфифильный по-
лимер, содержащий трисахарид (XII) (~100 три-
сахаридных фрагмента на полимерную цепь),
который может непосредственно вставляться в
мембрану NK-92, придавая клеткам NK-92 тар-
гетную способность по отношению к рецепторам
CD22 (рис. 17).

Модифицированные таким образом NK-клет-
ки проявляли значительно возросшую цитоток-
сичность по отношению к CD22-зависимым клет-
кам лимфомы CD22+. С помощью сконструиро-
ванных NK-клеток можно более эффективно
ингибировать не только клеточные линии лимфо-
мы CD22+, но и клетки первичной лимфомы. И,
наконец, применение модифицированных угле-
водными векторами NK-клеток для лечения мы-
шей с привитой В-клеточной лимфомой демон-
стрировало значительно большую выживаемость
животных по сравнению с контрольными группа-
ми. Таким образом, метаболическая гликоинже-
нерия NK-клеток может быть расценена как пер-
спективный подход для лечения онкологических
заболеваний и хорошее дополнение к генной ин-
женерии при создании химерных антигенных ре-
цепторов.

МОДИФИЦИРОВАННЫЙ ГЛЮКОЗАМИН – 
СЕЛЕКТИВНЫЙ ЛИГАНД

ДЛЯ СВЯЗЫВАНИЯ С КЛЕТКАМИ 
ЛАНГЕРГАНСА ЧЕЛОВЕКА

Клетки Лангерганса (КЛ) представляют собой
подвид дендритных клеток. Кожа содержит не-
сколько наборов дендритных клеток − иммунных
клеток, которые специализируются на интерна-

лизации патогенов для индуцирования Т-клеточ-
ных ответов [253]. КЛ составляют подвид денд-
ритных клеток, находящихся во всех слоях кожи.
После активации КЛ мигрируют в дренирующие
лимфатические узлы, вызывая системные иммун-
ные ответы [254]. Благодаря своей локализации в
эпидермисе и способности перекрестно пред-
ставлять экзогенные антигены цитотоксическим
Т-клеткам, дендритные клетки стали перспек-
тивными мишенями для стратегий трансдермаль-
ной противоопухолевой вакцинации [255, 256].
Важно отметить, что индукция защитного Т-кле-
точного иммунитета этими вакцинами требует
эффективной и специфичной доставки как опу-
холевых антигенов, так и адъювантов.

Для таргетирования клеток Лангерганса пред-
ложено сульфамидное производное глюкозами-
на (XIII) (рис. 18), способное с высокой аффин-
ностью связываться с лангергином (CD207) – ре-
цептором лектина С-типа [257, 258]. На основе
этого лиганда был синтезирован соответствую-
щий гликолипид (XIV), что позволило создать ад-
ресные липосомальные наночастицы, нагружен-
ные белковыми антигенами. Показано, что полу-
ченные липосомы адресно доставляются в КЛ,
интернализуются в эндосомах и лизосомах, после
чего происходит разгрузка наночастиц.

Эти факты демонстрируют применимость им-
мунолипосом, содержащих адресные углеводные
векторы, для создания белковых вакцин [258].

Приведенные выше примеры показывают, что
конъюгирование с олигосахаридами и гликанами
может с успехом использоваться в противоопухоле-
вой терапии, как и конъюгирование с антителами.

ГЛИКОМИМЕТИКИ
И МОДИФИЦИРОВАННЫЕ УГЛЕВОДЫ

Несмотря на огромное структурное разнооб-
разие углеводных скаффолдов и практически
неограниченные возможности для их использо-
вания в качестве селективных векторов для моле-
кулярного распознавания, углеводные лиганды
имеют ряд недостатков. Поскольку между углево-
дами и белками реализуются только низкоэнерге-
тические взаимодействия (водородные связи, хе-
латирование металлов, солевые мостики и слабые
гидрофобные контакты), эффективное связыва-
ние с лектинами (белками) обычно возможно в
высоком микромолярном–миллимолярном диа-
пазоне концентраций [259, 260]. Эти слабые взаи-
модействия не могут компенсировать энтальпий-
ные потери, возникающие при десольватации по-
лярного лиганда и сайта связывания, поэтому
мультивалентные взаимодействия с лектинами,
как правило, более выигрышны. Легкость, с ко-
торой растворитель способен вытеснять угле-
водный лиганд из белкового сайта, приводит к
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Рис. 17. Модификация клеток NK-92 лигандами CD22 (X–XII) с помощью гликоинженерии, приводящая к повыше-
нию способности нацеливания и связывания клеток NK-92 с CD22-позитивными клетками, что приводит к более эф-
фективному лизису раковых клеток-мишеней.
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серьезному уменьшению времени циркуляции –
попав в кровоток, углеводы очень быстро подвер-
гаются почечной экскреции.

И, наконец, природные углеводные лиганды
ограниченно применимы в пероральной терапии,
поскольку они имеют низкую способность к про-
никновению через слой энтероцитов в кишечни-
ке. Такое пассивное проникновение характерно
для молекул с низкой молекулярной массой,
ограниченной полярной поверхностью и неболь-
шим количеством доноров и акцепторов Н-связи
(правила Липинского и Вебера) [261]. Исходя из
этого, перспективным направлением является со-
здание гликомиметиков и/или “точечно” моди-
фицированных углеводов – соединений, способ-
ных имитировать структуру и функциональные
группы природных углеводов при связывании с
белковыми мишенями [229, 235], что было проде-
монстрировано в предыдущем разделе. По срав-
нению с природными углеводными лигандами,
хорошо сконструированные гликомиметики име-
ют повышенную аффинность к мишени, боль-
шую биодоступность и длительные периоды по-
лувыведения из организма. Эффективность этого
подхода подтверждается успешными примерами
клинического использования ряда препаратов.
Например, осельтамивир (Tamiflu) и занамивир
(Relenza) являются гликомиметическими инги-
биторами нейраминидазы гриппа (рис. 19). Они
способны ингибировать расщепление концевых
остатков сиаловой кислоты (Neu5Ac) на клетках-
хозяевах, останавливая тем самым размножение
вируса [262, 263]. Миглустат − ингибитор глюко-
зилцерамидсинтетазы, используется при лечении
болезни Гоше I типа для предотвращения накоп-

ления глюкозилцерамида [264]. Успешным се-
мейством терапевтических гликомиметиков яв-
ляются ингибиторы α-глюкозидазы (миглитол b,
воглибоза), которые применяются для лечения
диабета и лизосомальных нарушений [265].

Гликомиметики используются в качестве анти-
генов в углеводно-конъюгатных вакцинах [266].
Установлено, что синтетические гликомиметиче-
ские структуры усиливают иммуногенность и при
правильном дизайне могут вызывать выработку
антител, которые перекрестно реагируют с при-
родными гликанами.

ДИЗАЙН ГЛИКОМИМЕТИКОВ
И МОДИФИЦИРОВАННЫХ УГЛЕВОДОВ

Уменьшение площади полярной поверхности
лиганда, как правило, усиливает связывание ли-
ганда с мишенью путем создания новых гидро-
фобных контактов с белком, а также благодаря
снижению энтальпийного вклада, обусловленно-
го эффектами десольватации [267]. Удаление по-
лярных функциональных групп, не вовлеченных
в связывание с белками, чаще всего гидроксиль-
ных групп, усиливает эти взаимодействия. Для
улучшения аффинности при создании гликоми-
метиков на основе углеводных молекул очень ча-
сто используют концепцию биоизостерного за-
мещения функциональных групп (табл. 2).

Например, фторированные миметики глико-
пептидов (XV) на основе MUC-1 перекрестно ре-
агируют с сывороточными антителами мышей,
которые были вакцинированы природным анти-
геном (рис. 20) [268]. Атом фтора также можно
использовать в качестве подходящей замены ато-

Рис. 19. Гликомиметики, применяемые в клинической практике.
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ма водорода благодаря небольшому размеру и от-
носительной гидрофобности; замена аксиально-
го C3-протона на фтор в сиаловой кислоте
(Neu5Ac) позволяет получить модифицирован-
ный моносахарид (XVI) − эффективный ингиби-
тор сиалилтрансферазы [269].

Введение гидрофобной группы в “несвязыва-
ющее” положение лиганда нарушает сольвата-
цию лиганда водой и, как следствие, уменьшает
энтальпию десольватации [270]. Для лектинов с

хорошо структурированными сайтами введение
гидрофобных фрагментов часто создает термоди-
намически благоприятные возможности связы-
вания. Например, модифицированные моносаха-
риды − лиганды сиглека-2 (CD22), содержащие
C9-амидный ароматический фрагмент, C4-ациль-
ный заместитель и н-алкил в C2-положении
Neu5Ac (соединения (XVIII), (XIX) и (XX)), обла-
дают на несколько порядков большей аффинно-
стью по отношению к белковым рецепторам по
сравнению с лигандом (XVII) (рис. 20) [271].

Еще одной стратегией, используемой при со-
здании гликомиметиков, является конструиро-
вание ковалентных ингибиторов [272, 273]. На-
пример, модифицированный моносахарид (XXI)
(рис. 20) эффективно таргетирует LecA Pseudomo-
nas aeruginosa, ковалентно связываясь с Cys62,
при этом увеличивается время циркуляции ли-
ганда [274].

И, наконец, для улучшения эффективности
связывания используются лиганды, способные
имитировать мультивалентные взаимодействия,
характерные для природных углеводных лиган-
дов, как, например, в случае конструирования
антагонистов DC-SIGN – производных соедине-
ния (XXII), эффективных в наномолярных кон-
центрациях (рис. 21) [275, 276].

Таблица 2. Примеры биоизостерных групп
Исходная группа Возможная биоизостерная группа
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O S
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O

NH2

O
S
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Рис. 20. Различные типы модифицированных углеводов.
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Применение гликомиметиков и модифициро-
ванных моно- и олигосахаридов вместо природных
углеводов позволяет не только увеличить аффин-
ность связывания таргетного вектора с белковой
мишенью, но также улучшить фармакокинетиче-
ские свойства лиганда: предотвратить его фер-
ментативный гидролиз, улучшить биодоступ-
ность, увеличить времена выведения и циркуля-
ции от секунд и минут (в случае природных
углеводов) до часов (при использовании миметиков
и “точечно” модифицированных углеводов) [270].

Таким образом, парадигма дизайна адресных
углеводных или углеводоподобных лигандов,
нацеленных на белковые мишени, сводится к по-
иску сложного набора компромиссов между селек-
тивностью, аффинностью и фармакокинетически-
ми параметрами создаваемых векторов. Природные
углеводные лиганды обладают несомненным пре-
имуществом, обусловленным высокой селективно-
стью по отношению к белковым рецепторам, при-
чем различные олигосахариды способны предпо-
чтительно таргетировать один сайт связывания
при наличии множества структурно похожих ре-

цепторов. При этом они обладают, как правило,
невысокой аффинностью и неудовлетворитель-
ными фармакокинетическими профилями. Уг-
леводные миметики и модифицированные угле-
воды, напротив, при некоторой потере селек-
тивности выигрывают благодаря аффинности
связывания и улучшенным фармакокинетиче-
ским параметрам.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Использование углеводных молекул, модифи-

цированных углеводов и гликомиметиков не
только в качестве векторов адресной доставки, но
и в виде “независимых” терапевтических агентов
может рассматриваться как одно из перспектив-
ных направлений медицинской химии. Эти со-
единения обладают уникальными способностями
селективно и с высокой аффинностью связывать-
ся с белковыми рецепторами, имеют хорошую
растворимость в воде, проявляют высокую био-
совместимость и обеспечивают хорошую ста-
бильность инкапсулирования. Приведенные в
этом обзоре данные по адресной доставке с при-

Рис. 21. Гексадентатный гликоконъюгат.
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менением моносахаридов, углеводных наноча-
стиц, а также использованию олигосахаридов,
гликомиметиков и точечно модифицированных
углеводов в таргетировании лектиновых мише-
ней и иммунотерапии подчеркивают привлека-
тельность и несомненную практическую востре-
бованность этого направления исследований. При
этом стоит учитывать, что несмотря на неоспори-
мые достоинства углеводных адресных систем,
эта научная область таит в себе многие “подвод-
ные рифы”, о которые “разбиваются мечты” о со-
здании идеального таргетного препарата для пер-
сонализированной медицины.

Так, учитывая уникальные таргетные способ-
ности векторов, содержащих фрагменты GalNAc,
биоконъюгаты GalNAc–ON и GalNАc–siRNA для
лечения заболеваний печени заняли свое место на
фармацевтическом рынке, а также проходят кли-
нические испытания для терапии гепатита В,
гемофилии, сердечно-сосудистых заболеваний,
тромбоза и ряда других болезней. Наряду с этим
нужно помнить, что моносахариды, как и другие
малые терапевтические молекулы, обладают ток-
сичностью и рядом побочных эффектов (напри-
мер, галактоза наносит существенный вред боль-
ным с галактоземией [277], конъюгаты GalNАc–
ON в некоторых случаях нефротоксичны [38, 278],
D-галактозамин способен поражать клетки пече-
ни [279]).

В случае дизайна адресных углеводных нано-
частиц предложен ряд привлекательных концеп-
ций доставки терапевтических агентов к целе-
вым тканям и органам. При этом к нерешенным
проблемам относится преодоление механизмов
выведения ксенобиотиков из организма, что при-
водит к неудовлетворительным временам цирку-
ляции наноконтейнеров, нагруженных терапев-
тическими агентами. Большинство углеводных
наночастиц обеспечивает доставку за счет пас-
сивного, а не активного транспорта, обладая низ-
кой адресностью нацеливания, при этом также
наблюдается низкая воспроизводимость экспе-
риментов ввиду неоднородности состава полиса-
харидов, формирующих наноструктуру, и про-
блемы с масштабированием. Отдельным вызовом
в этой области является отсутствие релевантных
биологических моделей для оценки эффективно-
сти препаратов, инкапсулированных в наноча-
стицы. Из-за вышеупомянутых сложностей за по-
следние 15 лет на клинические испытания было
выведено только 13 наносистем с активным тар-
гетированием для доставки лекарств, причем толь-
ко одна из них на основе углеводов, а именно на
основе ПЭГ-функционализированных цикло-
декстринов, инкапсулирующих siRNA [280]. Хоро-
шей альтернативой углеводным наноконтейнерам
являются неуглеводные наночастицы, декориро-
ванные адресными углеводными лигандами или
точечно модифицированными сахаридами.

Известно множество успешных примеров те-
рапевтических гликоконъюгатов, способных тар-
гетировать различные семейства лектинов. Это
направление исследований, несомненно, имеет
существенный потенциал развития, однако нужно
учитывать, что в подавляющем большинстве слу-
чаев лектины экспрессируются не только “пора-
женными”, тканями, но и здоровыми клетками.

Еще одна сложность заключается в том, что
вопреки высокой селективности углеводных ли-
гандов к целевому рецептору, они, как правило,
обладают низкими значениями аффинности и
неудовлетворительными фармакокинетически-
ми профилями. Эта проблема может эффективно
решаться применением вместо природных угле-
водов гликомиметиков или модифицированных
углеводов, которые, как правило, при некоторой
потере селективности выигрывают благодаря зна-
чительно большей аффинности связывания и
улучшенным фармакокинетическим параметрам.
Кроме того, современные методы олигосахарид-
ного синтеза позволяют осуществлять стерео-
контролируемое построение гликозидных свя-
зей [281] и получать как пиранозидные, так и фу-
ранозидные производные [282], что открывает
возможности для создания углеводных векторов
практически любой сложности [283]. Приведенные
в обзоре примеры показывают, что конъюгирова-
ние терапевтического агента с “точечно” модифи-
цированными углеводами может использоваться в
противоопухолевой терапии, как минимум, не ме-
нее эффективно, чем конъюгирование с антите-
лами.

Лечение многих болезней может быть направ-
лено на контрольные иммунные точки, которые
не дают иммунной системе вызывать сильный от-
вет против соответствующего патогена. В послед-
нее десятилетие был достигнут большой прогресс
в понимании роли сиглеков в функционирова-
нии иммунных клеток в качестве контрольных
точек иммунитета, выполняющих важную роль
при развитии различных видов рака, болезни
Альцгеймера, аутоиммунных заболеваний и ал-
лергии [234]. Поэтому появившееся в 2020 г. со-
общение о возможности нацеливания NK-клеток
на опухолевые ткани с применением модифици-
рованных сахаридов – лигандов сиглека CD22 –
является новым трендом в химии углеводов [111],
и это направление, с нашей точки зрения, ожида-
ет динамичное развитие в ближайшие годы.

И, наконец, при лечении рака возникает во-
прос: как именно происходят посттрансляцион-
ные модификации опухолевых белков, включая
их гликозилирование в ответ на иммунный от-
клик организма или на применение терапевтиче-
ских средств? С развитием заболевания могут ме-
няться профили опухолевых гликопротеиновых
рецепторов, поэтому эффективные на первом
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этапе лечения опухоли таргетные гликоконъюга-
ты могут оказаться бесполезными по мере ее ро-
ста. Можно ли как-то прогнозировать измене-
ния, происходящие с опухолевыми рецепторами
и своевременно разрабатывать новые системы их
таргетирования? Очевидно, эти вопросы будут
являться основными для медицинской химии уг-
леводов в ближайшие годы.
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Target Delivery Using Carbohydrate Systems: Expectations and Reality
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At the end of the twentieth century, the world entered the era of high-tech and personalized medicine, char-
acterized by the development of targeted drugs. Selective delivery of drugs is recognized as one of the most
effective methods for increasing the effectiveness and safety of therapy. This review is devoted to the study of
the possibilities of using carbohydrates for the target delivery of drugs, in particular, in the treatment of on-
cological diseases. The works in which the possibilities of using mono- and oligosaccharides as vector ligands
for interaction with tumor- and tissue-specific receptors have been analyzed, examples of conjugation of car-
bohydrates with chemotherapeutic agents were discussed, photodynamic therapy agents, substrates for in vi-
tro and in vivo imaging are described. Separate sections of this review are focused on the possibility of using
polysaccharides as nanocontainers for the selective delivery of active substances, including nucleic acids, as
well as the use of carbohydrates in tumor immunotherapy. The problems and prospects of the biomedical ap-
plication of carbohydrates and their mimetics as vectors for targeted delivery are considered.

Keywords: carbohydrates, target delivery, carbohydrate vectors, nanoparticles, glycomimetics
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6-О-Ацетилированные производные D-гексопиранозидов являются ценными промежуточными
продуктами в синтетической химии углеводов. Мы разработали новый простой метод избиратель-
ного ацетилирования первичной гидроксильной группы в метил-D-гексопиранозидах, заключаю-
щийся во взаимодействии со смесью уксусного ангидрида и уксусной кислоты при 50°С, в резуль-
тате чего образуются соответствующие 6-ацетаты с выходами 40–50%.

Ключевые слова: избирательное 6-О-ацетилирование, метил-D-гексопиранозид, уксусная кислота, аце-
тангидрид
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ВВЕДЕНИЕ
Производные моно- и олигосахаридов, содер-

жащие ацетильную группу при О6 и свободные
гидроксильные группы в положениях 2, 3 и 4, ши-
роко используются в химии углеводов как исход-
ные соединения для дальнейших манипуляций с
защитными группами [1–6] или как гликозил-ак-
цепторы в реакциях гликозилирования [7–10].
6-О-Ацетилированные производные моносаха-
ридов, вторичные гидроксильные группы кото-
рых несут отличные от ацетатов защитные груп-
пы, находят применение в олигосахаридном
синтезе, причем 6-О-ацетильные группы могут
контролировать стереохимический результат ре-
акций гликозилирования [11, 12].

Наиболее эффективным методом избиратель-
ного введения 6-О-ацетильной группы является
энзиматическое ацетилирование в присутствии
липаз из различных источников; в качестве доно-
ра ацетильной группы обычно используется ви-
нилацетат [7–10, 13, 14]. Выходы 6-О-ацетилиро-
ванных производных в этих реакциях могут до-
стигать 90%. Однако коммерческие ферментные
препараты достаточно дороги, поэтому химиче-
ские методы избирательного ацетилирования пер-
вичной гидроксильной группы в незащищенных
гексопиранозидах также являлись предметом ря-
да исследований. Были предложены новые реа-
генты (например, N-ацетилимидазол в присут-

ствии гидроксида тетраметиламмония [15]) и ка-
тализаторы селективного 6-О-ацетилирования (в
частности, производные 4-диметиламинопириди-
на [16], соли лантанидов [17] и скандия [18]). В ряде
случаев (см., например, работу Bianco et al. [17]),
эффективность и селективность химических ме-
тодов не уступала таковым для ферментативных
реакций. Избирательное 6-О-ацетилирование с
использованием ацетилхлорида в присутствии про-
странственно затрудненных аминов также про-
демонстрировало достаточно высокую эффек-
тивность [19].

Недавно мы показали, что уксусная кислота и
уксусный ангидрид способны в отсутствие ката-
лизаторов избирательно ацетилировать первичную
гидроксильную группу в метил-2,3-ди-О-бензоил-
α-D-глюкопиранозиде, результатом чего являет-
ся образование соответствующего 6-О-ацетильного
производного с высоким выходом [20]. В настоя-
щей статье мы описываем использование анало-
гичной реакции для моноацетилирования неза-
щищенных метил-D-гексопиранозидов (I–V) с
получением соответствующих 6-ацетатов (VI–X).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Свободные метил-D-гексопиранозиды практи-

чески нерастворимы в уксусном ангидриде, поэто-
му исходные соединения (I–V) сначала растворяли
в уксусной кислоте, затем прибавляли уксусный ан-
гидрид (объемное соотношение Ас2О–АсОН 1 : 2) и
полученные растворы нагревали при 50 °С, кон-

# Автор для связи: (тел., факс: +7 (499) 135-87-84; эл. почта:
nen@ioc.ac.ru).

УДК 547.455.643:547.292
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тролируя протекание реакции методом ТСХ (схе-
ма 1). Реакцию останавливали, когда содержание
исходного метилгликозида в реакционной смеси
примерно равнялось содержанию продуктов ди-
и триацетилирования.

Схема 1. 6-О-Ацетилирование
гексопиранозильных тетраолов (I–V).

Моноацетилированные производные выделя-
ли колоночной хроматографией на силикагеле в
системе хлороформ–метанол (4 : 1) с выходом
50–60% (табл. 1). По данным ЯМР, главными ком-
понентами полученных хроматографически одно-
родных продуктов являлись 6-ацетаты (VI–X),
идентифицированные по характерному слабо-
польному положению сигналов протонов при С6
в спектрах 1Н-ЯМР. Минорными компонентами
являлись моноацетилированные производные,
несущие ацетильную группу на вторичных гид-
роксильных группах. Об этом свидетельствовало
присутствие в спектрах 1Н-ЯМР минорных сиг-
налов протонов Н1, а также сигналов в слабом по-
ле (δ > 4.7 м.д.), отвечающих кольцевым прото-
нам в положениях, несущих ацетильную группу.
Количество вторичных ацетатов во фракции мо-
ноацетилированных производных варьировалось
от 7 до 30% в зависимости от структуры исходного
метилгликозида.

Наиболее высокая региоселективность 6-О-
ацетилирования наблюдалась в случае α-метил-
глюкозида (I), наименьшая – в случае α-метилга-
лактозида (III). β-Метилглюкозид (II), β-метилга-
лактозид (IV) и α-метилманнозид (V) занимали
промежуточное положение (табл. 1). Поиск
условий хроматографической очистки 6-О-аце-
тилированных производных (VI–X) от примесей
вторичных ацетатов не привел к успеху. Соедине-
ния (VII–IX) были выделены в чистом виде кри-
сталлизацией (табл. 1).

Таким образом, смесь уксусного ангидрида и
уксусной кислоты избирательно ацетилирует пер-
вичную гидроксильную группу в незащищенных
гексопиранозидах, в результате чего образуются
соответствующие 6-О-ацетилированные произ-
водные с выходами 50–60%. Предлагаемый метод
не уступает в ряде случаев известным методам изби-
рательного ацетилирования первичных гидрок-
сильных групп в производных углеводов [15, 16, 18].
Умеренные выходы целевых продуктов компен-
сируются простотой реакции и отсутствием не-
обходимости использования малодоступных или
дорогостоящих катализаторов.

O

OH
HO

OMeHO
HO O

OAc
HO

OMeHO
HO

Ac2O−AcOH

50°C

(I−V) VI−X)(

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Тонкослойную хроматографию проводили на

пластинках с силикагелем Kieselgel 60 F254 (Merck,
Германия), вещества обнаруживали опрыскива-
нием раствором орцинола (180 мг орцинола в
смеси 85 мл воды, 10 мл ортофосфорной кислоты
и 5 мл этанола) с последующим нагреванием при
~150°С. Колоночную хроматографию проводили
на силикагеле Silica gel 60 (40–63 мкм; Merck, Гер-
мания). Оптическое вращение измеряли на циф-
ровом поляриметре P-2000 (JASСO, Япония) при
комнатной температуре. Температуры плавления
определяли на столике Кофлера. Спектры ЯМР ре-
гистрировали при 25°С на спектрометре AMX-400
(Bruker, Швейцария) в D2O. Отнесение сигналов
проводили с использованием методик двумерной
корреляционной спектроскопии COSY и HSQC.
Обозначения 2-Ас, 3-Ас и 4-Ас в описании спек-
тров 1Н-ЯМР соответствуют метил-D-гексопира-
нозидам, несущим ацетильную группу в положе-
нии 2, 3 или 4 соответственно.

Общая методика 6-О-ацетилирования. К раствору
метил-D-гексопиранозида в АсОН (1–3 мл/100 мг)
прибавили по каплям Ас2О (0.5 объема АсОН)
при 50°С. Смесь перемешивали при этой темпе-
ратуре, контролируя протекание реакции ТСХ в
системе CHCl3–MeOH (4 : 1). Когда визуально
содержание исходного гексопиранозида (Rf 0.10–
0.15) и суммы продуктов ди- (Rf 0.55–0.65) и три-
ацетилирования (Rf 0.80–0.85) становилось рав-
ным (7–10 ч), смесь охлаждали, упаривали, затем
остаточные АсОН и Ас2О удаляли соупариванием
со смесью EtOH–толуол. Из остатка колоночной
хроматографией (CHCl3–MeOH 95 : 5 → 9 : 1)
выделяли хроматографически однородную фрак-
цию продуктов моноацетилирования (Rf 0.40–
0.45, CHCl3–MeOH (4 : 1)).

Метил-6-О-ацетил-α-D-глюкопиранозид (VI).
После колоночной хроматографии получено со-
единение (VI) в виде бесцветного сиропа с общим
выходом 58%, содержащее ~7% ацетатов по вто-
ричным гидроксилам. 1Н-ЯМР (400 МГц, D2O, δ,
м.д., J, Гц): 5.13 (т, 0.03Н, J 9.5, Н3 3-Ас), 4.97 (д,
0.025Н, J1,2 3.7, Н1 2-Ас), 4.86 (д, 0.05Н, J1,2 4.0, Н1
2-Ас и 3-Ас), 4.81 (д, 1Н, J1,2 3.8, Н1), 4.41 (дд, 1Н,
J6a,5 2.4, J6a,6b 12.5, H6a), 4.30 (дд, 1Н, J6b,5 5.3, Н6b),
3.85 (ддд, 1Н, Н5), 3.68 (т, 1Н, J 9.4, Н3), 3.58 (дд,
J2,3 9.8, H2), 3.46 (т, 1Н, J 9.5, Н4), 3.42 (с, 3Н,
СН3О), 2.14 (с, 3Н, СН3СО). 13С-ЯМР (100 МГц,
D2O, δ, м.д.): 175.0 (СО), 100.3 (С1), 73.9 (С3), 72.1
(С2), 70.5 (С4), 70.2 (С5), 64.3 (С6), 56.1 (СН3О),
21.1 (СН3СО). Данные спектров ЯМР соедине-
ния (VI) хорошо согласуются с данными, приве-
денными в работе Jansson et al. [21].

Метил-6-О-ацетил-β-D-глюкопиранозид (VII).
После колоночной хроматографии получена фрак-
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ция моноацетатов (выход 62%), содержащая 6-аце-
татат (VII) и ацетаты по вторичным гидроксилам
(~12%). 1Н-ЯМР (400 МГц, D2O, δ, м.д., J, Гц):
4.98 (т, 0.06Н, J 9.1, Н3 3-Ас), 4.80 (т, 0.04Н, J 9.4,
Н4 4-Ас), 4.69 (т, 0.04Н, J 9.2, Н2 2-Ас), 4.58 (д,
0.04Н, J1,2 8.1, Н1 2-Ас), 4.49 (д, 0.06Н, J1,2 8.1, Н1
3-Ас), 4.43 (дд, 1Н, J6a,5 2.2, J6a,6b 12.2, Н6a), 4.40 (д,
1Н, J1,2 7.9, Н1), 4.30 (дд, 1Н, J6b,5 5.1, H6b), 3.69–
3.64 (м, 1Н, Н5), 3.56 (с, 3Н, СН3О), 3.53–3.44 (м,
2Н, Н3, Н4), 3.27 (т, 1 Н, J 8.8, Н2), 2.14 (с, 3Н,
СН3СО). 13С-ЯМР (100 МГц, D2O, δ, м.д.): 175.0
(СО), 104.3 (С1), 76.5 (С3), 74.2 (С5), 74.0 (С2), 70.4
(С4), 64.1 (С6), 58.2 (СН3О), 21.1 (СН3СО). Данные
спектров ЯМР соединения (VII) хорошо согласу-
ются с данными, приведенными в работе Jansson
et al. [21]. Кристаллизацией из смеси EtOH–Et2O
выделено соединение (VII) (38%) в виде бесцвет-

ных кристаллов, т. пл. 129–131°С, [α]D –26° (c 1,
EtOH). Литературные данные [22]: т. пл. 128–
129°С, [α]D –34° (вода).

Метил-6-О-ацетил-α-D-галактопиранозид (VIII).
После колоночной хроматографии получена фрак-
ция моноацетатов (выход 51%), содержащая 6-
ацетат (VIII) и ацетаты по вторичным гидрокси-
лам (~30%). 1Н-ЯМР (400 МГц, D2O, δ, м.д., J,
Гц): 5.34 (д, 0.14Н, J3,4 3.3, Н4 4-Ас), 5.04–5.00 (м,
0.60Н, Н1 2-Ас, Н2 2-Ас, Н3 3-Ас), 4.91 (д, 0.34Н,
J1,2 4.1, Н1 3-Ас, Н1 4-Ас), 4.85 (д, 1Н, J1,2 2.9, Н1),
4.32 (дд, 1Н, J6a,5 4.1, J6a,6b 11.6, H6a), 4.25 (дд, 1Н,
J6b,5 8.1, Н6b), 4.13 (м, 1Н, Н5), 4.01 (уш. с, 1Н, Н4),
3.83 (м, 2Н, Н2, Н3), 3.41 (с, 3Н, СН3О), 2.13 (с,
3Н, СН3СО). 13С-ЯМР (100 МГц, D2O, δ, м.д.):
174.9 (СО), 100.3 (С1), 70.1 (С3), 70.0 (С4),

Таблица 1. Ацетилирование метил-D-гексопиранозидов смесью Ас2О–АсОН

* По данным интегрирования характеристичных сигналов в спектрах 1Н-ЯМР.
** Сиропообразный продукт.

Исходные метил-D-
гексопиранозиды

(I–V)

Время 
реакции, ч

6-Ацетаты
(VI–X)

Суммарный 
выход фракции 

моноацетатов, %

Содержание 
моноацетатов
по вторичным 

ОН-группам*, %

Выход 
кристаллического 

6-ацетата, %

(I)

10

(VI)

58 7 –**

(II)

10

(VII)

62 12 38

(III)

7

(VIII)

51 30 28

(IV)

9

(IX)

57 14 38

(V)

10

(X)

61 14 –**
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69.1 (С5), 68.9 (С2), 65.0 (С6), 55.9 (СН3О), 21.1
(СН3СО). Данные спектров ЯМР соединения (VIII)
хорошо согласуются с данными, приведенными в
работе Jansson et al. [21]. Кристаллизацией из сме-
си EtOH–Et2O получено соединение (VIII) (вы-
ход 28%) в виде бесцветных кристаллов, т. пл.
157–159°С, [α]D +147° (c 1, EtOH). Литературные
данные [23]: т. пл. 154–156°С, [α]D +160° (EtOH).

Метил-6-О-ацетил-β-D-галактопиранозид (IX).
После колоночной хроматографии получена
фракция моноацетатов (выход 57%), содержащая
6-ацетат (IX) и ацетаты по вторичным гидрокси-
лам (~14%). 1Н-ЯМР (400 МГц, D2O, δ, м.д., J,
Гц): 5.30 (д, 0.05Н, J3,4 3.5, Н4 4-Ас), 4.92 (дд,
0.04Н, J1,2 8.1, J2,3 10.1, Н2 2-Ас), 4.87 (дд, 0.07Н,
J2,3 10.1, J3,4 3.4, Н3 3-Ас), 4.52 (д, 0.04Н, J1,2 8.1, Н1
2-Ас), 4.44 (д, 0.07Н, J1,2 8.1, Н1 3-Ас), 4.41 (д,
0.05Н, J1,2 7.9, Н1 4-Ас), 4.33 (д, 1Н, J1,2 7.9, Н1),
4.29 (д, 2Н, J6,5 6.2, 2 Н6), 3.96 (д, 1Н, J3,4 3.5, Н4),
3.92 (т, 1Н, J5,6 6.2, Н5), 3.66 (дд, 1Н, J3,4 3.5,
J2,3 10.0, Н3), 3.57 (с, 3Н, СН3О), 3.51 (дд, 1Н,
J2,3 10.0, J1,2 7.9, Н2), 2.13 (с, 3Н, СН3СО). 13С-ЯМР
(100 МГц, D2O, δ, м.д.): 174.9 (СО), 104.7 (С1), 73.5
(С3), 73.5 (С5), 71.4 (С2), 69.5 (С4), 64.7 (С6), 58.1
(СН3О), 21.1 (СН3СО). Данные спектров ЯМР
соединения (IX) хорошо согласуются с данными,
приведенными в работе Jansson et al. [21]. Кри-
сталлизацией из смеси EtOH–Et2O получено со-
единение (IX) (выход 38%) в виде бесцветных кри-
сталлов, т. пл. 146–148°С, [α]D –11° (c 1, EtOH).
Литературные данные [24]: т. пл. 142–145°С,
[α]D –14° (EtOH).

Метил-6-О-ацетил-β-D-маннопиранозид (X). По-
сле колоночной хроматографии получено соеди-
нение (X) в виде бесцветного сиропа с общим вы-
ходом 61%, содержащее ~14% ацетатов по вторич-
ным гидроксилам. 1Н-ЯМР (400 МГц, D2O, δ, м.д.,
J, Гц): 5.03 (дд, 0.05Н, J1,2 1.6, J2,3 3.5, Н2 2-Ас),
4.96 (т, 0.04Н, J 9.5, Н4 4-Ас), 4.93 (дд, 0.07Н,
J2,3 3.4, J3,4 9.8, Н3 3-Ас), 4.69 (уш. с, 1Н, Н1), 4.37
(дд, 1Н, J6а,5 2.2, J6a,6b 12.2, Н6а), 4.22 (дд, 1Н, J6b,5
5.6, Н6b), 3.88 (дд, 1Н, J1,2 1.8, J2,3 3.1, Н2), 3.70 (м,
1Н, Н5), 3.67 (дд, 1Н, J3,4 9.4, Н3), 3.64 (т, 1Н, J 9.7,
Н4), 3.34 (с, 3Н, СН3О), 2.08 (с, 3Н, СН3СО). Дан-
ные спектра 1Н-ЯМР соединения (X) хорошо со-
гласуются с данными, приведенными в работе
Lassfolk et al. [25]. 13С-ЯМР (100 МГц, D2O, δ,
м.д.): 175.2 (СО), 102.0 (С1), 71.4 (С3), 71.1 (С5),
70.8 (С2), 67.6 (С4), 64.6 (С6), 55.8 (СН3О), 21.2
(СН3СО).
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Selective Acetylation of the Primary Hydroxyl Group in Methyl D-Hexopyranosides 
with a Mixture of Acetic Anhydride and Acetic Acid
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#Fax: +7 (499) 135-97-84; е-mail: nen@ioc.ac.ru

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

6-O-Acetylated derivatives of D-hexopyranosides are valuable intermediates in synthetic carbohydrate chem-
istry. We have developed a new simple procedure for selective acetylation of the primary hydroxyl group in
methyl D-hexopyranosides consisting in treatment with a mixture of acetic anhydride and acetic acid at 50°C.
As a result, corresponding 6-acetates were formed in 40–50% yield.
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ЧАСТЬ 1. АНАЛОГИ, ПОЛУЧЕННЫЕ ЗАМЕНОЙ АРИЛЬНЫХ 
ФРАГМЕНТОВ НА ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКИЕ СТРУКТУРЫ
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Ресвератрол – полифенольный фитоалексин, производное стильбена, исследованию физиологиче-
ских эффектов которого посвящено большое количество работ, в результате которых для него было
показано антиоксидантное, противоопухолевое, нейропротекторное, противовоспалительное, ан-
тибактериальное и противовирусное действие. В последние десятилетия большое внимание уделя-
лось созданию производных ресвератрола для улучшения его фармакологической активности и
фармакокинетики. Первая часть обзора посвящена синтетическим аналогам ресвератрола, полу-
ченным путем замены одного или двух фенильных фрагментов стильбенового остова на биоизо-
стерные гетероциклические структуры. Основное внимание уделено методам синтеза аналогов ре-
свератрола и проявляемой ими биологической активности.

Ключевые слова: ресвератрол, гетероциклические аналоги, антиоксиданты, противоопухолевая ак-
тивность, нейропротекторы, противовоспалительная активность
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ВВЕДЕНИЕ
Ресвератрол (3,5,4'-тригидрокистильбен) отно-

сится к фитоалексинам полифенольной природы –
группе широко распространенных соединений

растительного происхождения. Благодаря нали-
чию в структуре двойной связи С=С он может су-
ществовать в виде цис- и транс-конфигураций
(рис. 1), которые при определенных условиях до-
статочно легко переходят друг в друга.

В природных условиях преобладает более
устойчивый транс-ресвератрол, впервые обна-
руженный и выделенный в чистом виде япон-
ским исследователем M. Takaoka еще в 1940 г. из
одного из видов черемицы (Veratrum grandiflo-
rum) [1]. В дальнейшем этот фитоалексин был
идентифицирован во многих природных объек-
тах: коре сосны, орехах (арахис, фисташки), ка-
као-бобах, ягодах (малина, слива, виноград) и
др. В настоящее время основными природными
источниками ресвератрола являются экстракты
кожицы и семян винограда, а также экстракт
корней горца японского.

Интерес к ресвератролу резко возрос в 1992 г.,
когда была выдвинута гипотеза для объяснения
кардиопротекторных эффектов красного вина и
так называемого “французского парадокса” – от-
носительно низкой частоты сердечно-сосудистых

Сокращения: AChE – ацетилхолинэстераза; AMPK –
5'АМФ-активируемая протеинкиназа; Aβ – бета-амилоид;
CD – кластер дифференцировки; Cdk – циклинзависимая
протеинкиназа; COX – циклооксигеназа; DIBAL-H – ди-
изобутилалюминий-гидрид; IL – интерлейкин; iNOS –
индуцируемая NO-синтаза; LPS – липополисахариды;
LSD – лизинспецифическая гистондеметилаза; MAPK –
митоген-активируемая протеинкиназа; MOM – метокси-
метил; MW – микроволновое излучение; Myc – протоон-
когенный белок Myc; NF – ядерный фактор транскрип-
ции; PGC – коактиватор рецептора, активируемого про-
лифераторами пероксисом; PGE – простагландин; PMB –
пара-метоксибензил; PPAR – рецептор, активируемый
пролифератором пероксисом; ROS (Reactive oxygen spe-
cies) – активные формы кислорода; SIRT – сиртуин;
SPLET (Sequential proton-loss electron transfer) – отрыв про-
тона с последующим переносом электрона; TBAB – тетра-
бутиламмонийбромид; TERT – теломеразная обратная
транскриптаза; TLR – Toll-подобный рецептор; TNF – фак-
тор некроза опухоли; UCP – разобщающий митохондриаль-
ный белок; VEGF – фактор роста эндотелия сосудов; МАО –
моноаминоксидаза.
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заболеваний в тех регионах Франции, где совмест-
но с высококалорийной диетой с большим содер-
жанием насыщенных жиров употребляется значи-
тельное количество красного вина [2]. Последую-
щие многочисленные исследования, обобщенные
в ряде обзоров, показали наличие у ресвератрола
не только кардиопротекторных [3], но и противо-
опухолевых [4], нейропротекторных [5] и противо-
воспалительных свойств [6], а также способность
замедлять процессы старения и увеличивать про-
должительность жизни, что было показано для ря-
да организмов (дрожжи, черви, мухи и рыбы) [7, 8].
Многие из этих эффектов опосредованы выра-
женными антиоксидантными свойствами соеди-
нения [9].

Однако мультитаргетность действия ресвера-
трола на практике ассоциирована с относительно
невысокой клинической эффективностью. Недо-
статочная терапевтическая эффективность пре-
парата у человека многими авторами объясняется
низкой биодоступностью, связанной с очень
быстрой пресистемной элиминацией в кишечни-
ке и печени [10, 11]. В связи с этим проводится ак-
тивный поиск синтетических аналогов ресвера-
трола в направлении повышения фармакологи-
ческой активности или селективности действия,
а также оптимизации фармакокинетики. Пред-
ставленные в литературе модификации структу-
ры нативного соединения, в том числе с учетом
концепции биоизостерных замен, можно разде-
лить на три ключевых направления: 1) варьирова-
ние типа, числа и количества заместителей в
стильбеновом остове ресвератрола; 2) замена
арильных фрагментов на гетероциклические
структуры; 3) модификация линкера, соединяю-
щего бензольные кольца.

Первая часть обзора посвящена второму вари-
анту трансформации нативной структуры. Каж-
дая серия аналогов будет рассмотрена с точки зре-
ния подходов к синтезу и их биологической ак-
тивности.

ЗАМЕНА АРИЛЬНЫХ ФРАГМЕНТОВ
В РЕСВЕРАТРОЛЕ НА БИОИЗОСТЕРНЫЕ 

ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКИЕ СТРУКТУРЫ

Общая стратегия синтеза аналогов этого типа
обычно базируется на формировании непредель-
ного линкера, соединяющего циклические фраг-
менты независимо от их природы. Для этого ис-
пользуются как различные модификации реакции
Виттига, так и процессы кросс-сочетания в при-
сутствии металлокомплексных катализаторов.

Аналоги с антиоксидантной активностью

Антиоксидантные свойства ресвератрола во
многих случаях рассматриваются в качестве базо-
вой основы проявляемых им физиологических эф-
фектов. Поэтому множество работ посвящены
созданию аналогов ресвератрола с улучшенной
способностью подавлять негативные эффекты, вы-
зываемые ROS. С другой стороны, показанная в ря-
де исследований прооксидантная активность со-
единения также представляет несомненный ин-
терес. В случае гетероциклических аналогов
модулирование данных видов активностей в ос-
новном построено на создании гибридных моле-
кул за счет объединения в одной структуре не-
скольких фармакофоров. В последнее время та-
кой подход в медицинской химии привлекает
большое внимание. Примером может служить
синтез производных ресвератрола с включением
в структуру фрагмента витамина Е [12]. Ключевой
стадией получения структур (1) и (2) стала реакция
Виттига–Хорнера между предварительно синтези-
рованным альдегидом с хромановым остовом и со-
ответствующей серии диэтилфосфонатов (схема 1).

Кинетические исследования позволили уста-
новить, что антиоксидантное действие синтези-
рованных молекул согласуется с механизмом от-
рыва протона с последующим переносом электро-
на Sequential proton-loss electron transfer (SPLET), и
при этом фиксируется существенный рост анти-
радикальной активности по сравнению с роди-
тельскими структурами.

Рис. 1. Структуры изомеров ресвератрола.
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Схема 1. Синтез соединений (1) и (2). Реагенты и условия реакций: a – 2-метилбут-3-ен-2-ол, TFA;
b – Br2; c – Ac2O, AcOH, H2SO4; d – N-метилморфолин-N-оксид; e – 1. NH4OAc, 2. MeI, K2CO3;

f – (EtO)3P; g – NaH; h – NaH, EtSH.

В своих исследованиях [13, 14] мы также обра-
тились к созданию гибридных антиоксидантов,
включив в остов ресвератрола 3-гидроксипири-
диновый фрагмент – структурную основу таких
препаратов, как эмоксипин и мексидол. Синтез

аналогов проведен по схеме 2 и включает получе-
ние четвертичных пиридиниевых солей с после-
дующей их конденсацией в условиях реакции
Кнёвенагеля с коммерчески доступными альде-
гидами.

Схема 2. Синтез соединений (3–6). Реагенты и условия реакций: a – 1. CH3ONa, CH3OH, MW. 2. CH3I, MW или 
1. CH2N2, Et2O. 2. CH3I, CHCl3, MW; b – ArCHO, BuOH, пиперидин; c – Py ⋅ HCl.
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Большинство полученных производных пока-
зало высокую антирадикальную (в тесте ДФПГ)
и антиоксидантную (на модели железо-аскорбат
индуцированного окисления липидных мембран
митохондрий) активность, превышающую пара-
метры прототипа, при низкой токсичности. Наи-
лучшими характеристиками обладали производ-
ные (5b, c) и (6b, c).

Еще одним примером может служить синтез ги-
бридов ресвератрола и известного хелатирующего
агента – деферипрона [15]. Синтетическая схема 3
базируется на реакции Виттига, в рамках которой
илиды на основе койевой кислоты вводились во вза-
имодействие с доступными замещенными бензаль-
дегидами.

Схема 3. Синтез соединений (7–11). Реагенты и условия реакций: a – BnCl, MeOH, кипячение, 16 ч;
b – SOCl2, 2 ч; c – PPh3, CHCl3, 24 ч; d – NaOH; e – NH3 · H2O; f – MeNH2; g – 6 н HCl или BBr3.

Оценка in vitro показала, что большинство полученных соединений одновременно проявляют вы-
сокую антиоксидантную и металлхелатирующую активность. Наиболее перспективными оказались
производные (10i) и (11f).

На основе реакции кросс-сочетания (схема 4) были получены новые аналоги ресвератрола, содер-
жащие пяти- и шестичленные нитроксиды и изоиндолиновые нитроксиды [16].

Схема 4. Синтез соединений (12–14). Реагенты и условия реакций: 
a – K2CO3, Pd(OAc)2, Bu4NBr, DMF; b – 1. аскорбиновая кислота, N2, диоксан, H2O; 2. Et3N, AcCl;

c – Fe, AcOH; d – 1. KOAc, Pd(OAc)2, Bu4NBr, DMF, 2. MeONa, MeOH.
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К сожалению, их способность к перехвату
свободных радикалов не превзошла наблюдае-
мую для прототипа.

Аналоги с противоопухолевой активностью
Согласно имеющимся в литературе сведени-

ям противоопухолевые эффекты ресвератрола
могут реализовываться различными механизма-
ми, одним из которых является антимитотическое
действе путем воздействия на различные фазы
клеточного цикла. В частности, у ресвератрола вы-
явлена способность ингибировать функции мик-
ротрубочек. При этом установлено, что более эф-
фективным воздействием на тубулин обладают
его метоксилированные производные, например,

(E)-3,4,5,4ꞌ -тетраметоксистильбен (DMU-212) [17],
имеющий структурное сходство с известным при-
родным антимитотическим агентом комбретаста-
тином А-4 (рис. 2).

Учитывая вероятную ключевую роль триметок-
систирильного фрагмента в проявляемой актив-
ности, был синтезирован ряд аналогов DMU-212,
в которых 4-метоксифенильный фрагмент был
заменен на индольный, бензофурановый, бензо-
тиазольный или бензотиофеновый остатки [18].
В основу синтеза была положена реакция Витти-
га между соответствующими гетероциклически-
ми альдегидами и трифенилфосфониевыми со-
лями (схема 5).

Схема 5. Синтез соединений (15).

Было установлено, что именно аналоги, содер-
жащие транс-3,4,5-триметоксистирильный фраг-
мент (соединения (15a), (15d), (15f) и (15g) соот-
ветственно), продемонстрировали мощный инги-
бирующий эффект (со значениями GI50 < 1 мкМ)
в 85% из 60 исследованных линий раковых клеток
человека. При этом 3,4- и 3,5-диметоксизамещен-
ные производные показали значительно меньшее
ингибирование роста. Проведенное молекулярное

моделирование выявило, что четыре наиболее ак-
тивные соединения (15a), (15d), (15f) и (15g) эф-
фективно взаимодействуют с колхициновым сай-
том связывания тубулина.

Также была предпринята попытка создания ги-
бридной молекулы (схема 6) на основе ресвератрола
и известного ингибитора полимеризации тубулина –
2-анилинопиридин сульфонамида (E7010) [19].
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Рис. 2. Структуры DMU-212 и комбретастатина А-4.
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Схема 6. Синтез соединений (16). Реагенты и условия реакций: a – NaBH4, MeOH;
b – PBr3, CH2Cl2; c – PPh3, толуол; d – ArNH2, этиленгликоль; e – N,O-диметилгидроксиламин, AlMe3, CH2Cl2; 

f – DIBAL-H, CH2Cl2; g – NaH, THF.

Антипролиферативную активность соединений
исследовали на четырех раковых клеточных линиях
человека (A549, HepG2, HeLa и Du145). Были полу-
чены значения GI50 в диапазоне 2.1–20 мкМ. В от-
ношении клеточной линии HepG2 рака шейки
матки человека производные (16a) и (16k) показа-
ли в 13 раз более низкие значения GI50 по сравне-
нию с ресвератролом и в 1.1–2 раза более низкие
значения GI50 по отношению к E7010. Установлено,
что соединения (16a) и (16k) в рассматриваемой
клеточной линии активно взаимодействовали с
колхициновым сайтом связывания, ингибировали
сборку тубулина, деполимеризовали микротрубоч-
ки и останавливали клеточный цикл в фазе G2/M.
Также они продемонстрировали высокую эффек-
тивность и селективность на панели линий рако-
вых клеток человека NCI 60.

Антимитотическая активность оценивалась и
для стирилхиназолиновых аналогов [20], синте-
зированных в условиях реакции Кнёвенагеля по
схеме 7 [21].

Подавляющее большинство полученных про-
изводных показало ингибирующую активность
по отношению к трем раковым клеточным лини-

ям HeLa, HL-60 и A549 более выраженную, чем у
ресвератрола. При этом наиболее мощным цито-
токсическим эффектом обладало триацетильное
производное (17g), проявляющее в концентраци-
ях 2–10 мкМ цитостатический, а в концентрации
10 мкМ – цитоцидный эффект в отношении кле-
ток рака шейки матки человека HeLa. Было уста-
новлено, что соединение (17g) ингибирует про-
лиферацию клеток HeLa за счет остановки кле-
точного цикла в фазе G2/M, связанной с
активизацией экспрессии циклина B1, за счет
усиления фосфорилирования циклинзависимой
протеинкиназы 1 (Cdk1) и белка Cdc25C, а также
путем повышения уровня белка p21CIP1/WAF1 по
p53-зависимому механизму. Последующие ис-
следования показали, что в случае клеточной ли-
нии лейкемии HL-60 соединение (17g) стимули-
рует апоптоз Fas-опосредованным каспазо-8-за-
висимым путем через генерацию ROS и, в
меньшей степени, путем активации высвобожде-
ния цитохрома с и каспазы-9 [22].

Серия гибридных молекул, содержащих хино-
линовый фрагмент, была получена по синтетиче-
ской схеме 8, в основу которой положена реакция
Виттига [23].
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Схема 7. Синтез соединений (17).

Схема 8. Синтез соединений (18). Реагенты и условия реакций: a – PPh3, PhMe, кипячение;
b – HCl, Ac2O; c – POCl3 : DMF 3 : 1; d – NaOH, DMSO.
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Исследования активности, проведенные на
четырех клеточных линиях (HeLa, MDA-MB231,
MCF7 и MDA-MB468), показали, что три произ-
водные (18g), (18h), (18p) в виде Z-изомеров не
только обладали достаточно мощным антипроли-
феративным эффектом (IC50 < 4 мМ), но и пока-
зывали приблизительно двукратную селектив-
ность в отношении раковых клеток по сравнению
с нормальными клетками. Три других соедине-
ния (18a), (18i), (18j) в виде Z-изомеров показали
сравнительно хорошую активность со значения-
ми IC50 в диапазоне 4–10 мМ. Соединение (18b) в
виде Е-изомера проявило высокую активность
только в отношении MDA-MB468 (IC50 = 0.12 мМ),
вызывая значительное повреждение ДНК и оста-
навливая клеточный цикл в S-фазе. Производ-
ное (18g) в виде Z-изомера оказалось эффектив-
ным против всех исследованных раковых клеточ-
ных линий, вызывая остановку клеточного цикла
путем ингибирования полимеризации микротру-
бочек и, в конечном итоге, приводя к развитию
апоптоза. Эффект опосредован взаимодействием
соединения с тубулином в сайте связывания, ха-
рактерным для подофиллотоксина.

Наряду с прямым цитостатическим действием
оценивалась противоопухолевая активность ре-
свератрола, связанная с подавлением опухолево-
го ангиогенеза [24], в частности, путем влияния на
фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), сверх-
экспрессия производства которого встречается в
различных типах опухолевых клеток, способствует
их пролиферации и миграции при увеличении
проницаемости сосудов. Также сообщалось [25] о
влиянии ресвератрола на экспрессию генов, участ-
вующих в активации теломеразы – фермента, экс-
прессия которого ограничена или отсутствует в
нормальных соматических клетках человека, но
активирована у 90% злокачественных. С целью
повышения эффективности противоопухолевой
терапии предпринимаются попытки совмещения
высокой цитотоксической активности со способ-
ностью подавлять опухолевый ангиогенез и экс-
прессию генов, связанных с активацией теломе-
разы. Так, по реакции Хека был синтезирован ряд
пиридиновых и пиримидиновых аналогов ресве-
ратрола (схема 9) [26].

Cхема 9. Синтез соединений (19) и (20).

Соединения (19c), (19e), (19g), (19h) и (19i) де-
монстрировали более низкие значения IC50, чем
ресвератрол, в отношении опухолевой клеточ-

ной линии HT-29 и имели более высокие значе-
ния IC50 при исследовании на неопухолевой кле-
точной линии HEK-293. Наиболее активными ока-
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зались метоксизамещенные соединения (19g–i),
содержащие 4-пиридиновое кольцо.

Кроме того, соединение (19g) проявило спо-
собность снижать образование белка VEGF и экс-
прессию гена hTERT в концентрациях ниже зна-
чения IC50 по отношению к неопухолевым клет-
кам HEK-293. Для производного (19h) помимо
высокой цитотоксичности к HT-29 и снижения
продукции VEGF также показано уменьшение
экспрессии гена c-Myc. В то же время гидроксиза-
мещенные аналоги (20a–c) не проявили выражен-
ной активности, что также показано в работе [27],
где альтернативным путем было получено соеди-
нение (20c), которое проявило посредственную
цитотоксичность на уровне ресвератрола по от-
ношению к клеточным линиям рака поджелудоч-
ной железы AsPC-1, Capan-2 и BxPC-3.

Еще одной перспективной мишенью для со-
здания противоопухолевых средств является лизин-
специфическая гистондеметилаза (LSD1) – фер-
мент, играющий важную роль в росте и диффе-
ренцировке клеток, избыточная экспрессия
которого наблюдается при многих типах злокаче-
ственных новообразований и связывается с нача-
лом и прогрессированием роста опухоли. Было
показано, что ресвератрол проявляет сильное ин-
гибирующее влияние на активность LSD1, более
выраженное, чем у известного ингибитора –
транс-2-фенилциклопропиламина [28]. На осно-
ве структуры ресвератрола были предприняты
попытки создания новых обратимых ингибито-
ров LSD1 [29, 30], синтез которых на основе реак-
ции Виттига–Хорнера представлен на схеме 10.

Схема 10. Синтез соединений (21–23). Реагенты и условия реакций:
a – t-BuOH, t-BuOK; b – t-BuOK, DMF; c – NH2OH · HCl, Et3N, CH3OH, кипячение, 3–8 ч; d – BBr3, CH2Cl2.

В результате испытаний было выявлено не-
сколько соединений, ингибирующих LSD1, со
значениями IC50 в субмикромолярном диапазоне.
Соединение (22с) оказалось наиболее сильным
обратимым ингибитором LSD1 (IC50 = 283 нМ),
способным усиливать экспрессию суррогатного
клеточного биомаркера CD86 в клеточной линии
лейкемии человека THP-1. Соединение (22c) по-
казало хорошее ингибирование роста клеток
THP-1 и MOLM-13 согласно значениям IC50, ко-
торые составляли 5.76 и 8.34 мкМ соответствен-
но. Кроме того, соединение (22с) дозозависимо
подавляло деление клеток THP-1.

Стильбеновая структура ресвератрола с высо-
кой вероятностью предполагает у него наличие
эстроген-модулирующих эффектов, которые изу-
чались на различных клеточных линиях рака мо-
лочной железы (MCF-7, T47D, LY2 и S30). Было
установлено, что в присутствии эстрадиола ресве-
ратрол действует как антиэстроген и таким обра-
зом должен оказывать положительное влияние
при химиотерапии рака молочной железы [31].

Были предложены новые структуры (схема 11),
сочетающие в себе защищенный пиридоксино-
вый фрагмент и остов ресвератрола [32–34].
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Схема 11. Синтез соединений (24) и (25). Реагенты и условия реакций: a – (CH3)2CO, H+;
b – H2O, HCHO, NaOH, 70°C; c – SOCl2, CH2Cl2 или PhCH3, кипячение; d – PPh3, CH3CN, кипячение;

e – ArCHO, NaH, CH2Cl2 или THF; f – ArCHO, Et3N, CH2Cl2, кипячение; g – P(OEt)3, кипячение.

Синтезированные соединения были исследо-
ваны на наличие противоопухолевой активности
и цитотоксические эффекты in vitro. Установле-
но, что аналоги (E-25b) и (E-25c) не обладали ци-
тотоксичностью как по отношению к опухолевым
(MCF-7, SNB-19 и HCT-15), так и нормальным
(HEK-293) клеточным линиям, в то время как со-
единение (E-25a) оказывало более существенное
влияние на клетки HEK-293, чем на опухолевые
клетки. Наиболее перспективными оказались со-
единения (E-24b) и (E-24c), продемонстрировав-
шие высокую селективную эффективность в от-
ношении эстроген-зависимой клеточной линии
MCF-7 рака молочной железы (IC50 в диапазоне
1.9–7.9 мкМ). Соединение (E-24b) также показа-
ло четкую селективность в отношении эстроген-
зависимых клеток рака молочной железы MCF-7
по сравнению с эстроген-негативными клетками
рака молочной железы MDA-MB-231 (индекс се-
лективности 10), что свидетельствует о суще-
ственной роли рецепторов эстрогена в качестве
потенциальной мишени.

Аналоги с нейропротекторной активностью

Во множестве исследований было показано
нейропротекторное действе ресвератрола как пу-

тем предотвращения гибели нейронов от воздей-
ствия АФК благодаря прямому антиоксидантно-
му эффекту и активации сиртуина SIRT1, так и дру-
гими путями, например, через подавление роста
амилоидных бляшек (за счет преобразования рас-
творимых олигомеров и фибриллярных β-амилои-
дов в нетоксичную форму), снижения активации
микроглии (путем подавления провоспалительных
медиаторов или подавлением поляризации М1 и
активации поляризации М2), митохондриального
биогенеза (за счет стимуляции экспрессии PGC-1α
и активации AMPK), профилактики апоптотиче-
ской гибели клеток в гиппокампе (путем увеличе-
ние митохондриальной экспрессии UCP2 через ак-
тивацию PPAR-γ).

Дизайн гетероциклических аналогов ресвера-
трола с нейропротекторной активностью обычно
основывается на попытках создания многоцеле-
вых лигандов, что продиктовано сложным пато-
генезом нейродегенеративных заболеваний.

В работе [34] вышеописанные производные (25)
изучались в качестве ингибиторов моноаминок-
сидазы B – потенциальных средств для лечения
болезни Паркинсона. Большинство из них про-
явили сильную ингибирующую активность на
МАО-B с высокой селективностью. В частности,
соединения (25i) и (25n) наиболее эффективно
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ингибировали hMAO-B со значениями IC50 в диа-
пазоне 0.01–0.02 мкМ. Дальнейшее исследования
показали, что (25n) является обратимым, а (25i) не-
обратимым ингибитором МАО-В. Причины разли-
чий и особенности взаимодействия соединений с
МАО-B были оценены методом молекулярного
докинга. Кроме того, (25i) и (25n) показали хоро-
шую антиоксидантную активность, нейропротек-
торный эффект в тесте H2O2-индуцированного

повреждения клеток PC-12 и способность преодо-
левать гематоэнцефалический барьер, что свиде-
тельствует о потенциальной ценности данных со-
единений для лечения болезни Паркинсона.

Еще одна серия многофункциональных аген-
тов, представляющих собой пиридоксин-ресве-
ратрольные гибриды и полученные на их базе ос-
нования Манниха (схема 12), была синтезирована
в работе Yang et al. [35].

Схема 12. Синтез соединений (26–28).
Реагенты и условия реакций: a – 10% HCl, THF, 70°C, 3 ч; b – амин, параформ, EtOH, кипячение.

Результаты испытаний показали, что большин-
ство из этих соединений могут избирательно инги-
бировать ацетилхолинэстеразу (АХЭ) и MAO-B.
Среди них соединения (27d) и (28b) продемонстри-
ровали наибольший потенциал ингибирования по
отношению к АХЭ (IC50 = 2.11 и 1.56 мкМ соответ-
ственно), а соединение (27е) наиболее активно
ингибировало МАО-В (IC50 = 2.68 мкМ). Кинети-
ческий анализ показал, что соединение (27d) яв-
ляется ингибитором смешанного типа, связыва-
ясь одновременно с каталитическим и перифери-
ческим анионным сайтом АХЭ. Кроме того, все
исследованные соединения показали хорошие ан-
тиоксидантные и металлхелатообразующие свой-
ства, что важно при создании многофункциональ-
ных агентов для лечения болезни Альцгеймера.

Так, в попытке создания эффективных средств
для терапии болезни Альцгеймера для рассмот-
ренных выше соединений (10i) и (11f), проявляю-
щих одновременно выраженную антиоксидант-
ную и металлхелатирующую активность, было
оценено ингибирующее влияние на агрегацию
Aβ. Было показано, что рассматриваемые соеди-
нения могут эффективно взаимодействовать с
C-концом Aβ1–42, ингибировать собственную

или индуцированную металлом (железо, медь) аг-
регацию β-листов и образование фибрилл, пока-
зывая потенциал против агрегации Aβ1–42 боль-
ший, чем у ресвератрола.

В продолжение этой фармакофорно-комбини-
рованной стратегии в исследовании Jiang et al. [36]
была синтезирована серия производных 2-заме-
щенных бензотиазолов (схема 13), в которых
фрагмент деферипрона или мальтола были соеди-
нены с тиогавином T – флуоресценным индика-
тором, широко используемым in vitro для оценки
агрегации Aβ.

Максимальную эффективность показали мо-
лекулы (29c) и (29i), проявляющие превосходную
ингибирующую активность в отношении агрега-
ции Aβ1–42, высокую радикалпоглощающую ак-
тивность, выраженные хелатирующие свойства
по отношению к биометаллам, а также дезагрега-
ционную активность в отношении ранее образо-
ванных Aβ1–42 фибрилл.

В исследовании [37] были синтезированы со-
единения, нацеленные на терапию болезни Альц-
геймера путем объединения фармакофоров ре-
свератрола и фрагмента известного хелатора ме-
талла – клиохинола (схема 14).

N

O

O
OH OH

N

HO

HO
OH

N

HO

HO

R

(25r) (26) (27a–g)

N

O

O
OH

R

(28b, d, f)

(27a): R = NMe2

(27b, 28b): R = NEt2

(27e): R =

N

(27c): R =

(27d, 28d): R =

N (27f, 28f): R =

(27g): R =

N O

N N Me

N N Et

a b

b



122

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 1  2021

СЕМЕНОВ и др.

Схема 13. Синтез соединений (29) и (30).
Реагенты и условия реакций: a – PMB-Cl, K2CO3, DMF, 80°C; b – CH3NH2, H2O, кипячение; c – MnO2, CHCl3, 

кипячение; d – AcOH, Ac2O, MW; e – K2CO3, MeOH; f – NaH, THF; g – CF3COOH, CH2Cl2.

Схема 14. Синтез соединений (31). Реагенты и условия реакций: a – 37% HCl, 37% HCHO;
b – P(OEt)3, кипячение; c – MOMCl, (i-Pr)2NEt, CH2Cl2; d – ArCHO, CH3ONa, DMF, 0–80°C;

e – 6 M HCl, CH3OH, кипячение; f – BBr3, CH2Cl2.
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Гибриды показали значительную способность
ингибировать автоиндуцированную агрегацию
β-амилоида (Aβ) и агрегацию Aβ, индуцирован-
ную медью(II), потенциальное антиоксидантное
действие и хелатирующую способность. Среди
этих соединений (31с) имело наиболее высокий
потенциал ингибирования автоиндуцированной
(IC50 = 8.50 мкМ) и индуцированной медью(II)
агрегации Aβ, оно также способствовало разбор-
ке хорошо структурированных фибрилл Aβ, обра-
зованных путем самоиндукции агрегации и инду-
цированных медью(II) агрегаций Aβ. Кроме того,
соединение (31c) было способно контролировать
продукцию гидроксильных радикалов за счет
блокирования окислительно-восстановительно-
го цикла меди путем комплексообразования, что
подтверждается экспериментами с использова-
нием системы Cu(I)/Cu(II) с аскорбатом в каче-
стве восстановителя. Важно отметить, что для
соединения (31c) летальная доза у белых мышей

была выше 2 г/кг, а также была продемонстриро-
вана способность преодолевать гематоэнцефали-
ческий барьер.

В качестве другой важной мишени при терапии
нейродегенеративных заболеваний рассматрива-
ются резидентные макрофаги ЦНС – так называе-
мая микроглия. Ее гиперактивация (при воздей-
ствии различных факторов) инициирует чрез-
мерную продукцию воспалительных медиаторов
(оксид азота, цитокины, TNF-α), что оказывает по-
вреждающее действе на нейроны и способствует
патогенезу болезни Альцгеймера, Паркинсона и
других нейродегенеративных заболеваний.

Основываясь на данных о способности ресве-
ратрола подавлять активацию макрофагов и кон-
тролировать экспрессию iNOS, в ряде работ были
синтезированы его гетероциклические аналоги
(схема 15), и было изучено их ингибирующее вли-
яние в экспериментальной модели активации
микроглии липополисахаридами (LPS) [38, 39].

Схема 15. Синтез соединений (32–35). Реагенты и условия реакций: a – P(OEt)3, кипячение, 3 ч;
b – PyCHO, NaOEt, DMF; c – BBr3, СH2Cl2, –10°C, 2 ч; d – ClCH2COOEt, KOH, DMF; e – 1. NaOH, 2. HCl.

Было обнаружено, что соединения (32e), (33e)
и (33i) значительно ингибировали продукцию NO
и TNF-α микроглией, блокируя фосфорилирова-
ние и деградацию IκBα, но не проявляли способ-
ности взаимодействовать напрямую с NO в рас-
творе нитропруссида натрия, а производное (33i),
кроме того, эффективно блокировало образова-
ние ROS.

Сходные эффекты проявляло и ранее описан-
ное производное (17g), для которого наряду со
снижением экспрессии iNOS, TNF-α и уровня
мРНК, была обнаружена способность снижать
секрецию интерлейкина-6 (IL-6), экспрессию
белка Toll-подобного рецептора 4 (TLR4), а также
ингибировать сигнальные пути, ассоциирован-
ные с митоген-активируемой протеинкиназой
(MAPK) и ядерным фактором транскрипции κB
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(NF-κB) [40]. Таким образом, мощные ингибиру-
ющие эффекты соединений на активацию мик-
роглии представляют интерес для лечения нейро-
дегенеративных заболеваний, сопровождаемых
активацией микроглии.

Аналоги с противовоспалительной активностью
Было установлено, что ресвератрол способен

проявлять противовоспалительный эффект не
только путем подавления активации макрофагов
и контроля экспрессии iNOS, но и за счет способ-
ности снижать экспрессию и активность ЦОГ-1 и
ЦОГ-2 [41]. К сожалению, как и у большинства

нестероидных противовоспалительных средств, у
ресвератрола из-за недостаточной селективности
ингибирования ЦОГ были показаны побочные
эффекты со стороны желудочно-кишечного трак-
та, например, значимое негативное влияние на
заживление индуцированной индометацином яз-
вы желудка у мышей [42].

В попытке создания более эффективных и без-
опасных противовосполительных средств в рабо-
те Chen et al. [43] были синтезированы и исследо-
ваны ранее описанные производные (33–35), не-
которые из которых были превращены в
основания Манниха (36–38) (схема 16).

Схема 16. Синтез соединений (36–38).
Реагенты и условия реакций: a – HCHO, морфолин, EtOH, кипячение, 2 ч.

В испытаниях, проведенных на модели инду-
цированного ксилолом отека у мышей, наиболее
активным соединением оказался ресвератрол, по-
давляющий индуцированный отек на 38.9%. Срав-
нимые результаты (37.0%) продемонстрировало
соединение (35с). Другие производные (35f), (37b),
(38) показали уменьшение отека в диапазоне от 30
до 35%.

Ранее описанная серия производных стирил-
хиназолина (17a–k) также исследовалась на нали-
чие способности ингибировать ЦОГ-2 и снижать
продукцию PGE2. Большая часть стирилхиназо-
линов (17a–k), за исключением 3,4-диацетилиро-
ванных стирилхиназолинов (17d–f), показала
сравнимую или лучшую ингибирующую актив-
ность, чем ресвератрол, при более низкой цито-
токсичности, изученной на клеточной линии

RAW264.7. При этом было установлено, что заме-
стители в бензольном кольце стирилхиназолинов
оказывали более сильное влияние на ингибирую-
щую активность, чем заместители в хиназолино-
вом цикле.

В работе Kim et al. [44] реакцией Виттига–Хор-
нера между пиронилфосфонатом и различными
ароматическими карбоксальдегидами (схема 17)
были получены пиронилвинильные аналоги ре-
свератрола (39).

Оценка их способности ингибировать про-
дукцию NO и PGE2 была исследована на LPS-
активированных клетках макрофагов клеточной
линии RAW264.7. Наилучшую ингибирующую
активность показало производное (39b) с мень-
шей по сравнению с ресвератролом цитотоксич-
ностью.
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Схема 17. Синтез соединений (39). Реагенты и условия реакций: a – PMB-Cl, K2CO3, DMF, 80°C;
b – SOCl2, 2 ч; c – P(OMe)3; d – ArCHO, NaH, THF; e – BBr3, СH2Cl2.

Аналоги с иными физиологическими эффектами

Ранее было обнаружено, что ресвератрол об-
ладает ингибирующим действием против вируса
гриппа in vitro [45]. В исследовании Li et al. [46] с
использованием оценки активности нейрами-
нидазы была протестирована противогриппоз-
ная активность 50 производных ресвератрола.
Среди веществ, проявлявших ингибирующее
действие на активность нейраминидазы вируса
гриппа (штамм A/PR/8/34 (H1N1)), оказался и
описанный ранее аналог (33b) со значением
IC50 = 186.1 мМ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследования по созданию аналогов ресвера-

трола в рамках обсуждаемой стратегии в значи-
тельной степени сосредоточены на получении ги-
бридных структур, основным преимуществом ко-
торых выступает мультитаргетное воздействие,
что особенно важно при лечении таких сложных с
точки зрения механизмов патогенеза патологий,
как онкологические и нейродегенеративные за-
болевания. При этом за основу берется сохране-
ние и потенцирование известной для прототипа
антирадикальной активности и ряд других ранее
установленных мишень-ориентированных эф-
фектов. Во многих случаях такой подход оказался
весьма эффективным и обеспечил не только ад-
дитивные эффекты отдельных фармакофорных
фрагментов, но и их потенцирующее действие.
Большинство исследований проводилось на куль-
турах клеток, что сопряжено с рядом известных
ограничений, ввиду чего для подтверждения фар-
макологических эффектов и установления истин-

ных механизмов действия новых соединений не-
обходимы испытания в рамках целостного орга-
низма.
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Heterocyclic Resveratrol Analogues – Synthesis and Physiological Activity. Part 1. 
Analogues Obtained by Replacement of Aryl Moieties with Heterocyclic Fragments
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#Phone: +7 (987) 691-05-38; e-mail: salexan@mail.ru

*National Research Ogarev Mordovia State University, ul. Bolshevistskaya 68, Saransk, 430005 Russia

Resveratrol is a polyphenolic stilbenoid, the physiological effects of which have been studied in a large num-
ber of studies. Antioxidant, antitumor, neuroprotective, anti-inflammatory, antibacterial and antiviral effects
of this natural substance were shown. In the last decade, much attention has been paid to the development of
resveratrol derivatives to improve its pharmacological activity and pharmacokinetics. The first part of the re-
view is devoted to the synthetic analogues of resveratrol, obtained by replacement one or two phenyl moieties
of the stilbene backbone with bioisosteric heterocyclic fragments. The main attention was paid to methods for
the synthesis of resveratrol analogues and the their biological activity.

Keywords: resveratrol, heterocyclic analogues, antioxidants, antitumor activity, neuroprotective agents, anti-
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В настоящее время считается, что синтез хромофора красных флуоресцентных белков проходит че-
рез промежуточную “синюю” форму с максимумом поглощения в районе 400 нм, непосредственно
превращающуюся в “красную” через образование двойной связи в боковой цепи хромофоробразую-
щего остатка Tyr. Показано, что в хромобелке из Actinia equina (aeCP), как и в большинстве красных
флуоресцентных белков, синтез хромофора проходит путем дегидратации и двух стадий окисления.
Однако на промежуточной стадии наблюдается появление дополнительной “зеленой” формы с
максимумом поглощения в районе 530 нм.

Ключевые слова: флуоресцентные белки, красные флуоресцентные белки, RFP, aeCP, хромофор, синтез
хромофора, посттрансляционные модификации
DOI: 10.31857/S0132342321010164

ВВЕДЕНИЕ
Флуоресцентные белки семейства GFP (зеле-

ного флуоресцентного белка из Aequorea victoria)
нашли широкое применение в молекулярной и
клеточной биологии [1–3]. Среди них особенно
привлекательны – красные флуоресцентные бел-
ки (RFP), т.к. они позволяют работать в диапазо-
не с минимальной клеточной автофлуоресценци-
ей [4, 5]. С увеличением длины волны прозрач-
ность тканей животных возрастает за счет
уменьшения рассеивания, а в диапазоне длин
волн >650 нм проницаемость тканей для света до-
полнительно возрастает за счет минимизации
вклада поглощения гемоглобина. Это позволяет
использовать RFP для визуализации процессов в
рамках целого организма [6, 7].

В настоящее время общепринята модель, со-
гласно которой хромофор RFP синтезируется из
промежуточной “синей” формы [8–10], которая
образуется в результате посттрансляционных мо-

дификаций (циклизации, окисления и дегидрата-
ции) трех аминокислотных остатков внутри белка
и поглощает в области 400 нм. Также известно, что
в RFP, хромофор которых синтезируется из ами-
нокислотной последовательности -Asp-Tyr-Gly-,
на промежуточной стадии образуется “зеленая”
форма (максимум поглощения ~500 нм), превра-
щающаяся в “красную” по пути окислительного
декарбоксилирования первого хромофоробразую-
щего остатка Asp [11–15]. В настоящей работе на
примере хромобелка из Actinia equina (aeCP) пока-
зано, что на промежуточной стадии синтеза хро-
мофора RFP может образовываться форма, по-
глощающая в области, характерной для зеленых и
желтых флуоресцентных белков, даже в случае,
если хромофор синтезируется не из аминокис-
лотной последовательности -Asp-Tyr-Gly-.

Хромобелок aeCP имеет максимум поглоще-
ния при 593 нм и в исходном виде не флуоресци-
рует. Однако ранее на его основе, путем внесения
нескольких точечных замен в аминокислотное
окружение хромофора, были получены красные
флуоресцентные белки AQ14 и AQ143 с максиму-
мами эмиссии в районе 660 нм [16]. Ключевыми
заменами, приводящими к повышению кванто-
вого выхода в белках AQ14 и AQ143 по сравне-
нию с aeCP, стали C143S и S158A, отвечающие за
цис-транс-изомерию хромофора [17, 18]. Введе-
нием аналогичных замен в окружение хромофо-

Сокращения: aeCP – хромобелок из Actinia equina; cgCP –
хромобелок из Condylactis gigantea; DsRed – RFP из Discoso-
ma sp.; GFP – зеленый флуоресцентный белок из Aequorea
victoria; hcCP – хромобелок из Heteractis crispa; HcRed –
красный флуоресцентный вариант hcCP; RFP – красный
флуоресцентный белок; tagBFP – мономерный синий флу-
оресцентный белок, полученный на основе tagRFP;
tagRFP – мономерный вариант RFP из Entacmaea quadricolor.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 336-51-11; факс: +7 (495)
336-61-66; эл. почта: alpah@mail.ru).
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ра были получены флуоресцентные варианты и
других хромобелков [18, 19]. Высокий кванто-
вый выход флуоресценции определяется в ос-
новном планарностью и конформационной не-
подвижностью хромофора внутри белка, при
этом химическая структура хромофора в разных му-
тантных вариантах остается одной и той же [20]. Та-
ким образом, отнесение белка к RFP или к хромо-
белку с точки зрения структуры хромофора носит
скорее номенклатурный характер, т.к. известные на
сегодня природные красные флуоресцентные бел-
ки и хромобелки имеют такую же химическую
структуру хромофора, как RFP, клонированный
из Discosoma sp. (DsRed) [21, 22].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При изучении кинетики созревания ряда хро-

мобелков, поглощающих в дальнем красном диапа-
зоне (aeCP, hcCP (хромобелок из Heteractis crispa) и
cgCP (хромобелок из Condylactis gigantea)), нами
было обнаружено, что на промежуточной стадии
образуется “синяя” форма с максимумом погло-
щения в районе 400 нм (рис. 1), что согласуется с
данными, опубликованными ранее [23]. Анало-
гичное поведение было обнаружено также у хро-
мобелка из Anemonia sulcata (asCP) [24] и других
красных флуоресцентных белков, в частности, в
мономерном варианте RFP из Entacmaea quadri-
color – tagRFP [25]. Однако в случае aeCP не на-
блюдалось прямого перехода из “синей” формы в
конечное “красное” состояние, а появлялась еще
и промежуточная форма с максимумом поглоще-
ния при 536 нм (рис. 1в). Такое поглощение ха-
рактерно для желтых и зеленых флуоресцентных
белков, особенно если принимать во внимание
значительный батохромный сдвиг максимума по-
глощения созревшего aeCP по сравнению с дру-
гими RFP типа DsRed. По прошествии 5 ч от на-
чала эксперимента наблюдается переход из “зе-
леной” формы 536 нм в конечное “красное”
состояние с изобестической точкой при 549 нм
(рис. 1в). Это свидетельствует о непосредственном
превращении “зеленой” формы в “красную” при
созревании aeCP без промежуточных долгоживу-
щих интермедиатов. Чтобы получить кинетиче-
скую кривую для промежуточной “зеленой” фор-
мы, из общего спектра поглощения вычитали
спектр полностью созревшего белка, нормирован-
ный на значение поглощения при 593 нм (рис. 1в,
форма G). После такого преобразования стано-
вится четко видно, что “синяя” форма образуется
раньше “зеленой”, которая затем превращается в
“красную”.

Ранее методами рентгеноструктурного анали-
за было показано, что “синяя” форма хромофора
образуется в результате посттрансляционных мо-
дификаций трех аминокислотных остатков внут-
ри белка с образованием ацилиминного замести-

теля возле первого хромофоробразующего остат-
ка (рис. 2, структура B). C помощью мутагенеза
аминокислотных остатков в окружении хромо-
фора красного флуоресцентного белка tagRFP
удалось получить белок tagBFP, в котором синтез
хромофора останавливался на стадии “синей”
формы [25, 26]. В этом ключе образование “зеле-
ной” формы хромофора в aeCP можно было бы
объяснить таутомеризацией BFP-хромофора с
образованием двойной связи в боковой цепи вто-
рого хромофоробразующего остатка Tyr (рис. 2,
структура G). Такая структура – энергетически
более выгодна, т.к. приводит к сопряжению двух
ароматических колец, и образуется в большин-
стве зеленых флуоресцентных белков. В tagBFP
такая таутомеризация, вероятно, не происходит,
поскольку фенольная группа хромофоробразую-
щего остатка Tyr ориентирована под большим уг-
лом к плоскости имидазолонового цикла, из-за
чего сопряжение ароматических колец является
проблематичным [27].

Превращение из “зеленого” состояния в конеч-
ное “красное” возможно за счет окисления струк-
туры G (рис. 2) с образованием двойной связи в бо-
ковой цепи первого хромофоробразующего остат-
ка. Мы проанализировали структуру конечного
состояния хромофора при помощи масс-спектро-
метрии выделенного из белка короткого пептида,
содержащего хромофор. Для этого белок денату-
рировали и подвергали протеолитическому рас-
щеплению пепсином. Далее из протеолитического
гидролизата при помощи ВЭЖХ выделяли корот-
кий пептид, содержащий хромофор. Масса вы-
деленного хромопептида составила 1037.4 Да
(m/z 1038.4). Это на 22 Да меньше расчетной массы
немодифицированного пептида A59PCCMYGSKT
(1059.4 Да), что соответствует одной стадии дегид-
ратации (–18 Да) и двум стадиям окисления (–4 Да)
при синтезе хромофора и наблюдается в боль-
шинстве красных белков. Таким образом, в ко-
нечном состоянии aeCP имеет хромофор, типич-
ный для RFP (рис. 2, соединение R).

Отметим, что ранее были получены мутантные
варианты DsRed [28], asCP [24] и cgCP [29], синтез
хромофора которых частично не доходит до
“красной” формы, а останавливается на стадии
“зеленого” хромофора с максимумом поглоще-
ния в районе 500 нм. В зрелом DsRed дикого типа
значительная часть белка также содержит “зеле-
ный” хромофор [28]. В отличие от aeCP, “зеле-
ная” форма в этих белках является конечной и не
способна превращаться в “красную” [23].

Чтобы попытаться понять причины отличий в
кинетике созревания aeCP и других белков, мы
проанализировали аминокислотное окружение
хромофора aeCP в сравнении с гомологами. Про-
странственная структура aeCP и cgCP к настояще-
му времени не установлена, так же как и для hcCP,
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Рис. 1. Изменение спектров поглощения хромобелков cgСР (а), hcСР (б) и аеСР (в) в процессе созревания белка.
Спектры снимали с интервалом 30 мин при комнатной температуре. Кинетические кривые созревания при разных
длинах волн показаны справа. Поглощение при 549 нм для aeCP соответствует изобестической точке спектрального
перехода из формы G в форму R. Кинетические кривые созревания аеСР с учетом вычитания “красной” компоненты
для промежуточной формы G приведены внизу справа.
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однако установлена структура мутантного вариан-
та hcCP – HcRed, флуоресцирующего в красной
области спектра. Ранее было показано, что гомо-
логичное моделирование можно использовать для
оценки аминокислотного окружения флуорес-
центных белков и объяснения их свойств [30, 31]. В
настоящей работе при помощи гомологичного мо-
делирования была построена модель простран-
ственной структуры aeCP с использованием хро-
мобелка из Cnidopus japonicus (cjBlue, степень гомо-
логии 65%) [32] в качестве белка-шаблона. Модель
cgCP и hcCP строилась на основе HcRed [33]. Со-
гласно полученным данным, хромофор aeCP во-
влечен в стекинг-взаимодействие с остатком His197
(Н197) (рис. 3а), что, вероятно, вносит значитель-
ный вклад в батохромный сдвиг. Анализ ближай-
шего аминокислотного окружения хромофора
aeCP не обнаружил принципиальных отличий в
сравнении с другими GFP-подобными белками.
В целом ближайшее окружение хромофора aeCP
очень похоже на таковое у других гомологов,
включая каталитические остатки Glu215 (Е215) и
Arg92 (R92) (рис. 3а). Анализ более отдаленных
участков показал, что в aeCP могут присутство-
вать полости, отсутствующие в других белках
(рис. 3б). Это может сказываться как на общей
подвижности боковых цепей внутри β-бочонка,
так и на прохождении молекул растворителя либо
кислорода снаружи белка к хромофору. Недавно
было показано, что на протекание реакции зеле-
но-красной конверсии в RFP из Zoanthus sp.
(zoan2RFP) может оказывать влияние даже по-
движность аминокислотных остатков, боковые
цепи которых ориентированы в растворитель, а
не внутрь β-бочонка [14]. При этом вклад таких
остатков может быть существенно большим, чем
остатков, участвующих во взаимодействиях между
субъединицами мономера в тетрамерном ком-
плексе белка. Таким образом, анализ модели aeCP
не выявил принципиальных отличий в структуре
белка относительно других гомологов, и необходи-
мо проведение дополнительных исследований для
более точного определения причин, по которым
при синтезе хромофора aeCP промежуточная “зе-
леная” форма является, с одной стороны, доволь-

но долгоживущей, а с другой стороны, способна
полностью превращаться в “красное” состояние.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На примере хромобелка aeCP показано, что

механизм синтеза хромофора “красных” белков
семейства GFP может протекать через последова-
тельные промежуточные “синее” и “зеленое” со-
стояния. Наиболее вероятным механизмом
выступает образование сначала “синего” хромо-
фора типа tagBFP, который таутомеризуется в
“зеленый” хромофор GFP-типа. “Красный” хро-
мофор DsRed-типа образуется, вероятно, в ре-
зультате последующего окисления GFP-хромо-
фора. Потенциально такой сине-зелено-красный
переход можно использовать для разработки флу-
оресцентных таймеров на основе aeCP.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение и очистка белков. Клетки Escherichia

сoli штамма JM-109 трансформировали плазмидой
pQE-30, несущей ген целевого белка, и выращивали
в среде LB, содержавшей ампициллин в концентра-
ции 100 мкг/мл. Для получения полностью созрев-
шего белка клеточную культуру выращивали при
постоянном перемешивании (250 об./мин) и тем-
пературе 37°С в течение ночи, затем температуру
понижали до 22°С и продолжали перемешивание
клеточной суспензии в течение суток для макси-
мального созревания белка. Для получения белка
в незрелом состоянии клетки выращивали при
37°С в течение ~12 ч и сразу же выделяли из них
белок. Клеточную биомассу осаждали центрифу-
гированием (3000 g, 15 мин при 4°С), затем осадок
ресуспендировали в промывочном буфере (50 мМ
Tris-HCl, 300 мМ NaCl, 20 мМ имидазол, pH 8.0)
и охлаждали во льду. После этого клетки лизиро-
вали при помощи ультразвукового дезинтеграто-
ра Sonopuls HD-3100 (Bandelin, Германия), полу-
чившийся клеточный лизат центрифугировали
при 12000 g в течение 10 мин при 4 °С. Поскольку
целевые белки на своем N-конце содержали гек-
сагистидиновую последовательность, их выделе-

Рис. 2. Предполагаемая последовательность реакций при синтезе хромофора aeCP.
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ние осуществляли методом металл-хелатной хро-
матографии на Ni-NTA-агарозе (Quiagen, США).
Клеточный лизат наносили на хроматографиче-
скую колонку, предварительно уравновешенную
промывочным буфером, промывку проводили
4-кратным объемом того же буфера, после чего
осуществляли элюирование белков буфером, со-
державшим 50 мМ Tris-HCl, 300 мМ NaCl, 250 мМ
имидазол, pH 8.0.

Спектры поглощения измеряли на спектрофото-
метре Cary 50 Bio (Varian, США). Для наблюдения
за кинетикой созревания белков образцы сразу по-
сле выделения на Ni-NTA-агарозе переносили в
кювету и снимали спектры поглощения через каж-
дые 30 мин при комнатной температуре (22°C).

Выделение хромофорсодержащих пептидов. Рас-
твор белка титровали до рН 2.8 при помощи ук-
сусной кислоты для денатурации, после чего к рас-
твору добавляли пепсин (Sigma, США) в соотно-
шении 1 : 30 и оставляли на ночь. Полученный
гидролизат белка наносили на ВЭЖХ-колонку с
обращенной фазой (Ultrasphere ODS, BD Biosci-
ences, США), уравновешенную 10 мМ натрий-
фосфатным буфером. Пептиды элюировали с по-
мощью линейного градиента ацетонитрила в том
же буфере. Детекцию пептидных фракций прово-
дили одновременно при 220 и 380 нм. Основную
фракцию, поглощающую при 380 нм, анализиро-
вали при помощи масс-спектроскопии.

MALDI-TOF-масс-спектрометрический анализ
хромопептидов проводили на масс-спектрометре
Ultraflex MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Герма-
ния) в режиме рефлектрона. В качестве матрицы
использовали 2,5-дигидроксибензойную кислоту.

Гомологичное моделирование. Парное вырав-
нивание последовательностей и последующее го-
мологичное моделирование осуществляли при
помощи программы MODELLER v9.24 [34]. При
моделировании хромофор был введен как жест-
кое тело в режиме, учитывающем гетероатомные
остатки (с параметром env.io.hetatm = True). Для
моделирования пространственной структуры
aeCP в качестве шаблона использовали ближай-
ший гомолог с известной пространственной
структурой – cjBlue (PDB ID: 2IB5) [32]. Структу-
ры cgCP и hcCP были получены с использованием
белка HcRed (PDB ID: 1YZW) [33] в качестве шаб-
лона. Анализ и сравнение структур белков прово-
дили с использованием программы PyMOL [35].
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Рис. 3. Рассчитанная пространственная структура хромобелка aeCP в сравнении с гомологами. (а) – Аминокислотное
окружение хромофора в белках aeCP, cgCP, hcCP и tagRFP (PDB ID: 3M22), подписаны аминокислотные остатки aeCP;
(б) – полости внутри β-бочонка для этих же белков. Стрелки указывают на полости в aeCP, не обнаруженные в других
гомологах.
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Currently, it is generally accepted that chromophore synthesis of red f luorescent proteins passes through an
intermediate “blue” form with a maximum absorption at 400 nm, which directly turns into “red” with the
formation of a double bond in the side chain of the chromophore-forming Tyr residue. We show that the syn-
thesis of the chromophore of a chromoprotein from Actinia equina (aeCP) proceeds via dehydration and two
stages of oxidation, like in other red f luorescent proteins. However, the appearance of an additional “green”
form with a maximum absorption near 530 nm at the intermediate stage is observed.
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Среди широкого разнообразия известных на сегодняшний день флуоресцентных зондов особое ме-
сто занимают фотоконвертируемые флуоресцентные белки (ФКФБ), способные к необратимому
изменению положения максимума эмиссии флуоресценции под действием света. Были изучены ос-
новные физико-химические свойства ФКФБ, выделенного из Montastraea cavernosa (mcavGR). По-
казано, что mcavGR обладает высокой яркостью и контрастностью фотопревращения, сравнимой с
лучшими гомологичными ФКФБ, такими как Kaede, dendFP, Dendra2, EosFP и др., и в то же время
обладает значительной фотостабильностью.

Ключевые слова: хромофор, фотоконверсия, флуоресцентный белок, mcavGR, mcavRFP, dendFP, Dendra2
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ВВЕДЕНИЕ
Флуоресцентные метки – одни из основных

инструментов для визуализации процессов в жи-
вых системах [1, 2]. Генетически кодируемые зон-
ды на основе флуоресцентных белков (ФБ) обла-
дают рядом уникальных свойств и перекрывают
практически весь видимый диапазон от синего
до красного цвета [3–7]. Несмотря на опреде-
ленный “провал” в желтой области (максимумы
эмиссии ~545 нм) и невысокую яркость белков с
эмиссией в красном диапазоне (>620 нм), ФБ ис-
пользуются для решения самого широкого спектра
задач in vitro и in vivo [8–12]. Отдельный класс пред-
ставляют собой зонды на основе фотоконвертируе-
мых флуоресцентных белков (ФКФБ), способных
к изменению цвета за счет батохромного смеще-
ния максимумов возбуждения и эмиссии флуорес-
ценции в ответ на облучение УФ-светом [13, 14].
В основном эти зонды представлены белками се-
мейства Kaede и способны к фотопревращению
из зеленого флуоресцентного состояния в крас-
ное [15, 16]. Такая фотоконверсия происходит за

счет расширения π-системы хромофора белка в ре-
зультате реакций фотоэлиминирования [17, 18]
(рис. 1). Эти свойства в сочетании с возможно-
стью генетического кодирования позволяют при-
менять ФКФБ для прицельного мечения и на-
блюдения за перемещением объектов внутри
клетки [19–21], а также в рамках целого организ-
ма [22, 23]. ФКФБ были использованы также при
разработке новых методов суперразрешающей
флуоресцентной микроскопии, которые позволя-
ют преодолеть дифракционный барьер и получать
снимки с разрешением до нескольких десятков на-
нометров [24–27]. В то же время ФКФБ имеют ряд
характеристик, ограничивающих их применение.
В частности, фотоконверсия, как правило, проис-
ходит в результате облучения УФ-светом, токсич-
ного для клеток или модельного организма. Тет-
рамерная природа большинства флуоресцентных
белков дикого типа вносит дополнительные огра-
ничения для их использования из-за склонности к
агрегации. При помощи направленного мутагенеза
были получены мономерные варианты ряда ФКФБ
[19, 21, 28–30], однако после мономеризации ча-
сто ухудшается эффективность их созревания и
фотофизические характеристики, такие как кван-
товый выход флуоресценции, фотостабильность,
степень фотоконверсии. На сегодняшний день
поиск и получение ФКФБ с улучшенными свой-
ствами по-прежнему остаются актуальными.

Сокращения: ФБ – флуоресцентный белок; ФКФБ – фо-
токонвертируемый флуоресцентный белок; dendFP –
ФКФБ из Dendronephthya sp.; Dendra2 – мономерный му-
тантный вариант dendFP; Kaede – ФКФБ из Trachyphyllia
geoffroyi; mcavGR, mcavRFP – ФКФБ из Montastraea ca-
vernosa.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 336-51-11; факс: +7 (495)
336-61-66; эл. почта: alpah@mail.ru).

УДК 577.112:577.336
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Рис. 1. Фотопревращения хромофора белков семейства Kaede.
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Ранее сообщалось, что флуоресцентный белoк,
выделенный из кораллового полипа Montastraea
cavernosa (mcavGR), способен к смещению мак-
симумов возбуждения/эмиссии флуоресценции
из зеленой области в красную [31], однако полная
информация о его физико-химических свойствах с
тех пор не появлялась. В настоящей работе мы по-
пытались восполнить этот пробел и подвергли все-
стороннему изучению физико-химические свой-
ства белка mcavGR в сравнении с другими ФКФБ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно проведенному нами филогенетиче-
скому анализу, mcavGR принадлежит к той же
группе ФБ, что и ФКФБ Kaede [15], EosFP [32],
dendFP [33], а также ФБ Dronpa [34], Azami-
Green [35], kikG [36] и cFP484 [37]. Ближайшими
гомологами, помимо других ФБ из Montastraea
cavernosa [38, 39], являются Kaede и EosFP (степень
гомологии 77 и 79% соответственно), а также
неприродный белок-предшественник LEA (least
evolved ancestor, степень гомологии 88%) [40, 41]. В
работе Labas et al. [31] mcavGR, как и другой гомо-
логичный белок rfloRFP, был описан впервые как
красный флуоресцентный белок (mcavRFP) из-за
наблюдаемой окраски в конечном состоянии по-
сле фотопревращения, хотя в отсутствие света бе-
лок синтезируется в зеленой форме. Мы не стали
переименовывать белок в mcavFP, т.к. под mcavFP

иногда подразумевается другой гомолог, также вы-
деленный из Montastraea cavernosa [42, 43].

Как и у других Kaede-подобных белков, хро-
мофор mcavGR образован из аминокислотной
последовательности -His-Tyr-Gly- [31]. Способ-
ность к фотоконверсии под действием УФ-света,
вероятно, обусловлена реакцией фотоэлимини-
рования, сопровождающейся расширением π-си-
стемы исходного хромофора за счет имидазолэти-
ленильной группы (рис. 1). В настоящей работе
фотоконверсионные свойства mcavGR сравни-
вали с широко используемым ФКФБ Dendra2,
выступающими мономерным, ярким и, в отличие
от других гомологов, способным также к ограни-
ченной фотоконверсии под действием цианово-
го (488 нм) света, а также с природным предше-
ственником Dendra2 – dendFP. Для сравнения с
другими ФКФБ использовали литературные дан-
ные (табл. 1).

Прежде всего мы провели анализ олигомер-
ного состояния mcavGR с помощью гель-филь-
трации. С использованием EGFP, dendFP и
DsRed в качестве белков сравнения было пока-
зано, что mcavGR – тетрамер, как и большин-
ство других природных представителей белков
семейства Kaede.

В исходном состоянии mcavGR – типичный зе-
леный флуоресцентный белок с максимумами воз-
буждения/эмиссии флуоресценции при 506/517 нм
соответственно, которые под действием света
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смещаются на ~65 нм в красную область спектра
(рис. 2а, 2б). При понижении рН наблюдается
уменьшение поглощения при 506 нм с одновре-

менным ростом при 385 нм зеленой формы белка
до фотопревращения (рис. 3а). Ранее было пока-
зано, что такое поведение связано с кислотно-ос-
новным равновесием фенольной группы хромофо-
ра [44, 48]. рКа этого перехода оказалось равным
6.66 ± 0.03, что является сопоставимым со значе-
ниями рКа для других гомологов. Отметим, что
фотоконверсия белка запускается светом, воз-
буждающим протонированную форму хромофора,
поэтому низкие значения рКа кислотно-основного
равновесия хромофора затрудняют конверсию при
физиологических рН ~ 7.5 за счет смещения рав-
новесия в сторону анионного хромофора. С дру-
гой стороны, при высоких значениях рКа яркость
белка падает при нейтральных значениях рН за
счет снижения концентрации анионного хромо-
фора. В этом ключе mcavGR имеет “средние”
значения рКа относительно других Kaede-подоб-
ных белков (табл. 1). Фотоконвертированный бе-
лок при закислении среды, аналогично другим
Kaede-подобным белкам, переходит из красной
формы в зеленую со сдвигом максимумов погло-
щения от 572 к 460–490 нм и эмиссии флуорес-
ценции от 581 к 510–540 нм с рКа = 6.78 ± 0.02
(рис. 2в, 3б).

Одним из ключевых параметров ФБ, характе-
ризующих их применимость в флуоресцентной
микроскопии, выступает яркость, определяемая
как произведение квантового выхода и молярно-
го коэффициента экстинкции. Согласно полу-
ченным данным, mcavGR имеет коэффициенты
экстинкции в максимумах поглощения анионных
форм хромофора 106000 и 87200 М–1 см–1 и кван-
товые выходы 0.79 и 0.70 для исходной и фото-
конвертированной форм соответственно. С уче-
том данных, описанных в литературе (табл. 1),
mcavGR – один из самых ярких ФКФБ, имеющих
значительные перспективы для дальнейшего при-
менения.

Кинетические параметры фотопревращения ФБ
зависят в значительной степени от используемого
оборудования и его настройки в конкретном экс-
перименте, поэтому оценку фотоконверсионных
свойств mcavGR проводили в сравнении с други-
ми реперными белками в тех же условиях. Как
было отмечено выше, в качестве реперных белков
использовали ФКФБ Dendra2 и его природный
предшественник dendFP. Анализ кинетики фото-
превращения белков под действием синего света
(405 нм) в условиях микроскопии показал, что
mcavGR конвертируется несколько медленнее
dendFP, но быстрее его мономерного варианта
Dendra2 (табл. 2, рис. 4а–4в). В то же время из
рис. 4а–4в видно, что mcavGR демонстрирует бо-
лее высокий контраст в ходе фотопревращения.
Анализ фотостабильности белков при длитель-
ном облучении УФ-светом (365 нм) в одинаковых

Рис. 2. Фотофизические свойства mcavGR. (а) –
Спектры поглощения в ходе фотоконверсии при об-
лучении УФ-светом (365 нм); (б) – спектры возбуж-
дения и эмиссии флуоресценции до (зеленый цвет) и
после (красный цвет) фотоконверсии при рН 8; (в) –
спектры возбуждения и эмиссии флуоресценции фо-
токонвертированного белка при рН 5. Положение
максимумов в нанометрах показано числами над со-
ответствующими пиками.
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условиях показал, что mcavGR дольше других со-
храняет флуоресцентные свойства (рис. 4г, табл. 2).

Таким образом, нами были исследованы основ-
ные физико-химические свойства белка mcavGR.
Показано, что в растворе он – тетрамер. Изучена
кинетика превращения белка mcavGR из зелено-
го состояния в красное под действием света, а так-
же его фотостабильность. Проанализированы ос-
новные фотофизические характеристики, такие
как положение максимумов поглощения и флуо-
ресценции, коэффициенты экстинкции, кванто-
вые выходы флуоресценции, яркость. Показано,
что в сравнении с другими белками Kaede-се-
мейства mcavGR обладает высокой яркостью в
исходном и фотоконвертированном состояниях,
а также является фотостабильным. Эти свойства
подтверждают, что mcavGR имеет значительный
потенциал для дальнейшего применения в каче-
стве фотоконвертируемого генетически кодируе-
мого флуоресцентного зонда, особенно в случае
получения его мономерного варианта.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Филогенетический анализ проводили с исполь-

зованием последовательностей белков, взятых из
базы данных FPbase [43]. Выравнивание последо-
вательностей осуществляли при помощи утилиты
MAFFT v.7.467 [49]. Для построения филогенетиче-
ского дерева использовали програму Seaview4 [50]
совместно с программой PhyML 3.0 [51].

Наработка и выделение белков. Клетки Esche-
richia сoli штамма JM-109 трансформировали
плазмидой pQE-30, несущей ген целевого флуо-
ресцентного белка (mcavGR, dendFP, Dendra2,
EGFP, DsRed), и выращивали в среде LB, содер-
жавшей ампициллин в концентрации 100 мкг/мл.
Клеточную культуру выращивали при постоян-
ном перемешивании (250 об./мин) и температуре
37°С в течение ночи, затем температуру снижали
до 22°С и продолжали перемешивание клеточной
суспензии в течение суток для максимального со-
зревания белка. Осаждение клеточной биомассы
осуществляли центрифугированием (3000 g) в те-
чение 15 мин при 4°С, осадок затем ресуспенди-
ровали в промывочном буфере (50 мМ Tris-HCl,
300 мМ NaCl, 20 мМ имидазол, pH 8.0) и охлажда-

ли во льду. Далее клетки лизировали при помо-
щи френч-пресса (Ashcroft, США) при давлении
2000 psi. Получившийся клеточный лизат цен-
трифугировали при 75000 g в течение 20 мин при
4°С. Целевые белки на своем N-конце содержали
гексагистидиновую последовательность, поэтому
их выделение осуществляли методом металл-хелат-
ной хроматографии на Ni-NTA-агарозе (Qiagen,

Рис. 3. Зависимость спектров поглощения mcavGR от
рН до (а) и после (б) фотоконверсии. Кривые титро-
вания, рассчитанные по максимуму поглощения ани-
онной формы (506 нм (а) и 572 нм (б)), приведены на
вставках.
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Таблица 2. Фотоконверсионные свойства mcavFP в сравнении с белками dendFP и Dendra2

* Константа зелено-красного превращения в условиях микроскопии.
** Константы зелено-красного превращения и последующей фотодеградации при облучении лампой (365 нм) в пробирке.

Флуоресцентный 
белок k (G → R, 405 нм, микро)*, мин–1 k (G → R, 365 нм)**, ч–1 k (обесцвеч., 365 нм)**, ч–1

mcavGR 1.11 ± 0.03 0.18 ± 0.01 0.008 ± 0.001
dendFP 2.22 ± 0.04 0.40 ± 0.04 0.076 ± 0.013
Dendra2 0.51 ± 0.04 0.12 ± 0.02 0.018 ± 0.007
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США). После нанесения клеточного лизата на
хроматографическую колонку, предварительно
уравновешенную промывочным буфером, прово-
дили промывку 4-кратным объемом того же бу-
фера. Элюирование белков осуществляли буфе-
ром, содержавшим 50 мМ Tris-HCl, 300 мМ NaCl,
250 мМ имидазол, pH 8.0.

Гель-фильтрационный анализ проводили с
использованием хроматографа ACTA FPLC
(GE Healthcare, Швеция) со скоростью потока
0.5 мл/мин. Колонку Superdex 200 (300 × 10 мм;
GE Healthcare, Швеция) уравновешивали буфе-
ром, содержавшим 20 мМ Tris-HCl, 100 мМ NaCl
(pH 8.0), и наносили образцы белков с концен-
трацией ~1.5 мг/мл. Детекцию белковых фракций
осуществляли при 280 нм. В качестве белков срав-
нения для определения олигомерного состояния
mcavGR использовали мономерный EGFP [52] и
тетрамерный DsRed [53], в качестве димера –
dendFP [45].

Фотофизическая характеризация. Спектры по-
глощения исследуемых белков регистрировали на
спектрофотометре Cary 50 Bio (Varian, США) при
комнатной температуре. Флуоресцентные свой-
ства белков изучали в тех же условиях при помощи
спектрофлуориметра Cary Eclipse (Varian, США).
Определение квантовых выходов и молярных ко-
эффициентов экстинкции белка mcavGR до и после
фотоконверсии проводили в соответствии с мето-
дикой, использованной в работе Pletneva et al. [45].
В качестве стандартов для определения квантового
выхода до и после фотоконверсии использовали
EGFP и DsRed соответственно. Для определения
коэффициента экстинкции mcavGR до фотопре-
вращения концентрацию полностью созревшего
белка рассчитывали методом Ward [54] по погло-
щению белка после денатурации в щелочной среде
и с учетом коэффициента экстинкции GFP-хро-
мофора 44000 М–1 см–1. Коэффициент экстинк-
ции красной формы белка определяли с учетом

Рис. 4. Кинетика фотопревращений mcavGR в сравнении с белками dendFP и Dendra2. Представлены кривые зелено-
красной фотоконверсии mcavGR (а), dendFP (б) и Dendra2 (в) под действием синего (405 нм) света в условиях широ-
копольной флуоресцентной микроскопии; (г) – динамика изменения поглощения при 570 нм в ходе зелено-красной
конверсии и фотодеградации белков под действием УФ-света (365 нм).
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остаточного количества неконвертированного бел-
ка согласно Pletneva et al. [45]. Яркость белка опре-
деляли как произведение значений квантового вы-
хода флуоресценции и молярного коэффициента
экстинкции.

Фотометрическое титрование. Для получения
кривых титрования белок с помощью гель-филь-
трации на колонке NAP-10 (GE Healthcare, США)
переводили в буферный раствор, содержавший
12.5 мМ CH3COONa, 12.5 мМ СAPS, 12.5 мМ
NaH2PO4, 12.5 мМ Tris-HCl, 100 мМ NaCl, pH 7.5.
Титрование осуществляли добавлением аликвот
растворов 0.5 М HCl либо 0.5 М NaOH к 100 мкл
белка. После каждого добавления раствора кис-
лоты или щелочи образцы белка ресуспендировали,
измеряли pH при помощи pH-метра Orion Star A211
(Thermo Fisher Scientific, США) с использованием
микро-рН-электрода Orion 8220BNWP (Thermo
Fisher Scientific, США) и снимали спектр поглоще-
ния белка. Для определения константы кислотно-
основного равновесия хромофора mcavGR cтроили
зависимость поглощения анионной формы хро-
мофора от изменения рН с учетом разбавления
анализируемых образцов и проводили аппрокси-
мацию согласно уравнению Henderson–Hassel-
balch [55].

Изучение скорости реакции зелено-красной фо-
токонверсии выполняли на белках, иммобилизо-
ванных на гранулах Ni-NTA-агарозы, в промы-
вочном буфере при комнатной температуре.
Исследование проводили на инвертированном
флуоресцентном микроскопе DMI6000 (Leica,
Германия). Образец гранул с отдельным белком
облучали фиолетовым светом (405 ± 20 нм). Ис-
пользовали объектив с 63-кратным увеличением
и набор светофильтров для регистрации зеленого
и красного флуоресцентных сигналов (GFP и
CY3 соответственно). Константы скорости зеле-
но-красной фотоконверсии определяли при по-
мощи программного обеспечения биохимиче-
ского симулирования кинетики COPASI [56] с
использованием схемы необратимых реакций пер-
вого порядка G → R → C, где G – исходная зеле-
ная форма, R – красная форма, C – продукт фо-
тообесцвечивания красной формы. Параметры ре-
акций были определены по анализу кинетики для
красной формы белка при помощи методов диффе-
ренциальной эволюции (Differential Evolution).

Исследование динамики фотоконверсии и фото-
обесцвечивания проводили с использованием УФ-
трансиллюминатора CL-215 (Ultra-Violet Products,
США) при температуре 4°С для минимизации
фотообесцвечивания. Эксперименты по изучению
фотодеградации осуществляли при комнатной тем-
пературе. Образцы белков с одинаковыми кон-
центрациями (~0.2 мг/мл) облучали светом с дли-
ной волны 365 нм в течение заданного времени,
после чего снимали спектры поглощения белков.

Кинетические параметры реакций определяли с
использованием программы COPASI, как описа-
но выше.
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Physicochemical Properties of Photoconvertible Fluorescent Protein
from Montastraea cavernosa

A. Yu. Frolova*, **, A. A. Pakhomov*, **, #, and V. I. Martynov*
#Phone: +7 (495) 336-51-11; e-mail: alpah@mail.ru

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

**Nesmeyanov Institute of Organoelement Compounds, ul. Vavilova 28, Moscow, 119334 Russia

Among the wide variety of currently known fluorescent probes, photoconvertible f luorescent proteins
(PCFP) that capable to irreversibly change their position of the maximum of f luorescence emission under
specific light irradiation, are of special interest. We studied the main physicochemical properties of PCFP
isolated from Montastraea cavernosa (mcavGR). It was shown that mcavGR has high brightness and contrast
of photoconversion, comparable with the best homologous PCFPs, such as Kaede, dendFP, Dendra2, EosFP,
etc., and at the same time has significant photostability.
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Проведен сравнительный анализ психотропной активности пептида HDLF-6 в кислотной (TGENHR)
и амидной (HLDF-6-амид, TGENHR-NH2) формах с использованием метода оценки поведения
мышей аутбредных линий Balb/c (обладающей исходным дефицитом ориентировочно-исследова-
тельской активности) и С57Bl/6 (линия сравнения) в тесте “закрытый крестообразный лабиринт”
(ЗКЛ) при внутрибрюшинном (в дозе 100 мкг/кг в сутки, пятикратно) и интраназальном (в ежеднев-
ных дозах 30, 100 и 300 мкг/кг в сутки) введении в течение 5 суток. Введение амидной защиты по
С-концу пептида HDLF-6 приводило к развитию селективного ноотропного эффекта у HLDF-6-
амида (но не у HLDF-6) у мышей линии Balb/c как при интраназальном, так и при внутрибрюшин-
ном применении пептида. Напротив, у мышей С57Bl/6 этот эффект не воспроизводился. При этом
двигательная активность и уровень тревожности не изменялись у мышей этих генетических линий
при использовании обеих форм пептида. На основании результатов поведенческих экспериментов
в ЗКЛ сделан вывод о наличии у пептида HLDF-6-амида избирательного фармакологического эф-
фекта, проявляющегося в повышении исследовательской активности только у животных с исход-
ным когнитивным дефицитом, что является характерным для ноотропных препаратов. С помощью
радиорецепторного анализа впервые установлено, что у пептида HLDF-6 и его производных обна-
руживается общая мишень для высокоаффинного специфического связывания на мембранных
препаратах головного мозга крыс. Таким образом, представляется перспективной дальнейшая раз-
работка на основе пептида HLDF-6-амида оригинального ноотропного препарата для интраназаль-
ного применения.

Ключевые слова: пептид HLDF-6, ноотропная активность, эффективность исследовательского пове-
дения, закрытый крестообразный лабиринт, радиорецепторный анализ
DOI: 10.31857/S0132342321010115

ВВЕДЕНИЕ
Ранее из клеток HL-60 промиелоцитарного лей-

коза человека был выделен новый фактор диффе-
ренцировки лейкоцитов (HLDF), который являет-
ся гликозилированным белком, содержащим 54 а.о.
В составе фактора HLDF был идентифицирован
шестичленный фрагмент HLDF-6 (41TGENHR46),
полностью воспроизводящий дифференцирующую
активность полноразмерного белка [1, 2]. Были

определены уровни белкового фактора HLDF в
отделах мозга и показано положительное влияние
гексапептида HLDF-6 на биосинтез de novo ДНК
и белка в гомогенизатах мозга [3]. В условиях бета-
амилоидной токсичности пептид HLDF-6 прояв-
ляет антиапоптотическую активность на первич-
ных культурах нейронов мозжечка и гиппокампа.
Показано, что нейропротекторный пептид HLDF-6
в дозах 1–50 мкг/кг предотвращает нейродегенера-
цию в гиппокампе, а также потерю долговременной
памяти и снижение ориентировочно-исследова-
тельской активности у крыс на экспериментальной
модели болезни Альцгеймера [4]. Установлено, что
пептид HLDF-6 обладает антиишемическим эф-
фектом на модели хронической церебральной

Сокращения: HLDF – фактор дифференцировки лейко-
цитов; HLDF-6 – пептидный фрагмент 41TGENHR46 фак-
тора HLDF; HLDF-6-амид – амидная форма пептида
HLDF-6; ЗКЛ – закрытый крестообразный лабиринт.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 601-20-51; факс: +7 (495)
601-20-51; эл. почта: kovalev@academpharm.ru).
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ишемии, обеспечивая как защиту нейронов, так и
восстановление когнитивных способностей жи-
вотных в поведенческих тестах [5]. Ранее было
показано, что замещение в пептиде HLDF-6
С-концевой карбоксильной группы на амидную
повышает протеолитическую стабильность моди-
фицированного пептида HLDF-6-амида в плазме
крови крыс [6]. Также на токсических моделях
болезни Альцгеймера было показано, что пептид
HLDF-6-амид обладает более высокой ноотропной
и нейропротекторной активностью по сравнению с
пептидом HLDF-6, не содержащим амидной за-
щиты [7]. Установлено, что фармакологические
эффекты пептида HLDF-6-амида реализуются с
участием NMDA-глутаматергической системы
гиппокампа [8].

Известно, что ноотропная активность препа-
ратов наиболее специфично проявляется в усло-
виях создания когнитивного дефицита [9]. Один
из оптимальных способов его моделирования –
применение неинвазивных методов оценки дефи-
цита исследовательского поведения в ранее незна-
комой обстановке, в частности метода “закрытый
крестообразный лабиринт” (ЗКЛ) [10]. Другая су-
щественная особенность препаратов с ноотроп-
ной активностью – их способность проявлять спе-
цифическую фармакологическую активность после
неоднократного системного введения [11, 12]. Для
моделирования сниженной эффективности иссле-
довательского поведения в ЗКЛ были использова-
ны мыши инбредной линии Balb/c, обладающие
исходным дефицитом исследовательской актив-
ности; в качестве линии сравнения использовали
мышей линии С57Bl/6 [10].

Целью данного исследования стал сравни-
тельный анализ ноотропной активности пепти-
да HDLF-6 в кислотной (TGENHR) и амидной
(пептид HLDF-6-амид, TGENHR-NH2) формах с
применением неинвазивного поведенческого те-
ста “закрытый крестообразный лабиринт” для
оценки способности к пространственной ориен-
тации без предварительного обучения, уровня
тревожности и двигательной активности, а также
поиск предполагаемых мест специфического свя-
зывания этого гексапептида.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнительное изучение влияния пептидов HLDF-6

и HLDF-6-амида на поведение мышей линий Balb/c
и С57Bl/6 в тесте ЗКЛ. Ранее установлено, что
специфическое действие ноотропных препаратов
проявляется преимущественно в условиях когни-
тивного дефицита и сниженной восстановитель-
ной способности мозга [9, 13]. Предполагаемое
воздействие на когнитивное поведение изучали в
неинвазивном тесте ЗКЛ на мышах. Данный тест
основан на использовании врожденных индиви-
дуальных способностей животных по простран-

ственной ориентации в новой обстановке без
предшествующего обучения, что принципиально
отличает его от методов условного рефлекса пас-
сивного избегания и условного рефлекса активно-
го избегания, в основе которых лежит предвари-
тельное обучение. Тест способен выявлять воздей-
ствие психотропных препаратов на когнитивную
активность, тревожность, вызванную новизной об-
становки, а также на двигательную активность. Для
сравнительного анализа ноотропной активности
пептидов HLDF-6 и HLDF-6-амида были исполь-
зованы инбредные мыши линий Balb/c и С57Bl/6,
различающиеся как по эффективности исследо-
вательского поведения в лабиринте, так и по уров-
ню тревожности и двигательной активности [10].
Инбредные мыши Balb/c служили моделью для
оценки состояния когнитивного дефицита и повы-
шенной тревожности, а мыши линии C57Bl/6 – в
качестве линии сравнения.

Внутрибрюшинное введение пептидов. Пепти-
ды HLDF-6 и HLDF-6-амид вводили внутри-
брюшинно в ежедневной дозе 100 мкг/кг в тече-
ние 5 суток. Последнее введение осуществляли
за 30 мин до поведенческой сессии. Избиратель-
ный фармакологический эффект, связанный с
ноотропной активностью пептидов, оценивали
по двум параметрам эффективности ориентиро-
вочно-исследовательского поведения – “длина
первого цикла патрулирования”, отражающей
количество заходов, затрачиваемых на первый
полный обход всех четырех боковых отсеков ла-
биринта, и “число циклов патрулирования” – ко-
личеству полных обходов тупиков за сессию [14].

Результаты компьютерной обработки исследо-
вательской активности животных представлены
на рис. 1а, 1б. Из них следует, что плацебо-группа
линии Balb/c (белые столбцы) уступает плацебо-
группе линии C57Bl/6 (сплошные серые столб-
цы) по ряду поведенческих актов: мыши линии
С57Bl/6 превосходят животных Balb/c по параметру
“длина первого цикла патрулирования” (F_PtrN)
на 14% (р < 0.05), а по параметру “число циклов пат-
рулирования” (PtrN) – на 11% (р < 0.05).

У мышей опытной группы C57Bl/6 после суб-
хронического внутрибрюшинного введения пеп-
тида HLDF-6-амид в ежедневной дозе 100 мкг/кг
в течение 5 суток оба показателя эффективности
исследовательского поведения не отличаются от
значений в контроле, тогда как у мышей линии
Balb/c наблюдается повышение эффективности ис-
следовательского поведения до значений, характер-
ных для соответствующих групп линии C57Bl/6
(рис. 1а).

После введения по аналогичному протоколу
пептида HLDF-6 (рис. 1б) значимых изменений
эффективности исследовательского поведения не
отмечено ни у мышей Balb/c, ни у мышей С57Bl/6.
Таким образом, субхроническое внутрибрюшин-
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ное введение пептида HLDF-6 в дозе 100 мкг/кг в
сутки оказывается неэффективным в отношении
показателей исследовательского поведения, со-
ответствующих ноотропной активности, прису-
щей амидной форме пептида (рис. 1а).

На рис. 2 представлены результаты сравнитель-
ного анализа влияния пептидов на двигательную
активность и уровень тревожности у двух линий
мышей. Из них следует, что по исходному показа-
телю тревожности – “латентное время до 1-го за-
хода в боковой отсек” (F_ChTm) – мыши плацебо-

группы линии Balb/c (белые столбцы) вдвое пре-
восходят мышей плацебо-группы линии C57Bl/6
(сплошные серые столбцы). Субхроническое введе-
ние как пептида HLDF-6, так и HLDF-6-амида к
существенным сдвигам в этих элементах поведе-
ния не приводит, т.е. анксиолитическая актив-
ность обоих пептидов не развивается. Этот резуль-
тат согласуется с данными, полученными ранее в
тесте “открытое поле”, по которым анксиолити-
ческий эффект пептида HLDF-6-амида развивал-
ся не ранее трех недель внутрибрюшинного вве-
дения [8]. Можно предположить, что ноотроп-

Рис. 1. Влияние субхронического внутрибрюшинного введения пептидов HLDF-6-амида (а) и HLDF-6 (б) в дозе
100 мкг/кг в сутки на эффективность исследовательской активности мышей линий Balb/c и C57Bl/6 в тесте “закрытый
крестообразный лабиринт”. Обозначения: * – статистически значимые отличия от мышей Balb/c по t-критерию
Стьюдента; + – статистически значимые отличия от контроля по U-критерию Манна–Уитни; F_PtrN – длина перво-
го цикла патрулирования; PtrN – число циклов патрулирования; F_ChTm – латентное время до 1-го захода в боковой
отсек; F_GITm – время пребывания в первом боковом отсеке; Т_ChTm – общее время пребывания животного в цен-
тральном отсеке лабиринта; Т_GlTm – общее время, проведенное в боковых отсеках.
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ный эффект пептида HLDF-6-амид проявляется
значительно быстрее анксиолитического.

Кроме того, приведенные на рис. 2 данные сви-
детельствуют о том, что при 5-кратном введении
обеих форм пептида HLDF-6 в дозе 100 мкг/кг в
сутки изменений двигательной активности у мы-
шей обеих линий не наблюдается.

Сравнительный анализ влияния пептидов
HLDF-6-амида и HLDF-6 на ряд показателей пове-
дения мышей инбредных линий Balb/c и С57Bl/6,
исходно различающихся по эффективности иссле-

довательского поведения и уровню тревожности,
свидетельствует о том, что пептид HLDF-6-амид
избирательно улучшает когнитивное поведение
мышей линии Balb/c с исходным дефицитом ис-
следовательской активности, не изменяя пове-
дения мышей линии сравнения С57Bl/6. Селек-
тивность относительно когнитивного дефицита
присуща и традиционным ноотропам – пирацета-
му [11], фенотропилу [15], пантогаму [12], исполь-
зуемым в более высоких дозах (50–200 мг/кг), а
также пептидным препаратам семаксу и ноопеп-
ту в дозах 0.6 и 1.0 мг/кг соответственно [16, 17].

Рис. 2. Влияние субхронического внутрибрюшинного введения пептидов HLDF-6-амида (а) и HLDF-6 (б) в дозе
100 мкг/кг в сутки на уровень тревожности и двигательную активность мышей линий Balb/c и C57Bl/6 в тесте “закры-
тый крестообразный лабиринт”. Обозначения: *, + – статистически значимые отличия от мышей BALB/c по t-крите-
рию Стьюдента и U-критерию Манна–Уитни соответственно; F_PtrN – длина первого цикла патрулирования; PtrN –
число циклов патрулирования; F_ChTm – латентное время до 1-го захода в боковой отсек; F_GITm – время пребыва-
ния в первом боковом отсеке; Т_ChTm – общее время пребывания животного в центральном отсеке лабиринта;
Т_GlTm – общее время, проведенное в боковых отсеках.
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Не содержащий амидной защиты пептид HLDF-6
при субхроническом внутрибрюшинном введе-
нии в дозе 100 мкг/кг в сутки оказался неактив-
ным и не улучшал когнитивный компонент пове-
дения в условиях данного эксперимента.

Интраназальное введение пептидов. Вторая часть
исследования выполнена с применением интра-
назального введения пептидов как адекватного
пути введения препаратов пептидной природы,
позволяющего исключить пресистемный метабо-
лизм в желудочно-кишечном тракте и печени,
вследствие чего ускоряется достижение терапев-
тического эффекта. Пептиды HLDF-6-амид и
HLDF-6 в дозах 30, 100 и 300 мкг/кг в сутки или
физиологический раствор вводили мышам линий
Balb/c и С57Bl/6 в течение 5 суток.

Результаты компьютерной обработки исследо-
вательской поведенческой активности мышей обе-
их линий представлены в табл. 1 и 2. Показано, что
мыши линии Balb/c плацебо-группы уступают

мышам линии С57Bl/6 из соответствующей груп-
пы в эффективности исследовательского поведе-
ния в незнакомой обстановке – длина первого цик-
ла патрулирования (F_PtrN) у мышей линии Balb/c
была на 13% больше, чем у C57Bl/6 (p < 0.05).

Субхроническое 5-кратное введение пептида
HLDF-6-амида в ежедневной дозе 30 мкг/кг не
оказывало положительного эффекта. При введе-
нии в дозе 100 мкг/кг в сутки проявлялась выра-
женная тенденция к улучшению (p = 0.058), тогда
как в дозе 300 мкг/кг в сутки улучшение наступа-
ло сразу по двум параметрам исследовательского
поведения: длина первого цикла (F_PtrN) сокра-
щалась на 15%, а общее число полных циклов
(PtrN) увеличивалось на 16%. Напротив, у мышей
линии сравнения C57Bl/6 аналогичное введение
пептида HLDF-6-амида не оказывало достовер-
ного влияния на эффективность исследователь-
ского поведения ни в одной из доз (табл. 1).

Таблица 1. Влияние субхронического интраназального введения пептида HLDF-6-амида на исследовательское
поведение мышей в тесте “закрытый крестообразный лабиринт”

* Статистически значимые отличия от внутрилинейного контроля по t-критерию Стьюдента (p < 0.05).
# Статистически значимые межлинейные отличия в контроле по t-критерию Стьюдента (при p < 0.05). 
Данные представлены в виде m ± S.E.M.

Линия мышей Группы (мкг/кг в сутки)
Длина первого цикла 

патрулирования, число 
заходов (F_PtrN)

Число циклов
патрулирования (PtrN)

Balb/c Плацебо (физ. раствор) 6.18 ± 1.32 1.72 ± 0.66
HLDF-6-амид (30) 6.33 ± 2.61 1.60 ± 0.69
HLDF-6-амид (100) 5.83 ± 1.95 1.91 ± 0.67
HLDF-6-амид (300) 5.24 ± 1.12* 2.00 ± 0.53*

C57Bl/6 Плацебо (физ. раствор) 5.45 ± 1.30# 1.98 ± 0.49
HLDF-6-амид (30) 5.84 ± 0.8 2.14 ± 0.55
HLDF-6-амид (100) 5.58 ± 1.24 2.00 ± 0.58
HLDF-6-амид (300) 5.77 ± 2.01 2.01 ± 0.48

Таблица 2. Влияние субхронического интраназального введения пептида HLDF-6 на исследовательское поведе-
ние мышей в тесте “закрытый крестообразный лабиринт”

* Статистически значимые отличия от внутрилинейного контроля по t-критерию Стьюдента (p < 0.05).
# Статистически значимые межлинейные отличия в контроле по t-критерию Стьюдента (при p < 0.05). 
Данные представлены в виде m ± S.E.M.

Линия мышей Группы (мкг/кг в сутки) Длина первого цикла 
патрулирования (F_PtrN)

Число циклов 
патрулирования (PtrN)

Balb/c Плацебо (физ. раствор) 6.18 ± 2.32 1.72 ± 0.66
HLDF-6 (30) 5.97 ± 2.10 1.67 ± 0.64
HLDF-6 (100) 6.08 ± 1.67 1.62 ± 0.65
HLDF-6 (300) 5.34 ± 1.33* 1.81 ± 0.47

C57Bl/6 Плацебо (физ. раствор) 5.45 ± 1.30# 1.98 ± 0.49
HLDF-6 (30) 5.91 ± 1.31 2.15 ± 0.38
HLDF-6 (100) 6.08 ± 1.98 2.00 ± 0.71
HLDF-6 (300) 5.64 ± 1.12 2.08 ± 0.51
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Как и в случае с HLDF-6-амидом, изменений
в исследовательском поведении у мышей линии
сравнения C57Bl/6 в результате 5-кратного ин-
траназального введения пептида HLDF-6 не от-
мечено. У мышей линии Balb/c, обнаруживаю-
щей когнитивный дефицит, после интраназаль-
ного введения пептида HLDF-6 в дозе 300 мкг/кг
в сутки эффективность исследовательского пове-
дения улучшалась лишь по одному параметру –
снижалась длина первого цикла патрулирования
(F_PtrN) (табл. 2).

Ранее на примере пептидов семакса и ноопеп-
та нами было показано, что выраженное ноотроп-
ное действие пептидных препаратов при интрана-
зальном введении мышам Balb/c может означать,
что при экстранейрональном пути поступления
пептиды через обонятельный эпителий попадают
в большей степени в области мозга, связанные с
процессами памяти и обучения, тогда как при
внутрибрюшинном введении – преимуществен-
но в структуры мозга, ответственные за эмоцио-
нальный статус (передний мозг и лимбические
области), вследствие чего преобладает анксио-
литический эффект [17]. Следовательно, дальней-
шая разработка ноотропного фармакологического
препарата с интраназальным способом введения
на основе пептида HLDF-6-амид представляется
перспективной.

Радиорецепторный анализ связывания меченно-
го тритием пептида [3H]Ac-HLDF-6-NH2 с мем-
бранными препаратами головного мозга крыс. В про-
веденных ранее экспериментах исследователям
не удавалось обнаружить специфического связы-
вания пептида HLDF-6 на поверхности клеток,
хотя было установлено, что даже однократные за-
мены аминокислотных остатков в его структуре

приводят к потере дифференцирующей активно-
сти [2]. В нашей работе с использованием мечен-
ного тритием пептида [3H]Ac-HLDF-6-NH2 было
впервые продемонстрировано, что на мембран-
ных препаратах, приготовленных из головного
мозга самцов крыс Вистар, имеются места высо-
коаффинного специфического связывания пеп-
тида HLDF-6 и его производных (рис. 3). Показа-
но, что величина IC50 для исходного пептида
HLDF-6 составляет 1813 ± 0.19 нМ, тогда как у его
содержащих защитные группировки производных
HLDF-6-амид, HLDF-6-АА (ацетил-амидная фор-
ма пептида HLDF-6) и HLDF-6-H (TGEXHR-NH2,
где Х = Hse) эта величина составляет 531 ± 0.15,
754 ± 0.18 и 574 ± 0.14 нМ соответственно. Таким
образом, у пептида HLDF-6 и его производных
обнаружена общая мишень специфического свя-
зывания на мембранах головного мозга крыс.
Введение амидной и ацетильной защиты в пептид
не только не лишило этих производных сродства
к местам специфического связывания на мембра-
нах мозга, но и привело к увеличению сродства к
местам связывания [3H]Ac-TGENHR-NH2 в 3.4 и
2.4 раза соответственно. Можно предположить,
что в дальнейших экспериментах специфические
фармакологические эффекты, установленные для
незащищенной формы пептида HLDF-6, будут
подтверждены и для других исследованных форм
пептида.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Экспериментальные животные. Для in vivo ис-

следований использовали самцов мышей инбред-
ных линий Balb/c (n = 160) и C57Bl/6 (n = 108),
полученных из питомника лабораторных живот-

Рис. 3. Кривые конкуренции пептида HLDF-6 и его производных HLDF-6-NH2, HLDF-6-H и Ac-HLDF-6-NH2 за
места специфического связывания [3H]Ac-HLDF-6-NH2 с мембранами головного мозга крыс Вистар.
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ных ФИБХ РАН “Пущино”, массой 23–25 г. Для
радиолигандного анализа in vitro применяли мем-
бранные препараты мозга самцов аутбредных крыс
Вистар (питомник “Столбовая”, n = 8, масса 200–
220 г), приготовленные по стандартной методике,
описанной ниже.

Содержание животных соответствовало Пра-
вилам лабораторной практики при проведении
доклинических исследований в Российской Фе-
дерации (ГОСТ 351.000.3-96 и 51000.4-96) и Пра-
вилам надлежащей лабораторной практики (утв.
приказом Министерства здравоохранения Рос-
сийской Федерации от 1 апреля 2016 г. № 199н).
Мышей содержали по 8 особей в клетке, крыс –
по 4 особи, всех в условиях свободного доступа к
воде и корму при температуре 21°С и постоянном
световом дне 14 ч (включение света в 8 ч утра).
Факторы внешней среды (температура, влаж-
ность, освещенность, состав подстила) соответ-
ствовали требованиям по содержанию лаборатор-
ных животных.

Изучение влияния пептидов HLDF-6-амида и
HLDF-6 на поведение мышей линий Balb/c и
С57Bl/6 в тесте ЗКЛ. Пептиды HLDF-6-амид и
HLDF-6 в дозах 30, 100 и 300 мкг/кг (опытные
группы) или физиологический раствор (плацебо-
группы) вводили внутрибрюшинно (100 мкг/кг,
по весу животного) или интраназально (30, 100 и
300 мкг/кг, в объеме 10 мкл) ежедневно в течение
5 суток. Количество животных в каждой группе –
от 10 до 15. Для оценки исследовательского пове-
дения животных использовали закрытый кресто-
образный лабиринт, который состоял из четырех
прозрачных пластмассовых закрытых пустых от-
секов, соединявшихся с таким же центральным
отсеком с помощью входных отверстий [18]. Ту-
пиковые отсеки размером 14 × 14 × 14 см были
пронумерованы по часовой стрелке от 1 до 4. Пол
лабиринта очищали влажным ватным тампоном
перед каждым опытом. Мышь помещали в цен-
тральный отсек, после чего лабиринт накрывали
прозрачной крышкой. Животное могло свободно
перемещаться по его отделениям, а эксперимен-
татор синхронно фиксировал номера посещае-
мых отделений, используя компьютерную про-
грамму, регистрирующую последовательность и
продолжительность переходов. Критерием захода
в отсек лабиринта считалось наличие всех четы-
рех лап животного внутри этого помещения. Экс-
перимент продолжался до тех пор, пока животное
не совершит 12 переходов из одного бокового от-
сека в другой (т.е. пока оно не совершит 13 визи-
тов в боковые отсеки).

Последующий компьютерный анализ данных
позволил выделить следующие показатели:

1) “длина первого цикла патрулирования”
(F_PtrN) и “число циклов патрулирования” (PtrN),
совершенных за время эксперимента. Показатель

“длина первого цикла патрулирования” исчисля-
ется числом заходов животного в боковые отсеки
лабиринта до момента, когда животное побывает
во всех четырех боковых отсеках лабиринта хотя
бы один раз. Чем меньше число заходов в боковые
отсеки при первом цикле патрулирования и чем
больше выполнено циклов патрулирования, тем
более упорядоченно и эффективно происходит
исследование лабиринта. Эти показатели могут
быть использованы для оценки ноотропного дей-
ствия вещества;

2) “общее время пребывания животного в цен-
тральном отсеке лабиринта” (Т_ChTm) и “общее
время, проведенное в боковых отсеках” (Т_GlTm)
в секундах, не считая 1-го захода в боковой отсек.
Эти показатели отражают уровень двигательной
активности животного, а также характеризуют
интенсивность обследования ими новой среды и
могут быть использованы для оценки стимулиру-
ющего/тимолептического или, наоборот, седа-
тивного эффекта вещества;

3) “латентное время до 1-го захода в боковой
отсек” (F_ChTm) и “время пребывания в нем”
(F_GITm). Эти показатели отражают баланс меж-
ду любопытством и настороженностью животного
при первом контакте с новой обстановкой. Если
их величины значимо превышают, соответствен-
но, показатели п. 2, то это может рассматриваться
как признак настороженности и тревоги.

Статистическую обработку эксперименталь-
ных данных проводили с помощью программы
Statistica 6.0.

Радиорецепторный анализ связывания меченно-
го тритием пептида [3H]Ac-HLDF-6-NH2 с мембра-
нами головного мозга крыс Вистар in vitro. После
декапитации выделяли головной мозг, ткань не-
медленно замораживали в жидком азоте и храни-
ли в низкотемпературной морозильной камере
при –80°C для последующих экспериментов в
условиях in vitro. В день эксперимента ткань моз-
га измельчали в гомогенизаторе Поттера “те-
флон–стекло” в 25 объемах буфера (50 мМ Tris-
HCl, 10 мM EDTA, pH 7.1). Гомогенат центрифу-
гировали 10 мин при 48000 g. Полученный осадок
гомогенизировали в буфере и инкубировали 10 мин
при 37°C, затем центрифугировали 10 мин при
48000 g. Осадок ресуспендировали в 5 объемах бу-
фера и замораживали в криопробирках при –80°C.

В день анализа ткань размораживали, разбавля-
ли в 100 объемах буфера (50 мМ Tris-HCl, pH 7.1),
центрифугировали 3 раза по 10 мин при 48000 g.
Осадок ресуспендировали в необходимом коли-
честве буфера (50 мМ Tris-HCl, pH 7.1).

В экспериментах по радиолигандному связы-
ванию использовали меченый тритием пептид
[3H]Ac-HLDF-6-NH2 с удельной активностью
22 Кюри/ммоль. Инкубационная смесь (конечный
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объем 0.5 мл) содержала 50 мкл [3H]Ac-HLDF-6-
NH2, 200 или 250 мкл буфера (50 мМ Tris-HCl,
pH 7.1) и 200 мкл белковой суспензии мембран, для
неспецифического связывания добавляли 50 мкл
немеченого пептида (HLDF-6-АА). Реакционную
смесь инкубировали при 4°C в течение 30 мин. По
окончании инкубации пробы фильтровали через
стекловолоконные фильтры GF/С (Whatman, Ве-
ликобритания), предварительно выдержанные в те-
чение 2 ч в 0.3%-ном полиэтиленимине при 4°C.
Каждую пробирку промывали 2 раза холодным бу-
фером (50 мМ Tris-HCl, pH 7.1), затем фильтры про-
мывали 2 раза тем же объемом буфера. Фильтры
просушивали на воздухе и переносили в сцинтил-
ляционные флаконы, содержавшие по 5 мл сцин-
тилляционной жидкости на основе толуола (4 г
PPO, 0.2 г POPOP на 1 л толуола). Определение ра-
диоактивности проб осуществляли на сцинтилля-
ционном счетчике Tri-Carb 2900TR (Perkin Elmer,
США) с эффективностью счета 42–46%. Резуль-
таты измерений по радиорецепторному связыва-
нию проводили с помощью пpoгpaммы Graph-
Pad Prism 4.
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Influence of Sub-Chronic Peptide HLDF-6 Administration
on the Exproratory Behavior of Inbred Mice Balb/c and C57Bl/6 Strains

G. I. Kovalev*, #, E. V. Vasileva*, R. M. Salimov*, Yu. A. Zolotarev**,
A. K. Dadayan**, A. P. Bogachouk***, and V. M. Lipkin***

#Phone: +7 (495) 601-20-51; fax: +7 (495) 601-20-51; e-mail: kovalev@academpharm.ru
*Zakusov Research Institute of Pharmacology, ul. Baltiyskaya 8, Moscow, 125315 Russia

**Institute of Molecular Genetics, pl. Kurchatova 2, Moscow, 123182 Russia
***Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, ul. Mikluho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

A comparative analysis of the psychotropic activity of the HDLF-6 peptide in acidic (TGENHR) and amide
forms (HLDF-6-amide, TGENHR-NH2) was carried out using the method for assessing the behavior on
2 inbred mice strains Balb/c (with initial deficiency of exploratory efficacy) and С57Bl/6 (as reference) in the
“closed cross-maze”-test (CCM) using sub-chronic intraperitoneal (100 μg/kg, daily) and intranasal admin-
istration at daily doses 30, 100 and 300 μg/kg. It was shown that the introduction of amide protection at the
C-terminus of the HDLF-6 peptide reveals the selective nootropic effect of HLDF-6-amide (but not HLDF-6) in
Balb/c population after both intranasal and intraperitoneal routs of the peptides administrations. On the con-
trary, in the group of C57Bl/6 mice this effect was not reproduced. The locomotor activity and the anxiety
level did not change in these strains after injections of both forms of the peptide. Based on the results of be-
havioral experiments in CCM-test, it was concluded that the HLDF-6-amide peptide has a selective phar-
macological effect, which manifests itself in an increase in exploratory activity only in animals with initial
cognitive deficit, which is characteristic of nootropic drugs. Using radioreceptor analysis, it was for the first
time established that the peptide HLDF-6 and its derivatives showed a common target of specific high affinity
binding on the rat cerebral membranes. Thus, it seems promising to further develop, based on the HLDF-6-
amide peptide, an original nootropic drug for intranasal use.

Keywords: HLDF-6 peptide, nootropic activity, the effectiveness of exploratory behavior, closed cross maze, ra-
dioreceptor analysis
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Методами спектрофотометрии, масс-спектрометрии и спектрофлуориметрии исследовано взаимо-
действие красителя оксазинового ряда галлоцианина с активными формами кислорода 
и галогенов (HOCl). Показано, что галлоцианин реагирует с HOCl и  (но не с Н2О2) с образова-
нием флуоресцирующих продуктов. С использованием ингибиторного анализа установлено, что
как в системе ксантин/ксантиноксидаза, так и в присутствии активированных нейтрофилов крови
человека основной вклад в превращение галлоцианина во флуорофор вносит его реакция с  По-
лученные результаты позволяют заключить, что галлоцианин может выполнять роль флуорогенного
хемосенсора и использоваться для оценки активации нейтрофилов, NADPH-зависимой продукции
супероксидного анион-радикала нейтрофилами и другими клетками крови, а также для тестирования
антиоксидантных препаратов, разрабатываемых с целью коррекции заболеваний, ассоциированных
с окислительным стрессом.

Ключевые слова: галлоцианин, активные формы кислорода, активные формы галогенов, окислительный
стресс, супероксидный анион-радикал, хлорноватистая кислота, флуоресценция
DOI: 10.31857/S0132342321010176

ВВЕДЕНИЕ
Нейтрофилы представляют собой самый мно-

гочисленный подвид гранулоцитарных лейкоци-
тов (до ~70%) крови человека, играющий ключе-
вую роль в реализации клеточного звена врожден-
ного иммунитета во многом благодаря продукции
активных форм кислорода (АФК) и галогенов
(АФГ). Эти соединения не только играют роль ме-
диаторов важных внутриклеточных и межклеточ-
ных редокс-чувствительных сигнальных путей,
таких как ионная проницаемость, апоптоз, нетоз
и рецепторные взаимодействия, но и, будучи вы-
сокореакционными, уничтожают патогены (бак-

терии, вирусы, грибы и др.), выполняя антимик-
робную функцию [1]. За продукцию АФК и АФГ
в нейтрофилах отвечают главным образом фер-
менты: NADPH-оксидаза (КФ 1.6.3.1), суперок-
сиддисмутаза (SOD, КФ 1.15.1.1) и миелоперокси-
даза (MPO, КФ 1.11.2.2). Активация нейтрофилов
в ответ на провоспалительный стимул сопровож-
дается сборкой NADPH-оксидазного комплекса,
который катализирует реакцию восстановления
молекулярного кислорода (О2) до супероксидно-
го анион-радикала  [2]:

(1)

В результате дисмутации  (спонтанной или ка-
тализируемой SOD) образуется пероксид водоро-
да (Н2О2):

(2)
являющийся субстратом фермента азурофильных
гранул нейтрофилов – MPO [1, 3]. MPO в организ-

( )2 22О , H O−i

2О−i

2О .−i

Сокращения: 4-АВАН – гидразид 4-аминобензойной кис-
лоты; CP – церулоплазмин; fMLP – N-формил-метил-
лейцил-фенилаланин; MPO – миелопероксидаза; PMA –
форбол-12-миристат-13-ацетат; SOD – супероксиддисму-
таза; АФГ – активные формы галогенов; АФК – активные
формы кислорода; ФСБ – фосфатно-солевой буфер.

# Автор для связи: (тел.: +7 (499) 246-44-90; эл. почта:
o-panas@mail.ru).

( )2О−i
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2 2 2 22 О 2Н О Н О ,− ++ → +i
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ме человека катализирует главным образом окисле-
ние хлорида до хлорноватистой кислоты (HOCl):

АФК и особенно АФГ (включая HOCl), обра-
зующиеся при активации нейтрофилов и облада-
ющие повышенной реакционной способностью,
реагируют со многими биологически важными
молекулами (нуклеиновыми кислотами, белка-
ми, липидами, антиоксидантами и др.), повре-
ждают клетки и ткани организма, вызывая окис-
лительный/галогенирующий стресс, провоциру-
ющий развитие воспалительных заболеваний:
сердечно-сосудистых, нейродегенеративных, он-
кологических и др. [3–5]. Становится понятно,
насколько важно контролировать и оценивать ак-
тивность ферментов, ответственных за образова-
ние АФК и АФГ. Очевидно, что регистрация про-
дукции клетками АФК/АФГ дает возможность
разработки новых методов и подходов, направлен-
ных на профилактику, диагностику и мониторинг
эффективности терапии заболеваний, ассоцииро-
ванных с окислительным/галогенирующим стрес-
сом. Среди методов, используемых для обнаруже-
ния АФК и АФГ (масс-спектрометрия в сочета-
нии с различными вариантами хроматографии,
иммуноферментный анализ, хемилюминесцен-
ция, спиновые ловушки и др.), флуоресцентный
анализ отличается высокой чувствительностью и
доступностью [6–8].

В последнее время предложено большое коли-
чество низкомолекулярных флуорогенных зондов,
позволяющих в том числе в режиме реального вре-
мени регистрировать продукцию различных АФК
и АФГ как внутри, так и вне клетки: 2',7'-дихлорди-
гидрофлуоресцеиндиацетат, дигидрородамин 123,
10-ацетил-3,7-дигидроксифеноксазин (Amplex
Red), аминофенилфлуоресцеин (2-[6-(4'-ами-
но)фенокси-3H-ксантен-3-он-9-ил]бензойная
кислота) и др. [6–11]. Однако указанные зонды
не всегда являются достаточно чувствительны-
ми и специфичными при анализе тех или иных
АФК/АФГ, зачастую их синтез весьма трудое-
мок, что значительно увеличивает стоимость, либо
они попросту неудобны в анализе (плохая рас-
творимость в воде, недостаточная стабильность
и т.п.). Например, упомянутые 2',7'-дихлордигид-
рофлуоресцеиндиацетат, дигидрородамин 123 и
аминофенилфлуоресцеин одинаково хорошо
окисляются свободными радикалами, пероксинит-
ритом и HOCl [6, 9]. Amplex Red, предназначенный
для определения Н2О2 в присутствии пероксидаз,
легко окисляется под действием АФГ. Более того,
такие восстановители, как NADH и глутатион, мо-
гут заметно искажать результат анализа [10, 11].

Ранее нами был предложен кинетический спек-
трофотометрический метод для измерения гало-
генирующей активности MPO, основанный на

2 2 2H O Cl H HOCl H O.− ++ + → +

обесцвечивании под действием АФГ красителя
оксазинового ряда – целестинового синего В [12].
Позднее мы показали, что этот краситель с успе-
хом может быть использован для выявления HOCl,
продуцируемой активированными нейтрофила-
ми, методами проточной цитометрии и конфо-
кальной микроскопии [13].

В настоящей работе мы сосредоточили свое вни-
мание на другом красителе оксазинового ряда –
галлоцианине (4-гидрокси-7-диметиламино-1-
карбоксифеноксазон-3 хлорид). Он – структур-
ный аналог целестинового синего В, но отличает-
ся большей фотостабильностью, относительно
хорошей растворимостью в фосфатно-солевом
буфере и легко синтезируется с выходом, близ-
ким к количественному. Благодаря в том числе
этим свойствам, галлоцианин уже более полувека
используется при гистологическом анализе для
окраски ядер [14] и количественного определе-
ния нуклеиновых кислот [15]. Нами было иссле-
довано взаимодействие галлоцианина с основ-
ными АФК  и АФГ (HOCl) с целью
использования красителя для выявления про-
дукции этих соединений активированными ней-
трофилами.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Взаимодействие галлоцианина с  Известно,
что диоксид калия (КО2) в водной среде гидроли-
зуется с образованием короткоживущего су-
пероксидного анион-радикала:

(3)

который быстро дисмутирует до пероксида водо-
рода по реакции (2). Суммарное уравнение реак-
ции выглядит так:

(4)
Для исследования взаимодействия галлоциа-

нина с  к раствору галлоцианина добавляли
навеску сухого КО2, перемешивали и регистриро-
вали спектры поглощения в видимой области
(400–750 нм). Результаты измерения приведены
на рис. 1. Видно, что раствор галлоцианина имеет
максимум поглощения при 623 нм. По мере уве-
личения концентрации добавленного КО2 наблю-
дается снижение высоты этого пика, одновременно
появляется пик поглощения с максимумом при
510 нм, увеличивается его интенсивность, при этом
окраска раствора меняется с синей на бледно-фио-
летовую. В совокупности это свидетельствует о рас-
ходовании галлоцианина и образовании как мини-
мум одного продукта. В контрольных эксперимен-
тах мы показали, что добавление к галлоцианину
(20 мкМ) раствора Н2О2 (10–1000 мкМ), образую-
щегося по реакции (4), не приводит к изменению

( )2 22О , H O−i

−
2О .i

2 2 2KO H O H KOH О ,+ −+ → + + i

2 2 2 2 22KO 2H O 2KOH H O O .+ → + +

2О−i
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спектра поглощения галлоцианина (данные не
приведены). Это значит, что галлоцианин не
вступает в реакцию с Н2О2. В таком случае можно
заключить, что изменение спектра поглощения
галлоцианина при добавлении к нему КО2 обу-
словлено его реакцией с  образующимся в ка-
честве интермедиата при гидролизе КО2 по реак-
ции (3).

Этот факт подтверждают изображенные на
рис. 2 масс-спектры галлоцианина, зарегистри-
рованные до и после добавления к нему КО2 в
различных концентрациях. Масс-спектр галло-
цианина (спектр 1 на рис. 2) представляет собой
моноизотопное распределение, максимально ин-
тенсивный пик (m/z 301.1) соответствует массе ка-
тиона [C15H13N2O5]+, состоящего из основных
изотопов (12С, 1Н, 14N, 16О). По мере роста кон-
центрации КО2 сначала появляется (спектр 2 на
рис. 2), увеличивается (спектры 3 и 4), а затем ис-
чезает (спектр 5) сигнал с m/z 339.1. Параллельно,
начиная с концентрации КО2 2.84 мМ, появляет-
ся и увеличивается сигнал с m/z 230.0. При кон-
центрации КО2 11.38 мМ (спектр 5 на рис. 2) пик
от исходного галлоцианина (m/z 301.1) исчезает
полностью и остается только сигнал с m/z 230.0.
Такой результат можно объяснить, если предпо-
ложить, что в реакции галлоцианина с КО2 снача-
ла образуется продукт с m/z 339.1, который в кон-
це концов превращается в соединение с m/z 230.0.
Как минимум один из продуктов является флуо-

2О ,−i

рофором, что подтверждают результаты, приве-
денные на рис. 3, из которого видно, что добавление
к раствору галлоцианина КО2 приводит к возник-
новению флуоресценции, которая усиливается по
мере увеличения концентрации КО2 (максимумы в
спектре возбуждения в области 260–370 нм, испус-
кания – 480–500 нм, рис. 3).

Помимо КО2 для продукции  нами был ис-
пользован фермент ксантиноксидаза, который в
присутствии ксантина катализирует восстановле-
ние О2 до  [16]. Результаты эксперимента при-
ведены на рис. 4. Видно, что в присутствии ксан-
тиноксидазы и ее субстрата ксантина наблюдает-
ся увеличение интенсивности флуоресценции
при 490 нм (возбуждение при 360 нм) (кривая 1 на
рис. 4), тогда как в отсутствие ксантина фермен-
тативная реакция не идет, и прирост интенсив-
ности флуоресценции отсутствует (кривая 2 на
рис. 4). Этот результат свидетельствует о взаимо-
действии синтезирующегося в ферментативной
реакции  с галлоцианином с образованием флу-
орофора. Из данных, представленных на рис. 5,

2О−i

2О−i

2О−i

Рис. 1. Спектры поглощения галлоцианина до и после
добавления к нему KO2. Среда измерения – ФСБ-2,
рН 7.4 (см. “Эксперим. часть”). Концентрация галло-
цианина – 20 мкМ. Концентрация КО2 (мМ): 1 – 0;
2 – 0.22; 3 – 0.76; 4 – 0.98; 5 – 1.31; 6 – 1.64.
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Рис. 2. Масс-спектры галлоцианина до и после добав-
ления к нему KO2. Среда измерения – ФСБ-2, рН 7.4
(см. “Эксперим. часть”). Концентрация галлоциани-
на – 80 мкМ. Концентрация КО2 (мМ): 1 – 0; 2 – 1.14;
3 – 2.84; 4 – 5.69; 5 – 11.38; 6 – масс-спектр матрицы
(2,5-дигидроксибензойной кислоты) в отсутствие
галлоцианина.
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видно, что интенсивность флуоресценции (h20) и
химическая реакция галлоцианина (v) в системе
ксантин/ксантиноксидаза практически полно-
стью подавляются в присутствии SOD. Этот факт
свидетельствует о решающем вкладе  в хими-
ческие превращения красителя.

Взаимодействие галлоцианина с HOCl. На рис. 6
приведены спектры поглощения галлоцианина
до и после добавления к нему HOCl в различных
концентрациях. Видно, что раствор галлоциани-
на имеет максимум поглощения при 623 нм
(спектр 1 на рис. 6а). Рассчитанный из этого
спектра молярный коэффициент экстинкции со-
ставил ε623 = 28000 М–1 см–1, что хорошо согласу-
ется с данными литературы [17, 18]. Добавление
HOCl к красителю приводило к уменьшению оп-
тической плотности раствора при длине волны
623 нм и появлению менее интенсивной полосы
поглощения с максимумом при 475 нм (рис. 6а),
что свидетельствует об образовании продукта ре-
акции. Из вставки на рис. 6а видно, что падение
концентрации галлоцианина происходит пропор-
ционально концентрации добавленной HOCl так,
что коэффициент стехиометрии HOCl : галлоциа-
нин равен ~1.5. Однако, как видно из рис. 6б, даль-
нейшее увеличение концентрации HOCl приво-
дит к снижению оптической плотности раствора
при 475 нм и появлению полосы поглощения при

2О−i

416 нм. В ходе реакции сине-фиолетовая окраска
исходного раствора галлоцианина сначала меняет-
ся на оранжевую, а при дальнейшем увеличении
концентрации HOCl раствор обесцвечивается. Та-
кой результат говорит о том, что HOCl реагирует
с галлоцианином с образованием как минимум
двух продуктов, первый из которых, имеющий
полосу поглощения при 475 нм, является проме-
жуточным и при более высоких концентрациях
HOCl претерпевает превращение в продукт, по-
глощающий при 416 нм.

Такой вывод подтверждают и приведенные на
рис. 7 масс-спектры галлоцианина, зарегистри-
рованные до и после добавления к нему HOCl в
различных концентрациях. Видно, что по мере
увеличения концентрации HOCl интенсивность
сигнала, соответствующего массе катиона исход-
ного галлоцианина [C15H13N2O5]+ (m/z 301.1), по-
степенно снижается. Параллельно появляются
сигналы с m/z 328.3 и 452.0, по всей вероятности,
соответствующие двум продуктам реакции HOCl
с галлоцианином. Как минимум один из этих про-
дуктов является флуорофором. Об этом свидетель-
ствуют представленные на рис. 8 спектры воз-
буждения и испускания флуоресценции раство-
ра галлоцианина после добавления к нему HOCl в
различных концентрациях. Видно, что по мере воз-
растания концентрации добавленной к галлоциа-
нину HOCl наблюдается увеличение интенсивно-

Рис. 3. Спектры возбуждения и испускания флуо-
ресценции галлоцианина до и после добавления к
нему КО2. Среда измерения – ФСБ-1, рН 7.4 (см.
“Эксперим. часть”). Концентрация галлоцианина –
5 мкМ. Концентрация КО2 (мМ): 1 – 0; 2 – 0.7; 3 – 1.6;
4 – 2.7; 5 – 4.1. Возбуждение – при 360 нм, испуска-
ние – при 490 нм.
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Рис. 4. Кинетика изменения интенсивности флуорес-
ценции галлоцианина в системе ксантин/ксантинокси-
даза (кривая 1). Концентрация галлоцианина – 5 мкМ,
ксантина – 1 мМ, ксантиноксидазы – 0.52 мкМ. Среда
измерения – ФСБ-1, рН 7.4 (см. “Эксперим. часть”).
Кривая 2 – контрольная кривая, полученная в отсут-
ствие ксантина. Возбуждение – при 360 нм, испуска-
ние – при 490 нм. На рисунке обозначены определяе-
мые параметры: интенсивность флуоресценции по
сравнению с фоновым уровнем через 7 (h7) или 20 (h20)
мин после запуска реакции и скорость химического
превращения галлоцианина (v).
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сти флуоресценции раствора красителя (максиму-
мы в спектре возбуждения – 269, 292 и 360 нм,
испускания – 490 нм, рис. 8), что обусловлено об-
разованием продукта реакции.

Таким образом, оба исследованных нами реа-
гента (  и HOCl) в бесклеточной среде реагиру-
ют с галлоцианином с образованием флуоресци-
рующих продуктов. Далее мы попытались выяс-
нить, можно ли использовать галлоцианин в
качестве флуорогенного хемосенсора для реги-
страции продукции АФК и/или АФГ нейтрофи-
лами крови человека.

Продукция  нейтрофилами. Известно, что
среди всех клеток крови нейтрофилы являются
основными носителями МРО и NADPH-оксида-
зы. Стимуляция нейтрофилов приводит, с одной
стороны, к сборке и активации NADPH-оксидаз-
ного ферментного комплекса, что сопровождает-
ся усиленной продукцией  [2], а с другой – к
дегрануляции клеток, секреции MPO из азуро-
фильных гранул во внеклеточное пространство и,
как следствие – к синтезу HOCl [1, 4]. Оба собы-
тия, как демонстрируют представленные выше
результаты, должны способствовать трансформа-
ции галлоцианина в его флуорогенную форму. Для
того чтобы выяснить, какая из ферментных систем
нейтрофилов в большей степени ответственна за
превращение галлоцианина во флуорофор, мы ак-
тивировали нейтрофилы добавлением N-формил-
метил-лейцил-фенилаланина (fMLP) или форбол-
12-миристат-13-ацетата (PMA) в присутствии гал-
лоцианина и различных веществ, способных как

2О−i

−
2Оi

2О−i

Рис. 5. Влияние SOD (1.6 мкМ) на интенсивность
(h20) и скорость нарастания флуоресценции (v) в си-
стеме галлоцианин + ксантин/ксантиноксидаза. Кон-
центрация галлоцианина – 5 мкМ, ксантина – 1 мМ,
ксантиноксидазы – 0.52 мкМ. Среда измерения –
ФСБ-1, рН 7.4 (см. “Эксперим. часть”). Возбуждение –
при 360 нм, испускание – при 490 нм.
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Рис. 6. Спектры поглощения галлоцианина до и после добавления к нему HOCl. Среда измерения – ФСБ-2, рН 7.4
(см. “Эксперим. часть”). Концентрация галлоцианина – 20 мкМ. Концентрация HOCl (мкМ) (а): 1 – 0; 2 – 7.5; 3 –
15.0; 4 – 22.5; 5 – 40.0; (б): 6 – 45.0; 7 – 52.5; 8 – 60.0; 9 – 67.5; 10 – 75.0. На вставке приведена концентрационная за-
висимость убыли галлоцианина в растворе при добавлении к нему HOCl, рассчитанная по убыли оптической плотно-
сти при 623 нм.
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перехватывать и/или элиминировать АФК/АФГ,
так и ингибировать их продукцию, регистрируя при
этом изменение интенсивности флуоресценции.
Результаты экспериментов приведены в табл. 1.

Из данных табл. 1 видно, что гидразид 4-ами-
нобензойной кислоты (4-АВАН; специфический
ингибитор каталитической активности МРО, а

значит, и продукции HOCl [19]), таурин (пере-
хватчик HOCl) и маннитол (перехватчик гидрок-
сильного радикала) не оказывали достоверного
влияния на параметры окисления галлоцианина в
присутствии активированных нейтрофилов. В то
же время при добавлении к нейтрофилам SOD
или церулоплазмина (СР) значения амплитуды
интенсивности флуоресценции (h7) и скорости
реакции (v) были значительно ниже контроля
(активация нейтрофилов fMLP или PMA без ин-
гибиторов или перехватчиков АФК/АФГ) или не
определялись вовсе в результате отсутствия при-
роста флуоресценции спустя 20 мин после акти-
вации нейтрофилов. Как известно, SOD элими-

Рис. 7. Масс-спектры галлоцианина до и после добав-
ления к нему HOCl. Среда измерения – ФСБ-2,
рН 7.4 (см. “Эксперим. часть”). Концентрация галло-
цианина – 80 мкМ. Концентрация HOCl (мМ): 1 – 0;
2 – 0.4; 3 – 4.0; 4 – 8.0; 5 – 16.0; 6 – масс-спектр мат-
рицы (2,5-дигидроксибензойной кислоты) в отсут-
ствие галлоцианина.
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Рис. 8. Спектры возбуждения и испускания флуорес-
ценции галлоцианина до и после добавления к нему
HOCl. Среда измерения – ФСБ-1, рН 7.4 (см.
“Эксперим. часть”). Концентрация галлоцианина –
5 мкМ. Концентрация HOCl (мкМ): 1 – 0; 2 – 2.5; 3 –
5.0; 4 – 7.5; 5 – 10.0. Возбуждение – при 360 нм, ис-
пускание – при 490 нм.
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Таблица 1. Влияние ингибиторов продукции АФК/АФГ и их перехватчиков на параметры, характеризующие
химическое превращение галлоцианина в суспензии нейтрофилов, активированных fMLP или РМА

* p < 0.05.
** Полное отсутствие прироста флуоресценции спустя 20 мин после активации нейтрофилов.

Агонист Параметр SOD, 1.6 мкМ CP, 1.1 мкМ 4-АВАН, 100 мкМ Таурин, 3.2 мМ Маннитол, 10 мМ

fMLP, 
0.5 мкМ

v, % от контроля 7 ± 5* 5 ± 4* 102 ± 29 98 ± 27 113 ± 20

h7, % от контроля 14 ± 4* 19 ± 18* 129 ± 30 92 ± 15 107 ± 35

PMA,
50 нМ

v, % от контроля 0** 2 ± 3* 93 ± 19 105 ± 20 125 ± 20

h7, % от контроля 0** 6 ± 9* 127 ± 23 104 ± 19 110 ± 15
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нирует  катализируя его дисмутацию по реак-
ции (2) до Н2О2, который, как нам удалось
установить, не реагирует с галлоцианином (см.
выше). Обнаруженный эффект CP, по всей види-
мости, обусловлен SOD-активностью этого бел-
ка [20]. Полученные результаты позволяют пред-
положить, что основной вклад в окисление галло-
цианина в суспензии нейтрофилов происходит за
счет его реакции с 

Следует отметить, что в крови человека подав-
ляющее количество MPO сосредоточено в ней-
трофилах и лишь незначительная ее часть – в мо-
ноцитах [1, 4]. Что касается NADPH-оксидазы, то
различные ее изоформы присутствуют не только
в нейтрофилах, но и практически во всех осталь-
ных типах клеток крови [2]: моноцитах [21], лим-
фоцитах [22], тромбоцитах [23], эритроцитах [24].

Таким образом, полученные результаты поз-
воляют заключить, что галлоцианин может вы-
полнять роль флуорогенного хемосенсора и ис-
пользоваться для оценки NADPH-зависимой про-
дукции супероксидного анион-радикала, по всей
вероятности, не только нейтрофилами, но и дру-
гими клетками крови, а также для тестирования
антиокислительных свойств препаратов, разраба-
тываемых с целью коррекции заболеваний, ассо-
циированных с окислительным стрессом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы. В работе использовали следующие

реактивы: цитрат натрия, N-формил-метил-лей-
цил-фенилаланин (fMLP), форбол-12-миристат-
13-ацетат (PMA), гипохлорит натрия (NaOCl),
галлоцианин, диоксид калия (KО2), ксантинок-
сидазу, ксантин, гидразид 4-аминобензойной кис-
лоты (4-АВАН), супероксиддисмутазу (SOD), тау-
рин, маннитол, 2,5-дигидроксибензойную кисло-
ту фирмы Sigma (США); декстран Т70 фирмы Roth
(Германия); гистопак фирмы Nycomed (Норве-
гия). Остальные реактивы были производства “Ре-
ахим” (Россия) и “Белмедпрепараты” (Беларусь).
Церулоплазмин (СР) выделяли из крови здоро-
вых доноров с помощью ионообменной и аффин-
ной хроматографии [20].

Концентрацию гипохлорит-аниона (OClˉ) опре-
деляли по его поглощению при 290 нм и рН 12,
используя коэффициент молярной экстинкции
ε290 = 350 М–1 см–1 [25]. Принимая во внимание
тот факт, что рКа HOCl составляет ~7.5 [25] и при
физиологических значениях рН примерно поло-
вина кислоты находится в молекулярной форме,
а остальная часть – в виде аниона, под HOCl мы
подразумевали смесь HOCl/OClˉ, присутствую-
щую в исследуемой среде.

В качестве буферного раствора использовали
фосфатно-солевой буфер, содержавший 10 мМ
Na2HPO4/KН2РО4, 137 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl,

2О ,−i

2О .−i

рН 7.4 (ФСБ-1) либо 10 мМ Na2HPO4/NaН2РО4,
рН 7.4 (ФСБ-2).

Спектры поглощения регистрировали на двух-
лучевых спектрофотометрах РВ 2201 (Solar, Бела-
русь) и Cary-50 (Varian, США).

Флуоресцентные измерения проводили на
спектрофлуориметре CM 2203 (Solar, Беларусь).

Выделение нейтрофилов осуществляли путем
центрифугирования в градиенте плотности ги-
стопака из крови здоровых доноров, как описано
ранее [26]. Полученный осадок нейтрофилов от-
мывали в ФСБ-1, содержавшем 2 мг/мл D-глюко-
зы, при 4°С и сразу использовали в эксперименте.

Продукцию АФК и АФГ нейтрофилами оцени-
вали флуоресцентным методом с использованием
галлоцианина. К нейтрофилам (106 кл./мл) в
ФСБ-1, содержавшем 1 мМ CaCl2 и 0.5 мМ MgCl2,
добавляли галлоцианин (5 мкМ), fMLP (0.5 мкМ)
или PMA (50 нМ), ингибиторы продукции АФК/
АФГ или их перехватчики (SOD, 4-АВАН, CP, тау-
рин, маннитол). Регистрацию осуществляли при
37°С и постоянном перемешивании образца. Про-
дукцию  в системе ксантин/ксантиноксидаза
регистрировали в ФСБ-1 при 25°С, концентрация
ксантина – 1 мМ, ксантиноксидазы – 0.52 мкМ,
галлоцианина – 5 мкМ. Для регистрации флуо-
ресценции эмпирически были подобраны значе-
ния длин волн возбуждения и испускания 360 и
490 нм соответственно. Для характеристики хи-
мического превращения красителя были выбра-
ны следующие параметры (рис. 4): тангенс угла
наклона начального линейного участка кинети-
ческой кривой изменения интенсивности флуо-
ресценции (v), характеризующий скорость реак-
ции, и интенсивность флуоресценции образца
по сравнению с фоновым уровнем через 7 (h7)
или 20 (h20) мин после запуска активации нейтро-
филов, отражающую количество накопившегося
флуоресцирующего продукта реакции.

Масс-спектры регистрировали на масс-спек-
трометре Ultraflex II TOF/TOF (Bruker Daltonics,
Германия), оснащенном УФ-лазером (Nd), в ре-
жиме положительных ионов с использованием ре-
флектрона. Время задержки анализатора – 200 нс.
Напряжение на электроде ускорителя составляло
25.01 кВ, накапливающем электроде – 21.71 кВ,
фокусирующей линзе – 10.01 кВ. Параметры
масс-спектрометра были оптимизированы для
диапазона m/z 50–1000. Сигнал накапливался как
усредненный по 200 одиночным лазерным им-
пульсам с постоянной мощностью лазерного из-
лучения на уровне порогового значения для уве-
личения разрешения. В качестве матрицы ис-
пользовали 2,5-дигидроксибензойную кислоту.

Статистическую и графическую обработку дан-
ных выполняли с использованием пакета про-
грамм OriginPro 2016. Данные представлены как

2О−i



160

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 1  2021

ПАНАСЕНКО и др.

среднее ± стандартная ошибка среднего. Разли-
чия считали статистически достоверными при
значении p < 0.05, рассчитанном по критерию
Стьюдента. Типичные кинетические кривые пред-
ставляют собой инвариант 3–5 независимых экс-
периментов.
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Gallocyanine as a Fluorogen for Identification of NADPH-Dependent 
Production of Superoxide by Blood Cells

O. M. Panasenko*, #, V. E. Reut**, I. V. Borodina*, D. S. Matyushkina*, V. A. Ivanov*,
D. V. Grigorieva**, I. V. Gorudko**, A. V. Sokolov*, ***, and S. N. Cherenkevich**
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ul. Malaya Pirogovskaya 1а, Moscow, 119435 Russia
**Belarusian State University, prosp. Nezavisimosti 4, Minsk, 220030 Belarus

***Institute of Experimental Medicine, ul. Academica Pavlova 12, Saint Petersburg, 197376 Russia

In this work spectrophotometry, mass spectrometry and fluorescence spectroscopy methods were used to in-
vestigate interaction of the oxazine dye gallocyanine with reactive oxygen  and halogen (HOCl)
species. It was shown that gallocyanine reacts with HOCl and  but not with Н2О2 to form fluorescent
products. Using inhibitory analysis it was found that both in xanthine/xanthine oxidase and in activated hu-
man blood neutrophil systems, reaction with  is responsible for gallocyanine conversation to f luorescent
form. Results obtained in this study suggest that gallocyanine can act as a f luorogenic chemosensor for as-
sessing neutrophil activation, NADPH-dependent production of superoxide anion radicals by these and oth-
er blood cells, as well as for testing antioxidant drugs, designed to intervene in disease associated with oxida-
tive stress.

Keywords: gallocyanine, reactive oxygen species, reactive halogen species, oxidative stress, superoxide anion rad-
ical, hypochlorous acid, fluorescence
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Обнаружено, что монасникотиновая кислота (MНК), выделенная из гриба Aspergillus cavernicola
ВKM F-906, снижает пролиферацию и миграцию клеток рака простаты человека LnCaP и ингиби-
рует сигнальные пути AKT–mTORC1 и FAK–Src. Однако MНК также повышает уровень HSP60 и
фосфорилирование c-Jun – факторов, стимулирующих жизнедеятельность раковых клеток. МНК-
индуцированные клеточные ответы появляются только через 48 ч, что подразумевает участие либо
продуктов метаболизма МНК, либо таутомеров, возникающих при протонировании МНК в резуль-
тате роста клеточных культур и утилизации соединения клетками человека. Эти результаты позво-
ляют предположить, что MНК является перспективным соединением для получения различных
производных, которые будут ингибировать онкогенные сигнальные пути без стимуляции факторов,
обеспечивающих выживание опухолевых клеток.

Ключевые слова: монасникотиновая кислота, Aspergillus cavernicola, клетки рака предстательной
железы, противоопухолевая активность, сигнальный путь AKT–mTORC1, xCELLigence
DOI: 10.31857/S0132342321010206

Азафилоновые соединения, продуцируемые
грибами рода Monascus, традиционно использу-
ются для получения пищевых добавок и нату-
ральных красителей, которые оказывают поло-
жительное воздействие на здоровье человека [1].
По спектрам поглощения эти соединения тради-
ционно классифицируются как красные, оранже-
вые и желтые пигменты. В настоящее время у
Monascus было идентифицировано около сотни
различных азафилоновых пигментов [2]. Несколь-
ко подобных пигментов были обнаружены у грибов
Penicillium, Talaromyces и др. [3]. Эти соединения об-

ладают антиоксидантными, гиполипидемически-
ми, противовоспалительными, антимикробными
и противоопухолевыми свойствами [2, 4]. Иссле-
дование монапурпиридина А показало, что это
соединение вызывает апоптоз клеток рака молоч-
ной железы MCF-7 [5].

Штамм Aspergillus cavernicola VKM F-906 про-
дуцирует большое количество красных пигмен-
тов, подобных монаскорубрамину [6]. Недавно из
этого штамма нами был выделен новый метабо-
лит [7]. Структура соединения была определена с
помощью масс-спектрометрии, 1D и 2D ЯМР-
спектроскопии и рентгеноструктурного анализа;
соединение было описано как 4-[(1E)-2-ацетил-
5-метил-4-оксогепт-1-ен-1-ил]-6-[(1Z)-проп-1-
ен-1-ил]пиридин-3-карбоновая кислота (рис. 1).
Из-за сходства его молекулярной структуры с мо-
насникотинатами [8] и монапурпиридином А [5],
ранее обнаруженными у грибов рода Monascus, со-
единение было названо монасникотиновой кисло-
той (МНК). MНК представляет особый интерес
для изучения ее биологической активности как

Сокращения: АКТ – серин/треонинспецифичная проте-
инкиназа В; с-Jun – протоонкоген, фактор транскрипции;
FAK – киназа фокальной адгезии; FBS – фетальная бычья
сыворотка; HSP60 – белок теплового шока 60; LnCaP –
клетки рака простаты человека; mTORC1 – сигнальный
комплекс mTOR, мишень рапамицина млекопитающих
(mammalian target of rapamycin); RTCA – биосенсорная
технология xCELLigence; Src – протоонкоген, тирозин-
протеинкиназа Src; КИ – клеточный индекс; MНК – мо-
насникотиновая кислота.

# Автор для связи (тел.: +7 (929) 913-27-56; факс: +7 (495)
956-33-70; эл. почта: mzemskova@ibpm.pushchino.ru).
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нового соединения из этого класса природных
продуктов.

В статье мы приводим данные об исследова-
нии противоопухолевой активности и некоторых
аспектов молекулярного механизма действия МНК
на клетки рака предстательной железы человека. С
помощью современной технологии xCELLigence,
позволяющей проводить анализ клеток в реальном
времени, мы определяли влияние МНК на проли-
ферацию и миграцию клеток рака простаты LnCaP.
Для идентификации клеточных мишеней, на кото-
рые действует МНК, был применен анализ фосфо-
рилирования ключевых киназ, контролирующих
гомеостаз опухолевых клеток. Используя преиму-
щества этих подходов, нам удалось раскрыть потен-
циальный механизм ингибирования пролиферации
и миграции опухолевых клеток при воздействии
МНК вследствие снижения активностей сигналь-
ных путей AKT–mTORC1 и FAK–Src.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Биосенсорная технология xCELLigence (RTCA)
разработана для непрерывного мониторинга ад-
гезионных свойств клеток in vitro в режиме реаль-
ного времени. В данной технологии используются
специально разработанные планшеты (Е- и CIM-
планшеты), дно лунок планшетов покрыто золо-
тыми электродами, к которым прикрепляются
клетки-мишени. Вследствие размножения клеток
происходят изменения электрического сопротив-
ления, которые преобразуются в значения клеточ-
ного индекса (КИ). Показатели КИ увеличивают-
ся, когда клетки прикрепляются к электродам и
размножаются. Следовательно, любое воздействие,
которое вызывает изменения в количестве клеток
(их пролиферация или гибель) или в их движении
(миграция или инвазия), может быть исследовано
посредством измерений КИ с применением Е- и
CIM-планшетов соответственно. Используя пре-
имущества технологии xCELLigence, мы опреде-
ляли способность МНК ингибировать размноже-
ние клеток рака предстательной железы человека
LnCaP, выявляли, когда это происходит и какова
природа клеточного ответа. Клетки высевали в
лунки E-планшета и через 24 ч, когда клетки при-

креплялись к электродам и начинали размно-
жаться, добавляли либо контрольное соединение
(DMSO), либо МНК в различных концентрациях и
измеряли значения КИ в течение 86 ч. Как видно на
рис. 2а, существенных изменений в адгезии и ро-
сте клеток не наблюдалось в течение первых часов
обработки (т.е. КИ клеток, обработанных MНК,
был идентичен КИ контрольных клеток в течение
24 ч после добавления соединения). Затем, однако,
наблюдалось статистически значимое снижение
значений КИ, которое проявлялось примерно че-
рез 48 ч после добавления MНК к клеткам и зави-
село от количества вносимого вещества и време-
ни инкубации (рис. 2а и 2б). Полумаксимальная
ингибирующая концентрация MНК (IC50) для
клеток LnCaP через 48 ч обработки была опреде-
лена как 34.71 мкг/мл (105 мкМ).

Поскольку MНК-индуцированный ответ не был
очевиден сразу, мы изучили пролиферацию клеток
в условиях более длительной обработки соединени-
ем. Клетки LnCaP предварительно обрабатывали
МНК в течение 96 ч при дозе IC50 и затем анализи-
ровали с помощью технологии xCELLigence в тече-
ние последующих 86 ч. Как показано на рис. 2в, у
предварительно обработанных клеток наблюдал-
ся замедленный рост по сравнению с клетками
без предварительной обработки (рис. 2а), хотя в
обоих экспериментах в лунки Е-планшетов до-
бавляли равное количество клеток и инкубирова-
ли в течение первых 24 ч в среде, не содержавшей
МНК. Эти данные свидетельствуют о том, что ин-
дуцированное МНК ингибирование пролифера-
ции клеток сохраняется даже в отсутствие препа-
рата. Добавление МНК к предварительно обрабо-
танным клеткам вызвало снижение их КИ по
сравнению с КИ как контрольных клеток, так и
клеток без предварительной обработки соедине-
нием (рис. 2б и 2г). Это статистически значимое
уменьшение наблюдалось уже через 24 ч после
внесения препарата, с последующим понижени-
ем значений КИ с увеличением времени инкуба-
ции и концентрации соединения (рис. 2в и 2г).
После 48 ч воздействия МНК для предваритель-
но обработанных клеток значение IC50 состави-
ло 19 мкг/мл (57 мкМ), что примерно в 2 раза
меньше, чем IC50 для клеток LnCaP без предвари-
тельной инкубации с соединением.

Анализ кривых КИ показывает, что МНК не
вызывает гибель клеток, поскольку не наблюда-
лось значительного уменьшения значений КИ,
вызванного падением сопротивления вследствие
открепления гибнущих клеток от электродов-дат-
чиков. Этот вывод был также подтвержден микро-
скопическими наблюдениями (рис. 3). В клетках,
обработанных МНК, наблюдалось снижение ко-
личества прикрепленных клеток, однако измене-
ний размера, формы, уменьшения клеточной ад-
гезии и плавающих мертвых клеток не обнаруже-

Рис. 1. Молекулярная структура монасникотиновой
кислоты (МНК).
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но (рис. 3б). Следовательно, MНК ингибирует
пролиферацию клеток рака предстательной же-
лезы линии LnCaP и, таким образом, обладает
цитостатическими свойствами без ярко выражен-
ного цитотоксического эффекта.

Одной из характеристик опухолевых клеток яв-
ляется их способность к миграции, приводящая в
условиях организма к образованию метастаз в уда-
ленных от опухоли органах. Мы оценили влияние
MНК на миграцию клеток LnCaP в направлении
градиента ростовых факторов, используя CIM-
планшеты и технологию xCELLigence, которая
позволяет измерять количество клеток, мигриру-
ющих через мембрану. Как показано на рис. 4а,
МНК не подавляла миграцию клеток в направле-
нии градиента сыворотки в течение 20 ч после до-
бавления соединения в различных концентраци-
ях. Такое отсутствие активности MНК согласуется
с результатами, представленными на рис. 2а, ко-
гда индуцированное MНК ингибирование проли-

ферации клеток также не наблюдалось в течение
первых 24 ч воздействия препарата. Для того чтобы
определить, приведет ли увеличение времени обра-
ботки к снижению миграции, клетки LnCaP инку-
бировали в присутствии МНК (35 мкг/мл) в течение
96 ч и затем помещали в CIM-планшеты для даль-
нейшего анализа миграции в присутствии различ-
ных концентраций соединения. Как показано на
рис. 4б, в течение 3–20 ч МНК индуцировала значи-
тельное ингибирование миграции клеток LnCaP по
сравнению с контролем. Было установлено, что че-
рез 15 ч обработки IC50 МНК составляет 7.8 мкг/мл
(23.8 мкМ).

В совокупности наши данные указывают на то,
что МНК обладает умеренной ингибирующей ак-
тивностью в отношении пролиферации и мигра-
ции клеток LnCaP, и для проявления этой актив-
ности требуется относительно длительное время.
Это наблюдение предполагает, что биологическая
активность данного соединения проявляется ли-

Рис. 2. Цитостатическое действие МНК на клетки рака простаты человека LnCaP в зависимости от концентрации
МНК и времени культивирования. Эксперимент проведен с использованием технологии xCELLigence: (а) – инкуба-
ция с МНК, добавленной к клеткам перед началом измерения клеточного индекса (КИ) (опыт 1); (б) – гистограмма зна-
чений КИ в опыте 1; (в) – инкубация с МНК, внесенной к клеткам, предварительно обработанным МНК в течение 96 ч
(опыт 2); (г) – гистограмма значений КИ в опыте 2. Черными стрелками на графиках КИ отмечено время добавления
МНК, белые стрелки указывают на различия в кривых КИ в опытах 1 и 2. Временные точки на гистограммах (б) и (г) пока-
заны в соответствии с временным периодом, указанным для кривых КИ (а) и (в). * Статистически значимые различия зна-
чений КИ (p < 0.05) клеток, обработанных МНК, по сравнению с контрольными клетками, обработанными DMSO (кон-
троль – 0). Показаны результаты одного репрезентативного измерения из трех разных экспериментов.
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бо в том случае, когда критические концентрации
достигаются после накопления МНК опухолевы-
ми клетками, либо соединение сначала должно
метаболизироваться клетками, и только продук-
ты метаболизма MНК обладают ингибирующим
эффектом. Существует еще одно возможное объ-
яснение замедленного клеточного ответа на введе-
ние соединения. МНК содержит карбонильные
группы и подвижные протоны у С12, С14 и С19 [7],
что приводит к кето-енольной таутомерии (рис. 5).
При подкислении атом азота пиридинового коль-
ца протонируется, и в результате таутомерии про-
исходит перераспределение заряда и увеличение
сопряжения в молекуле. Именно это изменение и
может оказывать влияние на биологическую
функцию соединения. Из-за физиологического
подкисления культуральной среды вследствие
роста и метаболизма клеток нельзя исключать
возможность того, что с увеличением времени
культивирования енольная форма МНК начина-
ет преобладать, и, по-видимому, этот таутомер
обладает более сильными ингибирующими спо-
собностями, чем кето-форма МНК. Это допуще-
ние поддерживается экспериментальными дан-
ными, указывающими на большую биологиче-

скую активность енолятов относительно кето-
форм в различных физиологических реакциях [9].
Такое наблюдение дает основание для развития
нового подхода в рациональной разработке ле-
карств в медицинской химии.

Анализ жизнедеятельности клеток в реальном
времени показал, что, в отличие от монапурпири-
дина A [6], MНК не вызывает гибель клеток. Од-
нако обе молекулы имеют близкую структуру и
отличаются наличием сложноэфирной этиловой
группы в монапурпиридине А, а также длиной и
структурой алкильного фрагмента. Существует ве-
роятность того, что введение различных замести-
телей в карбоксильную группу МНК может уси-
лить противоопухолевые свойства этого соедине-
ния. Известно, что использование соединений, в
которых варьируют заместители в карбоксильной
группе (свободная СООН и ее комплексы, слож-
ные эфиры), позволяет изменять полярность мо-
лекулы лекарственного соединения, улучшает про-
явление фармакологической активности и замед-
ляет процесс биодекарбоксилирования [10]. Для
производных пиридина показана разнообразная
биологическая активность, в том числе антибакте-
риальная и противогрибковая [11].

Рис. 3. Микрофотографии двух случайно выбранных полей клеток LnCaP, инкубированных либо с DMSO, либо с
МНК (35 мкг/л) в течение 96 ч: (а) – контроль (DMSO); (б) – МНК. Увеличение 40×.

(a) (б)
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Чтобы определить клеточные мишени для МНК
в период времени, когда наблюдалось ингибиро-
вание пролиферации и миграции клеток, клетки
LnCaP обрабатывали МНК в течение 96 ч при IC50,
а затем клеточные лизаты анализировали для опре-
деления фосфорилирования клеточных киназ и
уровней белков, регулирующих гомеостаз опухоле-
вых клеток. Как видно на рис. 6, значительное сни-
жение фосфорилирования Ser473 (S473) и Thr308
(T308) было обнаружено для всех трех изоформ
AKT-киназы в клетках, обработанных MНК, по
сравнению с контролем. Как известно, каскадное
фосфорилирование этих аминокислотных остатков
необходимо для активации AKT [12]. Ингибирова-
ние активности AKT имело функциональные по-
следствия для фосфорилирования хорошо извест-
ных субстратов этой киназы, таких как GSK3α/β
(S21/S9) [13], PRAS40 (T246) [14] и WNK1 (T60) [15],
и для фосфорилирования непрямых мишеней AKT,
таких как киназы mTOR (S2448) и p70S6 (T421/
S424). Следовательно, MНК может нарушать акти-
вацию сигнального пути AKT–mTOR, который

является одним из основных регуляторов проли-
ферации и миграции клеток [12]. Данные фосфо-
протеомного анализа также указывают на МНК-
индуцированное ингибирование фосфорилирова-
ния тирозинкиназы Src, продукта онкогена c-src, и
фокальной адгезионной киназы FAK (рис. 6). Оба
белка демонстрировали снижение уровней фос-
форилирования тирозина Y397 для FAK и Y419
для Src. Как было показано, фосфорилирование
остатков тирозина Y397 для FAK и Y419 для Src
необходимо для взаимодействия киназ FAK–Src
и активации комплекса для индукции различных
клеточных ответов, включая клеточную адгезию
и миграцию [16–20]. Следовательно, МНК может
ингибировать миграцию клеток, влияя на актив-
ность комплекса FAK–Src.

Однако в клетках, обработанных МНК, наблю-
далось увеличение уровня белка теплового шока
HSP60 (в 1.75 раза) и активация протоонкогена c-
Jun (в 2.5 раза) (рис. 6). Известно, что оба этих
фактора увеличивают рост и миграцию клеток и
предотвращают их гибель [21, 22]. Фосфорилирова-

Рис. 4. Влияние MНК на миграцию клеток LnCaP при различных концентрациях МНК относительно клеток, обрабо-
танных DMSO (контроль – 0). Данные получены с использованием технологии xCELLigence. Представлены профили
миграции клеток LnCaP через мембрану по направлению к градиенту сыворотки в условиях, когда DMSO или соеди-
нение добавляли непосредственно перед началом измерения КИ (а) и при добавлении либо DMSO (контроль), либо
МНК к клеткам, предварительно обработанным в течение 96 ч DMSO или МНК в дозе 35 мкг/мл соответственно (б).
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Рис. 5. УФ- (MeOH) спектры MНК при нормальном (а) и кислом значениях pH (б) имеют полосы поглощения с λмакс.
254, 298 (пл.) нм, а при 0.05 н. HCl в MeOH наблюдается батохромный сдвиг с λмакс. 212, 250, 306, 433 нм, и раствор
метанола становится желтым, что указывает на возможную кето-енольную таутомерию молекулы МНК при кислых
значениях рН (в).
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ние Ser63 c-Jun (S63) необходимо для стабильности
белка и его транскрипционной активности [21, 23].
Известно, что c-Jun играет важную роль в стиму-
ляции пролиферации клеток; этот факт позволя-
ет предположить, что относительно слабая актив-
ность МНК в ингибировании роста клеток может
быть опосредована активацией c-Jun. Шаперон
HSP60 организует широкую программу выжива-
ния клеток посредством увеличения количества
антиапоптотических белков Bcl-2 и Bcl-xl, умень-
шения количества проапоптотических Bax-содер-
жащих комплексов [24], стабилизации митохон-
дриальных белков [25] и ограничения функциони-
рования p53 [26]. Таким образом, индуцированное
MНК повышение уровня HSP60 может действовать
как защитный механизм против цитотоксическо-
го действия соединения.

Чтобы подтвердить результаты фосфопротеом-
ного анализа клеточных мишеней, мы оценили
уровни экспрессии AKT1 и HSP60 в клеточных ли-

затах LnCaP, обработанных МНК в течение 96 ч,
посредством иммуноблоттинга. В клетках, инку-
бированных в присутствии МНК, наблюдалось
снижение уровней как фосфорилированной фор-
мы киназы (фосфо-АКТ1), так и общего белка
AKT1 в 3.4 и в 1.5 раза соответственно, тогда как
уровень HSP60 повышался примерно в 2 раза в
клетках, обработанных MНК, по сравнению с кон-
тролем (рис. 7). Эти данные подтверждают резуль-
таты фосфопротеомного анализа. Известно, что
mTOR активирует трансляцию белка посредством
фосфорилирования критических компонентов кле-
точного трансляционного аппарата [27]. Таким об-
разом, различия в уровнях общего белка AKT1
между обработанными MНК клетками и контролем
(рис. 7а–7в) могут быть объяснены MНК-индуци-
рованным ингибированием пути AKT1–mTORC1,
приводящим к снижению скорости синтеза кина-
зы. Однако следует отметить, что при снижении об-
щего уровня киназы в клетках не наблюдалось то-

Рис. 6. МНК модулирует уровни фосфорилирования клеточных киназ и уровень шаперона HSP60 в клетках LnCaP.
(а) – Репрезентативное изображение мембран фосфопротеомного анализа, где антитела, иммобилизованные на мем-
бране и специфичные к фосфорилированным аминокислотным остаткам определенных белков, представлены в двух
экземплярах. Интенсивность каждого сигнала соответствует уровню фосфорилирования или уровню общего белка (в
случае HSP60). 1 – Src Y419, 2 – FAK Y397, 3 – HSP60, 4 – c-Jun S63, 5 – PRAS40 T246, 6 – GSK-3 S21/S9, 7 – AKT1/2/3
S473, 8 – AKT1/2/3 T308, 9 – p70S6 киназа T421/S424, 10 – WNK1 T60, 11 – mTOR S2448, RS – контрольные точки;
(б) – денситометрический анализ интенсивности сигналов, представленных на мембранах и полученных из лизатов
клеток, обработанных либо DMSO, либо МНК. Гистограммы показывают среднюю плотность пикселей, которые от-
ражают уровень интенсивности сигналов. Планки погрешностей представляют ± s.d.
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Рис. 7. Иммуноблот-анализ, документирующий изменения экспрессии белков в клетках LnCaP, обработанных МНК
в концентрации IC50 (35 мкг/мл) в течение 96 ч. Методом иммуноблоттинга были определены количества фосфо-
АКТ1 (S473), общего АКТ1 (а) и уровня общего белка HSP60 (г). В качестве контроля равного количества белков в
каждой пробе использовали идентификацию β-актина. (б), (в), (д) – Денситометрический анализ сигналов имму-
ноблоттинга фосфо-АКТ1 (S473), общего АКТ1 и HSP60, нормализованных к уровню β-актина. Гистограммы пред-
ставляют кратные изменения уровней экспрессии фосфо-АКТ1 (S473), общего АКТ1 и HSP60 в клетках, обработан-
ных МНК, относительно контрольных клеток, обработанных DMSO. Планки погрешностей представляют ± s.d.
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тального ингибирования трансляции, о чем сви-
детельствует выявленное двукратное повышение
уровня HSP60 (рис. 7г, 7д) в МНК-обработанных
клетках по сравнению с контрольными клетками.
Следовательно, МНК обладает избирательным
действием относительно АКТ1 и не подавляет то-
тальный синтез белков.

Таким образом, в настоящем исследовании
охарактеризована биологическая активность но-
вого соединения – монасникотиновой кислоты
(МНК), выделенной из гриба A. сavernicola. Кроме
того, мы выяснили механизм, по которому МНК
может контролировать рост и миграцию клеток
рака предстательной железы человека посред-
ством регуляции сигнальных путей AKT–mTOR,
Src–FAK, c-Jun и HSP60. Эти данные закладыва-
ют основу для дальнейшего конструирования и
синтеза производных MНК с оптимальными про-
тивоопухолевыми свойствами, которые будут со-
хранять способность ингибировать онкогенный
путь AKT–mTOR без активации сигналов выжи-
вания опухолевых клеток.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Условия выращивания штамма гриба и выделе-

ние МНК. Штамм гриба A. сavernicola ВКМ F-906
был получен из фонда Всероссийской коллекции
микроорганизмов (ВКМ) Института биохимии и
физиологии микроорганизмов им. Г.К. Скрябина
РАН. Штамм выращивали в среде следующего
состава (г/л дистиллированной воды): маннит –
50.0; янтарная кислота – 5.4; MgSO4 · 7H2O – 0.3;
KH2PO4 – 1.0; ZnSO4 · 7H2O – 0.0044, рН доводили
25%-ным раствором NH4OH до значения 5.4. За-
сев сред осуществляли водной споровой суспензи-
ей (1–2 × 106 конидий/мл) 14-суточных культур,
выращенных на поверхности скошенного мальц-
агара. Штамм культивировали при (24 ± 1)°С в
колбах объемом 750 мл в 150 мл жидкой среды в
течение 11 сут. Выделение МНК проводили, как
описано ранее [7]. Для изучения биологической
активности MНК на клеточных культурах челове-
ка кристаллизованный метаболит растворяли в
стерильном DMSO (Sigma, Германия) в концен-
трациях 10–50 мг/мл.

Клетки. Клетки рака предстательной железы
человека LnCaP культивировали в среде RPMI
1640 с добавлением 10% фетальной бычьей сыво-
ротки (FBS), 50 мкг/мл стрептомицина и пени-
циллина и 0.3 г/л глутамина (ПанЭко, Россия).
Клетки инкубировали при 37°С во влажной атмо-
сфере в присутствии 5% СО2. Микроскопические
наблюдения клеток проводили на микроскопе
MICROMED E-LUME (Микромед, Россия).

Антитела. Моноклональные антитела мыши (ан-
ти-АКТ1 (Santa Cruz Biotechnology, CША) и анти-
β-актин, конъюгированные с пероксидазой (Sig-

ma, Германия)) и антитела кролика (анти-фосфо-
АКТ1 (S473) (D9E) (Cell Signaling Technology,
CША) и анти-HSP60 (Cloud Clone Corp., США))
использовали в качестве первичных антител для
иммуноблоттинга. Конъюгированные с перокси-
дазой антитела против иммуноглобулинов мыши
(H&L, goat) и кролика (H&L, goat) (Rockland,
США) использовали в качестве вторичных анти-
тел для визуализации белка методом вестерн-
блоттинга.

Анализ клеточной пролиферации. Все экспери-
менты проводили с использованием инструмента
xCELLigence DP (ACEA Biosciences, США). Сна-
чала 100 мкл ростовой среды RPMI 1640 добавля-
ли в лунки E-планшетов 16 (ACEA Biosciences,
США) и помещали в прибор xCELLigence DP
(ACEA Biosciences, США) для измерения фоно-
вого сопротивления среды. Затем клетки LnCaP
(10000 клеток/лунку) высевали в Е-планшеты.
Планшеты помещали в прибор xCELLigence для
непрерывной регистрации сопротивления на элек-
тродах. Через 24 ч к клеткам добавляли 100 мкл ро-
стовой среды RPMI, содержавшей либо DMSO
(контроль), либо МНК в указанных концентра-
циях. Электрическое сопротивление регистриро-
вали каждые 15 мин в течение 86 ч. Поскольку из-
вестно первоначальное количество клеток, вне-
сенных в лунки Е-планшетов, любое изменение
их числа, возникающее во время инкубации, вы-
зывает перемену электрического сопротивления.
Относительное число клеток, прикрепленных к
золотым электродам на дне лунок, представлено в
виде КИ. Данные КИ также использовали для
определения значений IC50 MНК.

В экспериментах по воздействию МНК в те-
чение длительного времени клетки LnCaP (2 ×
× 105 клеток/лунку в 6-луночных планшетах) ин-
кубировали с MНК (35 мкг/мл) или с DMSO
(контроль) в течение 48 ч. Затем клетки высевали
в свежую питательную среду с добавлением тех же
концентрацией МНК или DMSO и инкубировали
в течение следующих 48 ч. После общего времени
обработки 96 ч клетки анализировали с помощью
технологии xCELLigence DP (ACEA Biosciences,
США), как описано выше.

Мониторинг миграции клеток. Скорость мигра-
ции клеток контролировали в режиме реального
времени с использованием технологии xCELLi-
gence (CIM-планшеты, ACEA Biosciences, США).
Клетки LnCaP (30000 клеток) помещали в бессы-
вороточную среду, содержавшую DMSO или МНК
в указанных концентрациях, и высевали в каж-
дую лунку верхней части камеры CIM-планшета.
Среду RPMI, содержавшую 5% FBS, вносили в
каждую лунку нижней камеры. Сыворотку ис-
пользовали в качестве хемоаттрактанта, который
стимулирует миграцию клеток через пористую
мембрану. Полное сопротивление каждой лунки
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автоматически контролировалось каждые 10 мин
в течение 24 ч и выражалось в виде значений КИ,
отражающих количество клеток, которые мигри-
ровали из верхней части камеры через мембрану в
нижнюю часть камеры в среду, содержащую хе-
моаттрактант.

Определение клеточных мишеней действия МНК.
Для идентификации клеточных сигнальных пу-
тей, на которые действует МНК, мы использова-
ли набор ARY003 Proteome Profiler™ (R&D Sys-
tems, США), позволяющий одновременно опреде-
лять относительный уровень фосфорилирования
46 киназ и белков, контролирующих жизнедеятель-
ность клеток человека. Клетки LnCaP (2 × 105) об-
рабатывали MНК (35 мкг/мл) или DMSO (кон-
троль) в течение 48 ч. Затем клетки высевали в
свежую питательную среду с такими же концен-
трациями веществ. После 96 ч обработки клетки
трижды промывали охлажденным фосфатным бу-
фером, лизировали с использованием прилагае-
мого в наборе буфера для лизиса и определяли
концентрацию белка с использованием стандарт-
ного метода анализа поглощения (BCA, Thermo
Fisher Scientific, США). Клеточные лизаты, полу-
ченные из обработанных МНК или контрольных
клеток и содержавшие 300 мкг белка в 1 мл, нано-
сили на мембраны с иммобилизованными антите-
лами, специфичными к определенным клеточным
белкам, и инкубировали в соответствии с ин-
струкцией производителя. Интенсивность сиг-
налов, соответствующих количеству связанных с
антителами фосфорилированных белков, опреде-
ляли после обработки мембран хемилюминесцент-
ным реагентом и авторадиографии при помощи си-
стемы Fusion Fx (Vilber Lourmat, Франция). Про-
граммное обеспечение Studio Image Lite, версия 5.2
(LI-COR Biosciences, США) использовали для ко-
личественной оценки интенсивности сигналов.

Иммуноблот-анализ. Клетки LnCaP инкубиро-
вали в течение 96 ч в условиях, описанных выше
для анализа клеточных мишеней. После обработки
клетки промывали холодным фосфатным буфе-
ром и лизировали в присутствии 200 мкл буфера
для лизиса (20 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 1% NP-40,
100 мМ NaCl, 5 мМ EDTA) с добавлением ингиби-
торов протеаз (cocktail V, Calbiochem, Германия) и
фосфатаз (10 мМ бета-глицерофосфат, 10 мМ ор-
тованадат натрия, 10 мМ пирофосфат натрия и
5 мМ фторид натрия). Концентрацию белка из-
меряли с использованием набора BCA (Thermo
Fisher Scientific, США). Клеточные белки (30 мкг)
разделяли посредством 10%-ного SDS-PAGE и
переносили на нитроцеллюлозные мембраны
(Bio-Rad Laboratories, США). Затем мембраны
инкубировали с реагентом, блокирующим неспе-
цифическое связывание (5% обезжиренного мо-
лока в буфере TBST), и инкубировали с первич-
ными антителами (разведение 1 : 1000 в растворе
5%-ного BSA в буфере TBST) в течение 16 ч. По

окончании обработки мембраны промывали буфе-
ром TBST и инкубировали со вторичными антите-
лами, конъюгированными с пероксидазой (разве-
дение 1 : 5000 в растворе 5%-ного обезжиренного
молока в буфере TBST). Иммунореактивность
определяли с использованием хемилюминес-
центного субстрата (Thermo Fisher Scientific,
США), сигналы специфических белков визуали-
зировали с помощью станции Fusion Fx (Vilber
Lourmat, Франция). Относительные уровни экс-
прессии белка определяли денситометрией сиг-
налов с использованием программного обеспече-
ния Studio Image Lite (версия 5.2).

Статистическая обработка результатов. Экспе-
рименты по анализу пролиферации и миграции
клеток проводили в трех повторностях с исполь-
зованием двух независимых выделений МНК.
Статистическую значимость различий между дву-
мя группами оценивали с использованием дву-
стороннего критерия Стьюдента; все данные
представлены как среднее ± s.d. Отличия считали
статистически значимыми при р < 0.05.
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Antitumor Activity of Monasnicotinic Acid, Isolated from Fungus Aspergillus cavernicola
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It was found that monasnicotinic acid (MNА) isolated from fungus Aspergillus cavernicola VKM F-906
reduces the proliferation and migration of prostate cancer cells LnCaP and inhibits the AKT–mTORC1 and
FAK–Src signaling pathways. However, MNА also increases the level of HSP60 and phosphorylation of
c-Jun, the factors stimulating the vital activity of cancer cells. MNA-induced cellular responses appear only
after 48 h, which implies the participation of either the products of MNA metabolism or tautomers arising
during protonation of MNA because of the cell growth and utilization of the compound by human cells.
These results suggest MNA be a promising compound for the production of various derivatives with enhanced
inhibitory properties and without stimulation of pro-survival signaling pathways of tumor cells.

Keywords: monasnicotinic acid, Aspergillus cavernicola, prostate cancer cells, antitumor activity, AKT–mTORC1
signaling pathway, xCELLigence
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Синтезированы стирольные производные индола и пиранона. Исследована возможность их ис-
пользования в качестве флуорогенов для белка FAST. Установлено, что производные индола не
проявляют заметных флуорогенных свойств, в то время как производные пиранона демонстрируют
высокую флуорогенность – их связывание с белком приводит к усилению флуоресценции и смеще-
нию максимумов эмиссии в длинноволновую область.
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Генетически-кодируемые метки давно и ак-
тивно используются во флуоресцентной микро-
скопии. В последнее время помимо традицион-
ных флуоресцентных белков в подобной роли
все чаще используются так называемые флуоро-
ген-активирующие белки [1–3]. Взаимодей-
ствие этих белков с флуорогенами – низкомоле-
кулярными соединениями, которые в свободном
виде не имеют выраженной флуоресценции –
приводит к образованию флуоресцентного ком-
плекса [4]. В отличие от флуоресцентных бел-
ков, такие белки можно использовать в отсут-
ствие кислорода, и им не требуется дополни-
тельного времени для созревания. Довольно ча-
сто заметные флуорогенные свойства проявляют
соединения, имеющие в своей структуре по-
движный заместитель, фиксация которого при-
водит к росту квантового выхода флуоресценции.
Например, некоторые производные хромофора
GFP и родственные им роданины, содержащие
подвижный бензилиденовый фрагмент, были
успешно применены в качестве флуорогенов для
белка FAST [5–8]. Также в роли флуорогенов до-
вольно часто выступают красители, содержащие
подвижные стирольные заместители [9–11].

В настоящей работе в качестве потенциальных
флуорогенных красителей для белка FAST мы

предложили стирольные производные индола и
пиранона. Такие соединения были получены с
помощью конденсации ароматических альдеги-
дов с исходными метил-3Н-индолия перхлора-
том (I) и метил-2Н-пираноном (VI) в присут-
ствии основания (схема 1).

Изучение оптических свойств показало, что
полученные соединения характеризуются схожи-
ми свойствами. Производные индола (II) и (III),
как и производные пиранона (VII) и (VIII), име-
ют максимумы абсорбции в области ~350 и
~500 нм для нейтральных и анионных форм соот-
ветственно (табл. 1). Также они характеризуются
слабой флуоресценцией в области 500–600 нм в
фосфатном буфере (с квантовым выходом <1%).

Было установлено, что добавление белка FAST
в растворы производных пиранона (VII) и (VIII)
приводит к усилению флуоресценции в 20–30 раз,
а также батохромному сдвигу максимумов эмис-
сии на 50 нм (рис. 1). Напротив, производные ин-
дола (II) и (III) никак не реагировали на присут-
ствие этого белка (рис. 1).

Таким образом, можно заключить, что сти-
рольные производные пиранона могут быть ис-
пользованы в качестве основы для создания флу-
орогенных красителей для белка FAST, в то время
как индольные производные в подобной роли не
перспективны.

Сокращения: GFP – зеленый флуоресцентный белок;
FAST – Fluorescence-Activating and absorption-Shifting Tag.

# Автор для связи: (тел.: +7 (926) 704-13-72; эл. почта:
nsbaleeva@gmail.com).
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Схема 1. Схема синтеза производных (II), (III), (VII) и (VIII).

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

ны на приборе Bruker Avance III (700 МГц, США)
при 303 K в DMSO-d6 (внутренний стандарт –
Me4Si). Спектры поглощения регистрировали на
спектрофотометре Varian Cary 100 Bio (США),
спектры флуоресценции – на спектрофлуоримет-
ре Varian Cary Eclipse (США). Температуры плав-
ления определены на приборе SMP 30 (Велико-
британия) и не исправлены. Масс-спектры высо-
кого разрешения записаны на приборе Bruker
micrOTOF II, ионизация электрораспылением.

Препарат выделенного белка FAST получен со-
гласно методике, описанной ранее [7].

Перхлораты E-2-(4-гидроксистирил)-1,3,3-три-
метил-3Н-индолия. Соответствующий аромати-
ческий альдегид (1 ммоль), перхлорат 1,2,3,3-тет-
раметил-3Н-индолия (1.05 ммоль, 271 мг) и пипе-

ридин (0.05 ммоль) растворяли в метаноле (10 мл)
и перемешивали при 60°С в течение 4 ч. Затем ре-
акционную смесь охлаждали до комнатной тем-
пературы, выпавший осадок отфильтровывали,
промывали метанолом (3 × 3 мл) и диэтиловым
эфиром (3 × 5 мл). Полученный продукт сушили
под вакуумом.

Перхлорат E-2-(4-гидрокси-2-метоксистирил)-
1,3,3-триметил-3Н-индолия (II). Оранжевый по-
рошок (346 мг, 85%); т. пл. ~ 200°C с разложени-
ем; 1H-ЯМР: 11.05 (с, 1H), 8.41 (д, J2 16.2, 1H), 8.11
(д, J2 8.6, 1H), 7.78–7.84 (м, 2H), 7.65–7.50 (м, 2H),
7.48 (д, J2 16.0, 1H), 6.56–6.62 (м, 2H), 4.01 (с, 3H),
3.97 (с, 3H), 1.73 (с, 6H); 13C-ЯМР: 181.1, 165.8,
162.4, 148.2, 142.7, 141.9, 133.1, 128.8, 128.4, 122.6,
114.8, 114.3, 109.7, 108.5, 99.3, 56.2, 51.2, 33.6, 26.3;
HRMS (ESI) m/z: найдено М 308.1651; рассчитано
для  [M]+ 308.1645.
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Таблица 1. Оптические свойства соединений (II), (III), (VII) и (VIII) в свободном виде и в составе комплекса с
белком FAST

Соединение

Абсорбция в свободном виде, нм Комплекс с белком FAST
(фосфатный буфер, рН 7)ацетонитрил

фосфатный буфер, рН 7
нейтр. анион. абсорбция, нм эмиссия, нм

(II) 350 520 529 530 550
(III) 360 505 549 550 575
(VII) 368 477 372 480 550
(VIII) 385 502 383 500 595
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Перхлорат E-2-(4-гидрокси-2,5-диметоксисти-
рил)-1,3,3-триметил-3Н-индолия (III). Красный
порошок (275 мг, 63%); т. пл. около 200°C с разло-
жением; 1H-ЯМР: 10.91 (ущ.с., 1H), 8.44 (д, J2 16.0,
1H), 7.81 (д, J2 7.4, 1H), 7.79 (д, J2 7.8, 1H), 7.67 (с,
1H), 7.59 (т, J2 7.7, 1H), 7.54 (т, J2 7.3, 1H), 7.43 (д,
J2 16.0, 1H), 6.65 (с, 1H), 4.02 (с, 3H), 3.93 (с, 3H),
3.88 (с, 3H), 1.73 (с, 6H); 13C-ЯМР: 180.8, 157.7,
156.3, 147.8, 143.0, 142.7, 141.9, 128.8, 128.2, 122.6,
114.2, 113.9, 112.8, 108.1, 100.2, 56.7, 56.6, 51.1, 33.5,
26.5; HRMS (ESI) m/z: найдено М 338.1761; рас-
считано для  [M]+ 338.1751.

4-((Триизопропилсилил)окси)бензальдегиды. Со-
ответствующий 4-гидроксибензальдегид (3 ммоль),
триизопропилсилил хлорид (3.3 ммоль, 0.7 мл), ди-
изопропилэтиламин (3.6 ммоль, 0.63 мл) и имида-
зол (0.3 ммоль, 20 мг) растворяли в ТГФ (25 мл)
и перемешивали при комнатной температуре в
течение 12 ч. Затем реакционную смесь разбав-
ляли водой (50 мл) и экстрагировали этилацета-
том (20 мл). Органический слой промывали на-
сыщенным раствором хлорида натрия (50 мл),
высушивали над безводным Na2SO4 и упаривали на
роторном испарителе. Полученный продукт допол-
нительно очищали с помощью колоночной хрома-
тографии (элюент – гексан–этилацетат, 9 : 1).

2-Метокси-4-((триизопропилсилил)окси)бен-
зальдегиды (IV). Бесцветное масло (924 мг, 99%);
1H-ЯМР: 10.18 (с, 1H), 7.64 (д, J2 8.2, 1H), 6.52–
6.57 (м, 2H), 3.87 (с, 3H), 1.35–1.00 (м, 21H); 13C-
ЯМР: 187.1, 163.3, 162.7, 129.8, 118.7, 112.1, 103.4,
55.8, 17.6, 12.0; HRMS (ESI) m/z: найдено
М 309.1876; рассчитано для  [M + H]+

309.1880.
2,5-Диметокси-4-((триизопропилсилил)окси)-

бензальдегиды (V). Бесцветное масло (994 мг,
98%); 1H-ЯМР: 10.19 (с, 1H), 7.22 (с, 1H), 6.60 (с,
1H), 3.83 (с, 3H), 3.75 (с, 3H), 1.35–1.00 (м, 21H);
13C-ЯМР: 186.8, 157.6, 152.3, 144.9, 117.7, 109.5,

+
21 24 3C H NO ,

+
17 29 3C H O Si ,

104.8, 56.2, 55.6, 17.6, 12.4; HRMS (ESI) m/z: найде-
но М 339.1980; рассчитано для  [M +
+ H]+ 339.1986.

(E)-6-(4-Гидроксистирил)-4-метокси-2H-пиран-
2-оны. Магний (9 ммоль, 216 мг) растворяли в без-
водном метаноле (7 мл). К полученному раствору
по каплям прибавляли раствор соответствующего
бензальдегида (3 ммоль) и 4-метокси-6-метил-
2H-пиран-2-она (504 мг, 3,6 ммоль) в метаноле
(5 мл). Реакционную смесь кипятили в течение
5 ч, затем охлаждали до комнатной температу-
ры и упаривали на роторном испарителе. Оста-
ток растворяли в тетрагидрофуране (25 мг) и до-
бавляли фторид тетрабутиламмония (940 мг,
3.6 ммоль) и уксусную кислоту (1 капля). Полу-
ченную смесь перемешивали при комнатной тем-
пературе в течение 12 ч. Затем реакционную смесь
упаривали, остаток растворяли в хлороформе
(10 мл), промывали насыщенным раствором хло-
рида натрия (30 мл), высушивали над безводным
Na2SO4 и упаривали. Полученный продукт очища-
ли с помощью колоночной хроматографии (элю-
ент – хлороформ–метанол, 50 : 1).

(E)-6-(4-Гидрокси-2-метоксистирил)-4-метокси-
2H-пиран-2-он (VII). Желтый порошок (30 мг,
4%); т. пл. 210–213°C; 1H-ЯМР: 9.96 (с, 1H), 7.42–
7.50 (м, 2H), 6.76 (д, J2 16.2, 1H), 6.45 (д, J2 2.3, 1H),
6.42 (дд, J2 8.5, 2.3, 1H), 6.18 (д, J2 2.3, 1H), 5.56 (д,
J2 2.3, 1H), 3.82 (с, 3H), 3.82 (с, 3H); 13C-ЯМР:
171.1, 162.8, 160.5, 159.3, 158.9, 129.2, 128.6, 115.9,
114.7, 108.1, 99.7, 99.1, 87.8, 56.3, 55.4; HRMS (ESI)
m/z: найдено М 275.0913; рассчитано для 
[M + H]+ 275.0914.

(E)-6-(4-Гидрокси-2,5-диметоксистирил)-4-ме-
токси-2H-пиран-2-он (VIII). Оранжевый порошок
(37 мг, 4%); т. пл. 226–229°C; 1H-ЯМР: 9.61 (уш.с.,
1H), 7.51 (д, J2 16.1, 1H), 7.21 (с, 1H), 6.81 (д, J2 16.2,
1H), 6.54 (с, 1H), 6.15 (с, 1H), 5.56 (с, 1H), 3.82 (с,
3H), 3.78 (с, 6H); 13C-ЯМР: 171.0, 162.7, 159.4,

+
18 31 4C H O Si ,

+
15 15 5C H O ,

Рис. 1. Нормализованные спектры испускания соединений (II), (III), (VII) и (VIII) в свободном виде (пунктир) и в со-
ставе комплекса с белком (сплошная) в фосфатном буфере.
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153.0, 149.9, 142.0, 129.0, 115.9, 113.8, 111.1, 100.5,
99.5, 87.7, 56.4, 56.2, 55.8; HRMS (ESI) m/z: найде-
но М 305.1017; рассчитано для  [M + H]+

305.1020.
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Styrene Derivatives of Indole and Pyranone as Fluorogenic Substrates for FAST Protein
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We report novel styrene derivatives of indole and pyranone. The possibility of their use as f luorogens for
FAST protein were investigated. Derivatives of indole do not exhibit noticeable f luorogenic properties, while
derivatives of pyranone exhibit superior f luorogenic potential – binding to a protein leads to increase f luores-
cence intensity and a emission red shift.

Keywords: fluorogens, fluorogen-activating proteins, fluorescence
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