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Обзор посвящен изучению протективных свойств IgA1-протеазы и возможности создания вакцин-
ного препарата для профилактики бактериальных менингитов различного происхождения на ее ос-
нове. Бактериальный менингит относится к группе социально опасных заболеваний и характеризу-
ется тяжелым течением, многочисленными осложнениями и высокой смертностью. Используемые
в настоящее время в мировой практике подходы к созданию антимикробных вакцин основаны на
узкой направленности против конкретного возбудителя. Разработка однокомпонентной вакцины
против широкого спектра бактериальных возбудителей с общим фактором вирулентности по-преж-
нему остается актуальной. Таким антигеном может служить IgA1-протеаза – белок, выступающий
одним из основных факторов вирулентности ряда грамотрицательных и грамположительных бакте-
рий. Бактериальная IgA1-протеаза характеризуется уникальной специфичностью в отношении им-
муноглобулинов А1 (IgA1), расщепляя пептидные связи в шарнирных участках IgA1 человека и выс-
ших приматов. Бактерии, попадая на слизистую оболочку, разрушают IgA1, выступающий первым
барьером защиты организма от инфекций. Нейтрализация IgA1-протеазы на этой стадии может
стать препятствием к развитию инфекции, затрудняя адгезию целого ряда патогенов, продуцирую-
щих этот белок. Имеющиеся в литературе данные о механизме противобактериальной защиты но-
сят разрозненный и неоднозначный характер. В обзоре рассматриваются литературные данные и
результаты собственных экспериментов по протективной активности IgA1-протеазы. Нами было
показано, что рекомбинантная IgA1-протеаза менингококка и некоторые ее фрагменты защищают
мышей от заражения живой вирулентной культурой не только менингококков основных эпидеми-
ческих серогрупп (А, В, С и W135), но и некоторых наиболее распространенных вирулентных серо-
типов пневмококка. Полученные данные говорят о возможности создания однокомпонентной вак-
цины против этих и, возможно, других бактериальных инфекций. В настоящее время достигнут
значительный прогресс в изучении структуры и функций секретируемых белков у бактерий Neisseria
meningitidis и Haemophilus influenzae. Описаны системы транслокации белков N. meningitidis, имею-
щие отношение к секреции белков у этих бактерий, и представлены современные данные о функ-
циях этих белков. Анализ экспериментальных данных о структуре IgA1-протеазы N. meningitidis и
формировании иммунитета при вакцинации имеет ключевое значение при создании профилакти-
ческих препаратов.

Ключевые слова: IgA1-протеаза, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae,
вакцина
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время эффективность вакцина-

ции для защиты от инфекционных заболеваний
общепризнана во всем мире. За последние 30 лет

резко возросло число вновь создаваемых вакцин,
благодаря которым были ликвидированы или
сведены до минимума более десятка тяжелых ин-
фекций (дифтерия, столбняк, краснуха, полио-
миелит и др.).

Используемые в настоящее время в мировой
практике подходы к созданию антимикробных
вакцин основаны на узкой направленности про-
тив конкретного возбудителя. Для защиты от все-
го многообразия циркулирующих и непрерывно

Сокращения: IgA1 – иммуноглобулин А1; sIgA1 – секре-
торный иммуноглобулин; OMV – белки наружной мем-
браны; Hib – H. influenzae типа b; ECM – внеклеточный
матрикс.
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мутирующих штаммов этих микробов требуется
комплексная вакцинация, включающая в себя
многократное введение каждого компонента.
Разработка, испытания и производство таких
препаратов требуют огромных расходов, что су-
щественно сказывается на себестоимости вак-
цинных препаратов. Высокая стоимость произ-
водимых вакцин делает их труднодоступными для
многих развивающихся стран и осложняет про-
цесс вакцинопрофилактики широких слоев насе-
ления.

Разработка однокомпонентной вакцины про-
тив широкого спектра бактериальных возбудите-
лей с общим фактором вирулентности по-преж-
нему остается актуальной, а поиск соответствую-
щих иммунологически безвредных протективных
антигенов – важная научно-исследовательская
задача.

Одним из перспективных протективных анти-
генов с точки зрения создания такой вакцины
может служить бактериальная IgА1-протеаза,
которая секретируется рядом грамотрицатель-
ных (Neisseria meningitidis, N. gonorrhoeae, Hae-
mophilus influenzae) и грамположительных (Strep-
tococcus pneumoniae, S. sanguis, S. oralis) бактерий
[1–6]. IgA1-протеазы представляют собой семей-
ство сериновых (E.C. 3.4.21.72) и металло-
(E.C. 3.4.24.13) эндопептидаз. Эти ферменты ха-
рактеризуются уникальной специфичностью в
отношении иммуноглобулинов А1, обладая спо-
собностью расщеплять пептидные связи в шар-
нирных участках сывороточного (IgA1) и секре-
торного (sIgA1) иммуноглобулинов А1 человека и
высших приматов [4, 7]. Бактерии, заселяя слизи-
стую оболочку, разрушают sIgA1, который при-
сутствует на слизистой оболочке в значительном
количестве и служит первым барьером защиты
организма от инфекций. Нейтрализация IgA1-
протеазы на этой стадии инвазии может стать
препятствием для развития инфекции, затрудняя
адгезию бактерий на поверхности слизистой обо-
лочки.

В данном обзоре обсуждаются проблемы со-
здания монокомпонентной поливакцины для
профилактики бактериальных менингитов, воз-
будителями которых выступает широкий спектр
грамотрицательных и грамположительных мик-
роорганизмов, патогенность которых обусловле-
на IgА1-протеазой.

БАКТЕРИАЛЬНЫЕ МЕНИНГИТЫ
Бактериальный менингит – заболевание с вы-

соким эпидемическим потенциалом, которое ха-
рактеризуется тяжелым течением и часто носит
молниеносный характер. Между появлением
первых симптомов, сходных с таковыми при

ОРВИ и других инфекционных заболеваниях, и
развитием токсического шока с высоким леталь-
ным исходом может пройти менее 24 ч, что за-
трудняет возможность оказания своевременной
специализированной помощи. До 19% перебо-
левших имеют серьезные отдаленные послед-
ствия, включая неврологические нарушения, су-
дороги, потерю слуха или зрения, психологиче-
ские нарушения, потерю конечностей и др. [8–10].

К возбудителям бактериального менингита от-
носится широкий круг патогенов различной
этиологии. Основные возбудители – N. meningiti-
dis, H. influenzae и S. pneumoniae, вызывающие бо-
лее 90% от всех случаев заболевания менингитом
после младенческого возраста [11].

Neisseria meningitidis. Хотя клиническое описа-
ние менингита как заболевания появилось в на-
чале 1880-х гг. [12], первые данные о его возбуди-
теле, выделенном из спинномозговой жидкости
больного, были опубликованы в статье Marchiafa-
va et al. в 1884 г. [13]. Три года спустя были описа-
ны идентификация и культивирование этой бак-
терии [14]. Патогенный микроорганизм N. menin-
gitidis, проникая через эпителиальный барьер
носоглотки и достигая кровотока, вызывает сеп-
сис, а преодолевая гематоэнцефалический барьер,
вызывает токсический отек головного мозга – ме-
нингит [15, 16].

Показатель заболеваемости, вызванной ме-
нингококком, может варьировать от <1 до 1000
случаев на 100 тыс. населения в зависимости от
региона, времени года, демографических данных
и других факторов [17].

N. meningitidis остается одной из наиболее рас-
пространенных причин менингита во многих гео-
графических районах, включая США, и выступа-
ет единственной бактерией, способной вызывать
крупные вспышки этого заболевания [18–20].
В развитых странах уровень смертности составляет
10–15%, а в развивающихся странах – до 20% [12].

На основе структуры капсульного полисахари-
да N. meningitidis разделяют на 13 серогрупп, пять
из которых (A, B, C, W и Y) ответственны за боль-
шинство менингококковых заболеваний.

Учитывая способность менингококка быстро
вызывать смертельные и эпидемические заболе-
вания во всем мире, понимание превентивных
стратегий против этого патогена – глобальный
приоритет для здравоохранения.

Первые менингококковые вакцины были со-
зданы на основе капсульных полисахаридов
N. meningitidis соответствующих серогрупп, одна-
ко эти вакцины оказались эффективными только
для взрослого населения. У детей до одного года
иммунитет на эти вакцины не формировался.
Кроме того, полисахаридные вакцины – тимус-
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независимые и не затрагивают механизмы кле-
точного иммунитета. Их действие основано на
формировании специфических антител только к
капсульному полисахариду данной серогруппы
менингококка.

Толерантность детей раннего возраста к поли-
сахаридным вакцинам удалось преодолеть только
с конца 1990 г. после создания вакцин на основе
капсульных полисахаридов, конъюгированных с
различными белковыми носителями.

Преимуществом конъюгированных вакцин
выступает их способность под влиянием антигена-
носителя генерировать тимус-зависимый ответ и
вызывать формирование иммунологической памя-
ти, а также снижать бактерионосительство и, следо-
вательно, предотвращать распространение инфек-
ции. Наибольший интерес представляют 4-валент-
ные вакцины против N. meningitidis серогрупп А, С,
W и Y на основе их капсульных полисахаридов,
конъюгированных с дифтерийным анатоксином,
предназначенные для вакцинации людей всех
возрастов, включая детей от двух месяцев [18].

Проблематичной оказалась разработка эф-
фективной вакцины против менингококка серо-
группы В на основе его капсульного полисахари-
да в связи с высоким сродством этого антигена с
ганглиозидами эмбриональных тканей человека,
что чревато возникновением аутоиммунного
процесса [21]. В то же время заболеваемость ме-
нингитом, вызванным менингококком серогруп-
пы В, в некоторых европейских странах достигает
64% [22]. В конце 2012 г. появилось сообщение о
клинических испытаниях многокомпонентной
вакцины 4CMenB против менингококка серогруп-
пы В на основе белков, характерных для недавно
возникшего эпидемического штамма, а также трех
поверхностных белков, обнаруженных при секве-
нировании бактериального генома [23–25].

Вакцины против менингококка серогруппы B
на основе белков наружной мембраны (OMV)
применяли во многих странах (Куба, Южная
Америка, Норвегия и Новая Зеландия). Вакцина
MeNZB, использованная в Новой Зеландии, бы-
ла эффективна в снижении показателей заболева-
емости и в борьбе с эпидемией, вызванной ме-
нингококком серогруппы В [26]. Создание пол-
ноценной вакцины на основе белков наружной
мембраны менингококка было затруднено из-за
высокой вариабельности этих белков.

Вакцины MenB-4C (Bexsero; Novartis Vaccines,
Италия) и MenB-FHbp (Trumenba; Wyeth Pharma-
ceuticals, США) с более широким спектром дей-
ствия, чем вакцины на основе OMV, были одоб-
рены для использования в США, причем первая
также одобрена к применению в странах Европы,
Канаде и Австралии [18, 23].

К настоящему моменту в практике здраво-
охранения имеется широкий набор вакцин про-
тив различных серогрупп менингококка. Однако
эти вакцины – многокомпонентные и требуют
проведения нескольких повторных инъекций,
что значительно увеличивает антигенную нагруз-
ку на организм человека, в особенности детей
младших возрастов.

Haemophilus influenzae. Данный патоген –
грамотрицательная факультативная аэробная
палочка. На основе структуры полисахаридной
капсулы выделяют 6 серотипов H. influenzae (a, b, c,
d, e, f), вызывающих инвазивные формы, в 95%
случаев обусловленные серотипом b.

H. influenzae типа b (Hib) – возбудитель тяже-
лых инфекций у детей до 5 лет – в разных странах
Европы в период до вакцинации вызывал 5–46
случаев на 100 тыс. детей и до 200 случаев в стра-
нах Африки с летальностью до 40% [27]. В мире в
2000 г. эта инфекция охватила 8.1 млн детей в воз-
расте 0–5 лет, при этом менингит был диагности-
рован в 60% случаев, из которых было зареги-
стрировано 363 тыс. летальных исходов. В России
в 2005–2007 гг., в зависимости от региона, было
выявлено 5–57% случаев гнойных менингитов,
обусловленных Hib, с летальностью 5–15%. До
35% переболевших детей страдают стойкими де-
фектами ЦНС, до 5–10% – плевропневмонией,
до 80% – эпиглоттитом [28].

Первая вакцина против Hib на основе кап-
сульного полисахарида была лицензирована в
США в 1985 г., но оказалась неэффективной для
детей до 18 месяцев.

Капсульные полисахариды Hib, конъюгиро-
ванные со столбнячным анатоксином, нетоксич-
ным вариантом дифтерийного токсина, белком
внешней мембраны N. meningitidis серогруппы В, –
основа комбинированных препаратов Пентаксим
(Санофи Пастер, Франция) и Инфанрикс-Гекса
(Глаксо Смит Кляйн, Бельгия) [29]. Вакцинация
этими препаратами приводит к снижению забо-
леваемости тяжелой пневмонией на 20–25%. Од-
нако у 18% вакцинированных наблюдались раз-
личные осложнения, а у 33% отмечались низкие
уровни защитных антител.

С 2013 г. конъюгированные вакцины стали
применять в 184 странах мира. Несмотря на это, в
мире ежегодно регистрировалось до 199 тыс. ле-
тальных исходов, что поставило Hib на третье ме-
сто по летальности после пневмококковой и ро-
тавирусной инфекций [29, 30].

В настоящее время в реестре ВОЗ зарегистри-
рованы три вакцины на основе капсульного по-
лисахарида Hib, конъюгированного со столбняч-
ным анатоксином: вакцина гемофильная тип В
(ФБУН “Ростовский научно-исследовательский
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институт микробиологии и паразитологии”, Рос-
сия), Акт-Хиб (Санофи Пастер, Франция) и Хи-
берикс (Глаксо Смит Кляйн, Бельгия) [29]. Эф-
фективность этих вакцин составляет 95–100%, а
защитный титр антител сохраняется не менее
4 лет.

Streptococcus pneumoniae. Заболевания, вызыва-
емые у человека этим возбудителем – самые ча-
стые во всем мире: ежегодно умирает более 1 млн
человек, из которых больше половины – дети до
5 лет. В отсутствие вакцинации в России фикси-
руют 300–700 случаев заболевания на 100 тыс. на-
селения, что согласуется с результатами зарубеж-
ных исследований [31–33]. Особой тяжестью от-
личается пневмококковый менингит [28].

В настоящее время для профилактики пневмо-
кокковой инфекции применяют как полисаха-
ридные вакцины Пневмо 23 (Санофи Пастер,
Франция) и Пневмовакс 23 (Мерк, Шарп и Доум,
США), представляющие собой смесь очищенных
капсульных полисахаридов 23 наиболее часто
встречающихся серотипов пневмококка, так и
вакцины на основе капсульных полисахаридов,
конъюгированных с белком-носителем: Преве-
нар 13 (Пфайзер, США) и Синфлорикс-10 (Глак-
со Смит-Кляйн, Бельгия).

Применение этих вакцин в значительной сте-
пени ограничено из-за изменчивости серотипа и
геномной пластичности, выступающими харак-
терными чертами этой бактерии, а все возрастаю-
щая частота лекарственной устойчивости штам-
мов подчеркивает важность разработки проти-
вопневмококковых вакцин нового поколения,
охватывающих многие серотипы [7, 18].

Несмотря на появление новых антибиотиков и
вакцин, пневмококки продолжают вызывать по
всему миру заболевания детей раннего возраста,
пожилых людей и людей с ослабленным иммуни-
тетом. Высокая заболеваемость и смертность от
этой инфекции в последние десятилетия привели
к необходимости разработки новых вакцин. Та-
ким образом, замена всего огромного арсенала
противобактериальных вакцин на одну моноком-
понентную представляется целесообразным.

СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ СЕРИНОВЫХ 
IgA1-ПРОТЕАЗ

В настоящее время достигнут значительный
прогресс в изучении структуры и функций белков
бактерий N. meningitidis. В обзоре Tommassen et al.
[34] описаны системы транслокации, механизмы
секреции и функции ряда белков N. meningitidis, в
том числе IgA1-протеазы, классического ауто-
транспортера грамотрицательных бактерий.

Аутотранспортеры содержат три основных
участка: сигнальный пептид, транспортируемый
домен и транслокаторный домен (TD) [6, 35, 36]
(рис. 1). Транспортируемый домен IgA1-проте-
азы расположен между сигнальным пептидом и
транслокаторным доменом и состоит из двух
субдоменов: N-концевого протеазного домена и
α-пептида, связанных между собой небольшим
γ-пептидом. Транслокаторный домен расположен
в C-концевом участке IgA1-протеазы и содержит
линкерный пептид и β-кор. N-Концевой сиг-
нальный пептид принимает участие в транспорте
белка через цитоплазматическую мембрану. TD
формирует во внешней мембране канал, через ко-
торый транспортируемый домен переносится во
внеклеточное пространство. На внешней мем-
бране бактерии IgA1-протеаза подвергается ауто-
каталитическому расщеплению в сайтах (PAPSP,
PPSP или PPAP), расположенных между протеаз-
ным доменом и γ-пептидом, между γ-пептидом и
α-пептидом и между α-пептидом и линкерным
пептидом. Наличие последнего участка процес-
синга зависит от штамма [6]. В некоторых случаях
весь транспортируемый домен, включая линкер-
ный пептид, может высвобождаться после рас-
щепления аутотранспортерной протеазой NalP
(рис. 1) [6, 37].

IgA1-протеаза расщепляет иммуноглобулин
A1 человека в сайте TPPTPSPS, который гомоло-
гичен сайтам аутокаталитического процессинга и
находится в шарнирной области между доменами
Fab и Fc [38]. IgA1-протеаза не расщепляет имму-
ноглобулин IgA2, в котором отсутствует такой
сайт расщепления (рис. 2) [39, 40]. Расщепление
IgA1 может ингибировать IgA-опосредованную
агглютинацию и последующий механический
клиренс бактерий в носоглотке. Также было по-
казано, что IgA1-протеаза расщепляет ассоции-
рованный с лизосомами мембранный белок
LAMP1 [41], который, как сообщалось ранее,
способствует выживанию бактерий в эпителиаль-
ных клетках [42], и трансцитозу через поляризо-
ванный эпителий [43]. Кроме того, IgA1-протеаза
расщепляет везикулярный мембранный белок
синаптобревин II в хром-аффинных клетках [44]
и хорионический гонадотропный гормон челове-
ка [45], но физиологические последствия такого
расщепления не ясны. Все эти альтернативные
субстраты содержат мишень, гомологичную сай-
там аутокаталитического расщепления.

Идентификация бактериальных IgA1-протеаз,
их протеазная активность, специфичность и
структура подробно описаны в обзоре Nicole et al.
[36]. IgA1-протеазы H. influenzae, N. meningitidis и
N. gonorrhoeae обладают значительной гомологией,
имеют структуры, характерные для аутотранс-
портеров, и подвергаются аутопротеолитическо-
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му расщеплению, что приводит к высвобожде-
нию транспортируемого домена из встроенного в
мембрану β-цилиндрического домена [35, 46–
48]. IgA1-протеазы большинства штаммов H. influ-
enzae, N. meningitidis и N. gonorrhoeae способны рас-
щеплять сывороточный IgA1 и в меньшей степе-
ни – димерную секреторную форму IgA1. В работе
Kilian et al. [49] была исследована эффективность
расщепления иммуноглобулинов внеклеточными
штаммами Haemophilus и S. pneumoniae и показано,
что H. influenzae и S. pneumoniae вырабатывают
фермент, селективно расщепляющий белки мие-

ломы IgA1 человека, но не активный в отноше-
нии ряда других белков, включая IgA2, IgG и IgM
человека, секреторный белок свиней и крупного
рогатого скота. Ни один из непатогенных штам-
мов Haemophilus не продуцировал протеазу IgA1.
Следовательно, продукция IgA1-протеазы – важ-
ный фактор в патогенезе этого заболевания.

Как отражение структуры клональной популя-
ции инкапсулированных изолятов H. influenzae,
типируемые штаммы характеризуются IgA1-про-
теазами с аналогичной расщепляющей способно-
стью. Напротив, нетипируемые IgA1-протеазы

Рис. 1. Доменная структура IgA1-протеазы H. influenzae [6]. Представлено схематическое строение полноразмерной
IgA1-протеазы с положениями участков аутокаталитического процессинга и их последовательностями, а также с по-
ложением участка расщепления протеазой NalP.

PAP PP
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Рис. 2. Последовательности шарнирных пептидов IgA1 и IgA2 человека и расположение сайтов расщепления различ-
ными членами семейства IgA-протеаз [38, 39].
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H. influenzae (NTHi) характеризуются высокой
вариабельностью в отношении антигенности,
предположительно из-за горизонтального пере-
носа гена и рекомбинации между несколькими
колонизирующими штаммами, чтобы уклоняться
от защиты иммунной системой [50, 51]. Эта вари-
абельность приводит к изменению протеолитиче-
ской активности от штамма к штамму для изоля-
тов NTHi от больных пациентов с более высоким
уровнем активности по сравнению с колонизиру-
ющими изолятами NTHi [52].

В работе Nicole et al. [36] показано, что IgA1-
протеазы, аутотранспортеры Hap, Hia и Hsf H. in-

fluenzae – факторы вирулентности, способствую-
щие колонизации и выживаемости бактерий в ор-
ганизме человека. Адгезия к респираторному
эпителию, формирование микроколоний, приво-
дящее к образованию биопленки, и протеазная
активность, способствующая распространению
бактерий и уклонению от иммунитета – важные
патогенные механизмы, которые опосредуются
этими белками. Описаны механизмы, с помощью
которых эти факторы вирулентности могут дей-
ствовать совместно для ускорения инфицирова-
ния бактериями H. influenzae.

Hia-опосредуемая адгезия к эпителиальным
клеткам и Hap-опосредованная адгезия как к
эпителиальным клеткам, так и к внеклеточному
матриксу (ECM) могут быть ответственны за пер-

воначальный контакт с организмом хозяина, в то
время как IgA1-протеаза расщепляет IgA1, защи-
щая бактерии от врожденного иммунного ответа.
По мере прогрессирования инфекции взаимо-
действия белков Hap–Hap приводят к формиро-
ванию микроколоний и могут в конечном итоге
привести к формированию биопленки, что пред-
ставляет собой еще один механизм уклонения от
иммунитета. За счет аутопротеолитической ак-
тивности Hap некоторые бактерии могут высво-
бождаться из биопленки для колонизации на дру-
гом участке. Наконец, бактериальная инвазия,
опосредованная Hap, может привести к форми-
рованию внутриклеточного бактериального ре-
зервуара, который может быть ответственным за
рецидивирующие инфекции, наблюдаемые при
хронической обструктивной болезни легких и
отите. Дальнейшее изучение этих белков может
способствовать более подробной оценке разви-
тия заболевания, вызванного бактериями H. influ-

enzae, и ускорить разработку новых противомик-
робных препаратов [36].

Были исследованы трехмерные структуры ука-
занных выше белков H. influenzae [53, 54]. В кри-
сталлической структуре транспортируемого домена
в качестве основных структурных компонентов бы-
ли выявлены N-концевой трипсино/химотрипси-
ноподобный протеазный домен и β-спиральный
остов. На рис. 3 представлена трехмерная струк-

Рис. 3. Пространственные структуры транспортируемых доменов IgA1-протеазы и Hap [40]: (а) – кристаллическая
структура транспортируемого домена IgA1-протеазы с N-концевым глобулярным протеазным доменом (обозначен
домен 2 – D2); (б) – кристаллическая структура транспортируемого домена Hap с N-концевым глобулярным протеаз-
ным доменом (обозначен С-концевой β-спиральный самоассоциирующийся домен SAAT).

(а) (б)

D2

D2

SAAT
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тура IgA1-протеазы по сравнению со структурой
транспортируемого домена белка Hap.

β-Спиральный остов содержит ядро из гидро-
фобных остатков и остатков серина, треонина и
аспарагина, расположенных на поверхности цепи
и сложенных в складчатую структуру. Он служит
для удаления N-концевого домена из бактериаль-
ной мембраны. N-Концевой домен характеризу-
ется глобулярной структурой с уникальными пет-
лями в области укладки химотрипсинового доме-
на, имеющими значение для выбора субстрата
[54], и содержит каталитическую триаду, отвеча-
ющую за активность протеазы [53]. Активный
центр протеазного домена – идеален для остатков
пролина, которые, как правило, обнаруживаются
в специфических сайтах расщепления белков
IgA1-протеазой. Следует отметить, что неболь-
шой домен 2 формирует уникальную петлю, вы-
ступающую из стержня β-спирали, придавая бел-
ку Y-образную структуру. Расчетные исследова-
ния кристаллических структур IgA1 человека и
IgA1-протеазы показали, что Fc-домен IgA1 свя-
зывается в углублении, образованном доменом 2
и протеазным доменом, что свидетельствует об
участии этого небольшого фрагмента в распозна-
вании субстрата [36, 54]. Уникальная петля рас-
положена над активным центром фермента и вы-
полняет роль крышки, закрытой в отсутствие им-
муноглобулина. После связывания Fc-домена
IgA1 в углублении, образованном между N-кон-
цевым доменом протеазы и доменом 2, присоеди-
ненным к β-спиральной цепи, крышка стабилизи-
руется в открытой конформации. Это взаимодей-
ствие обеспечивает доступ шарнирного пептида к
активному центру, что приводит к распознаванию и
расщеплению субстрата. Таким образом обеспечи-
вается протеолитическая специфичность фер-
мента.

IgA1-ПРОТЕАЗА И ЕЕ ФРАГМЕНТЫ 
КАК ОСНОВА ДЛЯ СОЗДАНИЯ 

ТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ 
И ПРОФИЛАКТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ

В работе Wang et al. [55] была сконструирована
и получена высокоактивная рекомбинантная
IgA1-протеаза из H. influenzae 49247, способная
расщеплять in vitro гликозилированный IgA1-
cодержащий иммунный комплекс, с целью воз-
можного использования фермента в качестве те-
рапевтического средства для лечения IgA-нефро-
патии. Тяжесть нарушений почечной функции,
таких как протеинурия и гематурия, также может
быть снижена с помощью инъекций IgA1-проте-
азы [56].

В 2007 г. Vitovski et al. [57] получили ряд бел-
ков-предшественников IgA1-протеазы менинго-

кокка. Были подробно изучены механизмы ауто-
каталитической активации этого фермента, но
иммуногенные и протективные свойства полу-
ченных белков не были исследованы, и возмож-
ность их использования в качестве вакцины так-
же не рассматривалась.

В работе Wani et al. [58] была впервые показана
активность рекомбинантных форм IgA1-проте-
азы пневмококка и выявлены специфические ин-
гибиторы, препятствующие колонизации слизи-
стой оболочки пневмококком, а неактивный му-
тант рассматривался как компонент кандидатной
вакцины.

В работе Romanello et al. [59] было показано,
что IgA1-протеаза пневмококков связана с по-
верхностью бактериальной клетки с помощью
N-концевого мембранного якоря. Описаны кло-
нирование, экспрессия, ферментативная актив-
ность и иммуногенность трех фрагментов IgA1-
протеазы, из которых один включает только ами-
нокислоты N-концевого участка. Все полученные
мутанты были полностью лишены ферментатив-
ной активности. Антигенные свойства рекомби-
нантных полипептидов авторы тестировали с сы-
воротками пациентов с диагнозом пневмония
различной этиологии. В сыворотках пяти паци-
ентов из девяти были обнаружены антитела к
фрагменту IgA1-протеазы (1032–1964 а.о.), у семи
пациентов – к фрагменту IgA1-протеазы (708–
1964 а.о.). Полноразмерная IgA1-протеаза выяв-
ляла антитела во всех сыворотках, указывая на то,
что IgA1-протеаза – основной антиген S. pneumo-

niae в патогенезе у человека. Эти фрагменты, так
же как и IgA1-протеаза – поверхностные белки,
присутствующие практически во всех серотипах
пневмококка. Авторы заключили, что эти реком-
бинантные белки могут быть кандидатами для со-
здания противопневмококковой вакцины.

Описан синтез N-концевых фрагментов IgA1-
протеазы из N. meningitidis серогруппы А, содер-
жащих 40–104 а.о. [60], которые были использо-
ваны в качестве пептидов-носителей углеводных
компонентов клеточных стенок различных мик-
роорганизмов: Neisseria, Streptococcus, Klebsiella,
Salmonella, Shigella и Haemophilus. Но конъюгация
этих фрагментов с полисахаридом менингококка
серогруппы С не позволила получить полива-
лентные композиции. Они обеспечивали защиту
только от менингококка серогруппы С.

Для лечения аутоиммунных и других заболева-
ний, связанных с накоплением IgA1 в тканях и ор-
ганах человека, методом рекомбинантных ДНК
были получены растворимые формы IgA1-проте-
азы [61, 62]. Авторы использовали их в качестве те-
рапевтических препаратов, но в качестве вакци-
ны не рассматривали.



426

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 4  2021

ЖИГИС и др.

В статье Gupta et al. [63] описаны результаты
компьютерного анализа потенциальных Т-кле-
точных эпитопов трех белков менингококка се-
рогруппы В: белка А, стимулирующего Т-клетки
(TspA), аутотранспортного белка А (AutA) и IgA1-
протеазы. В результате исследования были выяв-
лены шесть девятичленных Т-клеточных эпито-
пов. Авторы предположили, что эти пептиды мо-
гут быть использованы в качестве перспективных
агентов для защиты от менингококков серогруп-
пы В, но экспериментальные данные, подтвер-
ждающие эту гипотезу, в работе не приведены, и
возможность получения поливалентной вакцины
на их основе также не обсуждалась.

В дальнейшем многими авторами высказыва-
лось предположение, что IgA1-протеаза – важ-
нейший фактор вирулентности бактерий, может
быть использована как средство защиты от этих
патогенов [17, 63].

Экспериментальное подтверждение протек-
тивной активности IgA1-протеазы представлено
небольшим количеством работ. В серии работ
[64–74] в опытах на животных было показано, что
нативная IgA1-протеаза, выделенная из живой
вирулентной культуры N. meningitidis серогруп-
пы А, а также рекомбинантные IgA1-протеазы
N. meningitidis серогруппы В в активной или му-
тантной формах и некоторые укороченные ана-
логи этих белков обладают высокой иммуноген-
ной и протективной активностью.

На примере отдельных низкомолекулярных
фрагментов IgA1-протеазы показана важная роль
В- и Т-эпитопов, расположенных в N-концевом
участке IgA1-протеазы N. meningitidis серогруппы В
(штамм Н44/76), для сохранения иммуногенных
и протективных свойств [64, 65]. Эти белки защи-
щали мышей от заражения живой вирулентной
культурой менингококков основных эпидемиче-
ских серогрупп (А, В и С) и обладали характерной
для белков способностью к формированию им-
мунологической памяти [68, 69, 73].

В опытах острого заражения животных пока-
зана роль клеточного и гуморального факторов в
формировании иммунитета к менингококку се-
рогруппы В. Защиту иммунизированных живот-
ных обеспечивали как иммунные лимфоциты,
так и специфические антитела, способные in vitro

связываться с IgA1-протеазой N. meningitidis [69].
Было также показано, что специфические ан-

титела, образующиеся при иммунизации живот-
ных аналогами IgA1-протеазы или при инфици-
ровании менингококком, способны связываться
не только с секретируемым ферментом, но и с по-
верхностью микробных клеток [66].

Анализ популяционного состава лимфоцитов
(CD4+, CD8+ и CD19+) в крови и селезенке имму-

низированных животных на момент заражения
менингококками показал, что механизм защиты
обусловлен различными популяциями лимфоцитов
в зависимости от структуры иммуногенов [69].

Аналогичные результаты были получены при
изучении стрептококковых IgA1-металлопротеаз
для защиты животных от заболеваний, вызывае-
мых пневмококками и S. suis серотипа 2. Авторы
рассматривают этот белок и его фрагменты в ка-
честве протективного поверхностного антигена
IgA1-протеазы [5, 75].

Группа авторов [75–78] исследовала антиген-
ный состав и сходство IgA1-протеаз различных
представителей микробов серинового типа и ме-
таллопротеаз, патогенность которых обусловлена
IgА1-протеазой. Обнаружено высокое сходство
эпитопов IgA1-протеаз N. meningitidis и N. gonor-

rhoeae, что делает их привлекательными компо-
нентами потенциальной вакцины широкого про-
филя. Незначительным оказалось сходство ука-
занных эпитопов с IgA1-металлопротеазами
S. pneumoniae [77].

Позднее Kotelnikova et al. [68] установили,
что иммунизация животных IgA1-протеазой
N. meningitidis и ее аналогами способна обеспечи-
вать формирование иммунологической памяти и
защиту от смертельного заражения не только ме-
нингококковой, но и пневмококковой инфекци-
ями. Напротив, сыворотки кроликов, иммунизи-
рованных убитой культурой S. pneumoniae, содер-
жали высокие титры протективных антител к
IgA1-протеазе N. meningitidis и ее фрагментам.

Эти результаты представляют особый интерес,
поскольку IgA1-протеаза S. pneumoniae относится
к классу металлопротеаз и существенно отличает-
ся по аминокислотной последовательности от се-
риновых IgA1-протеаз, секретируемых N. menin-

gitidis, N. gonorrhoeae и H. influenzae. Протективная
активность менингококковой IgA1-протеазы и ее
аналогов при инфицировании животных S. pneu-

moniae может зависеть от наличия у этих белков
конформационных эпитопов, близких по струк-
туре к эпитопам поверхностных белков пневмо-
кокков. Кроме того, секретируемые протеазы мо-
гут иметь несколько мишеней и, таким образом,
разными способами вмешиваться в метаболизм и
иммунный ответ хозяина [34, 79, 80].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ литературных данных показал, что раз-
работка вакцин против бактериальных менинги-
тов на основе поверхностных антигенов микро-
организмов, вызывающих эти заболевания, при-
вела к созданию целого ряда эффективных
препаратов строго направленного действия про-
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тив конкретного возбудителя. Поиски новых вак-
цинных антигенов стимулировали исследования
не только поверхностных, но и секретируемых
белков. Интересным направлением стало изуче-
ние IgA1-протеазы как одного из основных фак-
торов вирулентности, способствующих колони-
зации и выживаемости микрооганизмов в орга-
низме человека. Нейтрализация IgA1-протеазы
на этой стадии инвазии может стать препятстви-
ем для развития инфекций, патогенность кото-
рых обусловлена этим ферментом. IgA1-протеаза
способствует взаимодействию патогена с хозяи-
ном (адгезия к клеткам организма-хозяина, укло-
нение от формирования приобретенного иммуни-
тета, предотвращение активации комплемента,
нейтрализация антимикробных пептидов, деграда-
ция иммуноглобулинов и т.д.).

Представленные данные о свойствах IgA1-проте-
аз ряда патогенных микроорганизмов показали, что
высокая иммуногенная и протективная активность
рекомбинантных вариантов фермента и некоторых
его фрагментов в отношении грамотрицательных
(N. meningitidis, N. gonorrheoeae, H. influenzae) и не-
которых грамположительных (S. pneumoniae,
S. suis) бактерий, в совокупности с высокой гомо-
логией консервативных участков первичной
структуры полноразмерных IgA1-протеаз, позво-
ляют говорить о возможности формирования пе-
рекрестного иммунитета к различным возбудите-
лям, патогенность которых обусловлена IgA1-
протеазой. Приведенные исследования свиде-
тельствуют о возможности и целесообразности
создания монокомпонентной вакцины широкого
спектра действия против ряда бактериальных ин-
фекций.
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IgA1 Protease as a Vaccine Basis for Prevention of Bacterial Meningitis
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This review is intended to the study of the protective properties of IgA1 protease and the possibility of creating
a vaccine preparation for the prevention of bacterial meningitis of various origins on its basis. Bacterial
meningitis belongs to the group of socially dangerous diseases and is characterized by a severe course, numer-
ous complications and high mortality. The approaches used in the world practice to create antimicrobial vac-
cines are based on a narrow focus against a specific pathogen. The development of a single-component vac-
cine against a wide range of bacterial pathogens with a common virulence factor remains relevant. IgA1 pro-
tease, a protein that is one of the main virulence factors of a number of gram-negative and gram-positive
bacteria, can serve as such an antigen. Bacterial IgA1 protease is uniquely specific for immunoglobulins A1
(IgA1), cleaving peptide bonds in the hinge regions of human IgA1 and higher primates. Bacteria, getting on
the mucous membrane, cleave IgA1, which is the body’s first barrier against infection. Neutralization of IgA1
protease at this stage can become an obstacle to the development of infection, hindering the adhesion of a
number of pathogens producing this protein. Available literature data on the mechanism of antibacterial pro-
tection are scattered and ambiguous. We have shown that the recombinant meningococcal IgA1 protease and
some of its fragments protect mice from infection with a live virulent culture not only of meningococci of the
main epidemic serogroups (A, B, C, and W135), but also of some of the most common virulent pneumococ-
cal serotypes. The data obtained indicate the possibility of creating a single-component vaccine against these
and possibly other bacterial infections. At present, significant progress has been achieved in the study of the
structure and functions of secreted proteins in the bacteria Neisseria meningitidis and Haemophilus influenzae.
The N. meningitidis protein translocation systems, which are related to the secretion of proteins in these bac-
teria, and the current understanding of the functions of these proteins are described. Analysis of experimental
data on the structure of IgA1 protease from N. meningitidis and the formation of immunity during vaccination
are of key importance in the development of prophylactic preparations.

Keywords: IgA1 protease, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, vaccine
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ВВЕДЕНИЕ

По данным ВОЗ, во всем мире зарегистриро-
вано более 260 млн человек, подверженных раз-
личным тревожным расстройствам. По причине
тревожных и депрессивных расстройств населе-
ния мировая экономика ежегодно терпит убытки,
оцениваемые в 1 трлн долларов США [1]. На долю
лиц с ментальными расстройствами, нуждаю-
щихся в систематической помощи, в России при-
ходится 8–10% населения, а число наиболее тяже-
лых пациентов составляет ~3–6% [2]. Так, наиболее
часто в клинической практике встречаются генера-
лизованное тревожное расстройство (ГТР), пост-
травматическое стрессовое расстройство, паниче-
ское расстройство, обсессивно-компульсивное
расстройство, социальные фобии и тревожно-де-
прессивное расстройство [3]. Терапевтическая

коррекция данных патологий на сегодняшний
день – проблема весьма актуальная и требующая
решения. Классические анксиолитические (тран-
квилизирующие) препараты, к числу которых от-
носятся феназепам, диазепам, алпразолам и др.,
характеризуются высоким анксиолитическим по-
тенциалом и адекватной скоростью реализации
противотревожного эффекта при широком тера-
певтическом индексе [4], именно поэтому многие
из них используются в терапии тревожных пато-
логий уже более 40 лет. Тем не менее данные пре-
параты имеют значительный перечень побочных
эффектов, среди которых психическая и физиче-
ская зависимость, миорелаксация и седация.
Применение указанной группы лекарственных
средств ограничено для пациентов, чья профес-
сиональная деятельность связана с повышенным
вниманием и координацией движений (водите-
ли, диспетчеры и т.п.). “Новые анксиолитики”
[5], по классификации Т.А. Ворониной и С.Б. Се-
реденина (2002 г.), к которым относятся частич-
ные агонисты бензодиазепинового рецептора
(абекарнил), эндогенные модуляторы ГАМКА-
бензодиазепинового рецепторного комплекса
(эндозепины), агонисты ГАМКБ-рецепторного
комплекса (фенибут), мембранные модуляторы
ГАМКА-бензодиазепинового рецепторного ком-
плекса (афобазол), глутаматергические (кетамин)
и серотонинергические анксиолитики (буспи-
рон), в большинстве случаев характеризуются ме-
нее выраженными побочными эффектами, но и

Сокращения: ГАМК – γ-аминомасляная кислота; МАО –
моноаминоксидаза; ОАМ – отрицательный аллостериче-
ский модулятор; ПАМ – позитивный аллостерический
модулятор; ПТСР – посттравматическое стрессовое
расстройство; GAT – транспортеры ГАМК (Gamma-amino-
butyric acid transporters); GPCR – рецепторы, сопряженные с
G-белком (G-protein-coupled receptors); 5-НТ – 5-гидрок-
ситриптамин; mGluRs – метаботропные глутаматные ре-
цепторы; TRPC – транзиторные рецепторы потенциал-
зависимых катионных каналов (transient receptor potential
cation channels); TSPO – внутриклеточный транспортный
белок (translocator protein).
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менее активны при терапии фобических рас-
стройств в сравнении с производными бензоди-
азепина. Для лечения патологического стресса
назначаются также антидепрессанты, преимуще-
ственно группы селективных ингибиторов обрат-
ного захвата серотонина [6] (флуоксетин), однако
и они не лишены ряда нежелательных действий –
атипичные реакции, длительное развитие основ-
ного эффекта либо его нивелирование. Широкое
многообразие препаратов и механизмов их ос-
новного действия при лечении тревожных рас-
стройств обусловлено биохимической сложно-
стью и этиологической индивидуальностью пато-
логического процесса. В настоящее время одной
из стратегий лечения невротических расстройств
выступает одновременное сбалансированное на-
значение транквилизаторов и антидепрессантов,
что значительно повышает эффективность тера-
пии [7]. Другой путь – создание новых полимо-
дальных соединений, сочетающих указанные ви-
ды активности [8].

Ввиду частой неклассической картины фоби-
ческих расстройств, тревожные заболевания сле-
дует отличать от непсихических нарушений [3]:
соматических, эндокринных расстройств, а также
адекватной ситуационной тревоги, носящей мо-
билизационный характер. Причины симптома-
тического калейдоскопа, к тому же, могут заклю-
чаться в каскадных нарушениях нескольких ней-
ромедиаторных систем [9] (ГАМКергическая,
серотонинергическая, глутаматная, эндоканна-
биноидная) либо нарушениях взаимодействия
между ними.

ОСНОВНЫЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ 
МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ 

ПСИХИЧЕСКОГО СОСТОЯНИЯ ЧЕЛОВЕКА

На современном этапе патобиохимические
проблемы тревожных расстройств, а также тера-
певтические пути их решения занимают важное
место как в клинической медицинской практике,
так и в фундаментальных научных исследованиях
[10, 11]. Поскольку тревожно-фобические рас-
стройства – этиологически сложноидентифици-
руемые патологические состояния [12], на сего-
дняшний день в фокусе внимания исследовате-
лей находится не менее десятка гипотез о
механизмах действия и роли медиаторных си-
стем, нарушения которых могут приводить к раз-
витию тревожных заболеваний. Наиболее изу-
ченная среди этих систем – ГАМКергический
механизм, поскольку дефекты формирования
или функционирования рецептора, а также не-
корректная работа транспортера ГАМК могут
приводить к развитию ряда тревожных состояний
[13]. Другими наиболее изученными механизма-
ми выступают серотонинергическая [14] и ка-
техоламинергическая системы [15], поскольку их
патобиохимическая неполноценность способна
негативно сказываться на психическом статусе

пациента в сторону тревожно-фобического со-
стояния, а также приводить к развитию депрес-
сии и хронических стрессовых расстройств.

Помимо вышеназванных систем в настоящее
время активно ведутся исследования альтерна-
тивных путей, дисрегуляция которых требует
коррекции по причине значительного влияния на
генез патологий психики. Одни из самых пер-
спективных среди них – ингибиторы TSPO, ли-
ганды которого рассматриваются как чувстви-
тельные биомаркеры визуализации нейроочага
поражения головного мозга [16, 17]. В то же время
они характеризуются анксиолитическим и анти-
депрессивным эффектом без очевидных побоч-
ных действий обычных бензодиазепинов. Также
активно разрабатываются новые соединения, аф-
финные к сигма- [18, 19] и опиоидным рецепто-
рам [20], проводятся эксперименты по снижению
побочных эффектов, главными из которых вы-
ступают зависимость и аддикция. Еще одно новое
направление изучения механизмов действия но-
вых соединений с анксиолитической активно-
стью – ингибиторы ионных каналов транзитор-
ного рецепторного потенциала TRPC4 и TRPC5,
эффекты которых связаны с поведенческими из-
менениями и чувством страха под действием сти-
муляции GPCRs [21]. Кроме того, ведутся разра-
ботки в отношении ингибирования потенциал-
зависимых натриевых каналов, т.к. ряд источников
подтверждает [22, 23], что взаимодействие данного
канала с определенными лигандами может приво-
дить к развитию противотревожного эффекта. По-
мимо этого, существует большой объем информа-
ции о разработке новых соединений с H3-гистамин-
ергической активностью [24, 25].

В результате открытия новых мишеней для ре-
ализации антифобического действия в организме
в большом количестве разрабатываются вещества
различных химических классов с транквилизиру-
ющей активностью, они находятся на доклиниче-
ском этапе исследования. Анализируя химиче-
скую структуру представленных в данном обзоре
субстанций, можно заметить, что с ГАМК-рецеп-
тором взаимодействует широкий спектр соедине-
ний с выраженной анксиолитической активностью:
производные пиперазина, хинолина, диазепино-
бензимидазола, пиримидина, фторфенилацетами-
да, бензотриазина, гувацина и синтетических фла-
ваноидов [26]. С серотониновыми рецепторами
также взаимодействуют многие из описанных ве-
ществ, что подтверждает вовлеченность серото-
ниновой и ГАМКергической систем в корректи-
ровку тревожно-фобических состояний и вызы-
вает серьезный исследовательский интерес к
природе связи этих систем со стрессово-депрес-
сивными расстройствами. К веществам, влияю-
щим на серотониновые рецепторы [27], относятся
производные индола, пиперидина, триазина, бензо-
сульфонамида, пиримидина, пиперазина, бензими-
дазола и диазепинобензимидазола. К ингибиторам
моноаминоксидазы (МАО) относятся производные
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пиразола [28], TSPO – производные пурина и пи-
римидина [16, 17], TRPC4 и TRPC5 – производ-
ные бензимидазола [21]. Сродство к опиоидным
рецепторам [20] проявляли производные тиазола,
диазенафтацена, триазола, а к гистаминовым –
производные пиридина [24, 25]. Стоит отметить
влияние глициновых рецепторов в цикле патогене-
за тревоги в миндалине мозга человека [29]. Измене-
ния в обменном факторе гуанина – коллибистине
(Cb) – приводят к возникновению тревоги, разви-
тию эпилепсии и интеллектуальных нарушений
[30]. Некоторые исследования показывают роль ре-
цепторов холецистокинина типа В (CCK-B) в анк-
сиогенезе: введение холецистокинина здоровым
добровольцам приводило к развитию тревожного
состояния, а пациентам с паническим расстрой-
ством – к панической атаке [31]. Однако клиниче-
ское исследование этого механизма не привело к
положительным результатам [32]. Известно свой-
ство кофеина, неселективного A1/2A-аденозиново-
го антагониста, в малых дозах улучшать состояние
при стрессе и депрессии, но усугублять его в боль-
ших дозах [33]. Вовлеченность BNDF в генез тре-
вожных состояний подтверждается также значи-
тельным снижением содержания этого фактора в
плазме пациентов с ГТР по сравнению с группой
здоровых добровольцев [34].

При более детальном анализе химической ос-
новы веществ (кора), числа и стереорасположе-
ния радикальных заместителей становится оче-
видно, что многие из представленных соедине-
ний проявляют определенное сходство между
собой. Поэтому теоретически при химической
трансформации структуры вещества возможно
взаимодействие и с иными субъединицами ре-
цепторов, терапевтически положительно влия-
ющих на психическое здоровье пациентов. Ос-
новываясь на этом предположении, а также при-
веденной в данном обзоре информации о
соединениях, одним из наиболее выгодных на-
правлений в разработке и исследовании веществ
с нейропсихотропной активностью представля-
ется синтез новых комбинированных субстанций
[35], содержащих привилегированные скаффол-
ды. Примером данного класса соединений слу-
жат производные диазепинобензимидазола
[36], содержащие в своей структуре диазепино-
вый и бензимидазольный фрагменты. Эти веще-
ства с комбинированной структурной основой, в
теории, могут проявлять несколько типов актив-
ностей, одной из которых может быть противо-
тревожная [37], а дополнительными – антиде-
прессивная, анальгетическая, снотворная, но-
отропная. Эти вещества в перспективе могут
оказывать влияние на множество рецепторных
систем, что может приводить к более быстрому
проявлению терапевтического эффекта, снижен-
ным побочным эффектам или их отсутствию [38],
а также наличию терапевтического потенциала и
для иных патологических состояний.

Исходя из этого, новые комбинированные
препараты способны взаимодействовать с не-
сколькими типами мишеней, а при наличии ши-
рокой линейки препаратов с комбинированными
структурами можно добиться более выраженного
анксиолитического эффекта в отдельных клини-
ческих ситуациях. Представленная проблематика
специфичности терапии тревожных состояний
анксиолитическими и антидепрессивными сред-
ствами приводит к поиску химически и фармако-
логически наиболее оптимальных и выгодных
субстанций с перспективными анксиолитиче-
скими характеристиками (скорость достижения
эффекта, его сила и продолжительность) и мини-
мумом побочных эффектов. В данной статье
представлен обзор современных литературных
данных за последние годы, актуализирована ин-
формация о новых соединениях с потенциальной
антифобической активностью. Описанные веще-
ства находятся на доклиническом этапе исследо-
ваний, характеризуются различными механизма-
ми действия и нейропсихотропными свойствами.

Химические структуры описанных в данной
статье новых соединений, виды активностей, а
также мишени, посредством которых обусловлено
действие этих субстанций, приведены в табл. 1.

НЕЙРОМЕДИАТОРНАЯ СИСТЕМА ГАМК
Агонисты ГАМК-рецепторов. γ-Аминомасля-

ная кислота – основной тормозной медиатор
ЦНС. Агонистами данного класса выступают
производные бензодиазепина – диазепам, фена-
зепам, мидазолам и др. С момента открытия под-
типов бензодиазепиновых рецепторов в 1979 г.
поиск действенных анксиолитиков со снижен-
ным перечнем побочных действий продолжается
и сегодня [39, 40]. Клонирование и экспрессия
ГАМКА-рецепторов выявило несколько подти-
пов рецепторов, основанных на вариации субъ-
единичного состава. Особое внимание было уде-
лено α-субъединицам, образующим ионный ка-
нал, поскольку было доказано, что данные
субъединицы оказывают значительное влияние
на фармакологическую активность анксиолити-
ков. α1-Субъединица ассоциируется с седатив-
ным действием; это открытие привело к успеш-
ной разработке и внедрению в клиническую
практику множества α1-селективных препаратов
со снотворным эффектом, таких как нитразепам,
лоразепам, оксазепам. Поскольку было доказано,
что α2,3-субъединицы ГАМКА-рецептора связаны
с проявлением анксиолитического эффекта, этот
механизм до сих пор остается классическим для
поиска новых субстанций с противотревожным
действием [41].

Так, в работе Brito et al. (2017) на различных по-
веденческих моделях изучалась анксиолитиче-
ская активность соединения LQFM032 – произ-
водного пиперазина. Исследуемое вещество вво-
дили перорально в дозах 18–162 мкМ/кг. По
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результатам проведенных исследований, автора-
ми статьи было сделано заключение о вовлечении
ГАМКергической системы в генез анксиолитиче-
ского эффекта соединения LQFM032, поскольку
это подтверждалось нивелированием действия
вещества при совместном использовании с флу-
мазенилом в тесте “приподнятый крестообраз-
ный лабиринт” [42]. Помимо исследования анти-
фобического действия соединения авторы прово-
дили эксперименты по изучению влияния
вещества на когнитивные функции в тесте пас-
сивного избегания со скополамином (поскольку
анксиолитические эффекты классических агони-
стов бензодиазепинового сайта связаны с неже-
лательной антероградной амнезией). По данным
нейротоксикологического исследования по Irwin,
исследуемое вещество отличается низкой токсично-
стью (токсические эффекты развивались в дозе
875 мкМ/кг), что также служит положительным
фактором. Среди производных пиперазина на се-
годняшний момент на рынке уже существует
транквилизирующий препарат под названием
атаракс (гидроксизин), характеризующийся уме-
ренной анксиолитической активностью и приме-
няемый для купирования различных тревожных
состояний [43].

Другой класс потенциальных анксиолитиков –
конденсированные производные пиразолохино-
лина PQ, описанные Rivilli et al. в 2018 г. Данные
вещества были получены и испытаны как высо-
коаффинные агонисты бензодиазепинового сайта
ионотропного ГАМКА-рецептора. Преимущество
данных соединений по сравнению с бензодиазе-
пинами заключается в отсутствии нежелательного
эффекта седации. Предполагаемый ГАМКергиче-
ский механизм действия веществ был доказан с
помощью радиолигандного метода исследова-
ния. Проведен детальный химический разбор, в
котором авторы дали заключение о высокой се-
лективности связывания с бензодиазепиновым
участком ГАМКА-рецептора с величиной IC50 =
= 0.326 нМ для соединений, содержащих в струк-
туре заместитель брома в положении 8, а также
р-метоксифенильную группу в положении N2.
Анксиолитическая активность была подтвержде-
на экспериментально в ряде антифобических мо-
делей. Соединения с метоксифенильной группой
при N2 и высокой аффинностью к ГАМКА-ре-
цепторам показали значительный антифобиче-
ский эффект, превосходящий препараты сравне-
ния. Авторами сделан вывод о наличии достовер-
ного эффекта в дозах 0.5 и 1.0 мг/кг. Кроме того,
авторы указывают на хорошую степень проница-
емости гематоэнцефалического барьера для со-
единения PQ [44].

В работах Tyurenkov et al. изучено влияние но-
вого средства с антидепрессантным, анксиоли-
тическим и нейропротекторным действием –
РГПУ-135 (гидрохлорид β-фенилглутаминовой
кислоты, нейроглутам) – на общее состояние и
поведение аутбредных мышей при хроническом

стрессе, вызванном повторными истощающими
физическими нагрузками. Нейроглутам вводили
животным внутрижелудочно (через зонд) в ди-
стиллированной воде в дозах 13, 26 и 52 мг/кг на
протяжении 6 дней ежедневно однократно за 1 ч
до плавания. Установлено, что нейроглутам про-
являет стресс-протекторные свойства в дозе
26 мг/кг и в меньшей степени – в дозе 52 мг/кг:
уменьшает выраженность нарушений общего со-
стояния и поведения животных в домашней клет-
ке, препятствует снижению массы тела, в пост-
стрессорном периоде способствует повышению
локомоторной и исследовательской активности,
уменьшению проявлений тревоги в тесте “откры-
тое поле” и выраженности депрессивноподобно-
го поведения мышей в тесте “подвешивание за
хвост” [45]. ГАМКергический механизм действия
нейроглутама был выявлен путем анализа влия-
ния антагониста ГАМКА-рецепторов бикукулли-
на (1 мг/кг) и антагониста ГАМКБ-рецепторов
факлофена (2 мг/кг) на характер и выраженность
эффектов нейроглутама (26 мг/кг) в тестах “от-
крытое поле” и “темная/светлая камера”. При со-
четанном применении нейроглутама и бикукул-
лина анксиолитический и антидепрессивный эф-
фекты нейроглутама не проявлялись, т.е. для их
реализации необходима активация ГАМКА-ре-
цепторов [46].

Еще один перспективный класс веществ –
производные диазепинобензимидазола – DAB
[38]. Spasov et al. позиционируют структуру со-
единения как комбинацию привилегированных
подструктур – диазепина и бензимидазола. Каж-
дая из них самостоятельно зарекомендовала себя
как характеризующаяся психотропной активно-
стью, обе широко применяются в терапии тре-
вожных расстройств. Авторами выдвигается тео-
рия об улучшенных нейропсихотропных свойствах
со сниженным перечнем побочных эффектов для
вновь полученных диазепинобензимидазолов,
обусловленных синтетическим преобразованием
соединений.

При рассмотрении химической структуры
наиболее перспективного соединения – DAB-21,
показавшего в тестах in vivo наиболее сильный ан-
тифобический потенциал, авторы выдвигают ги-
потезу о негативном влиянии на анксиолитиче-
ский эффект исследуемого соединения присут-
ствия в положении 11 2-пирролидиноэтильного
радикала и наличия в этом радикале у атома азота
насыщенного гетероцикла, но только в том слу-
чае, когда для цикла характерна выраженная
трехмерная (3D) геометрия. Это характерно
именно для шестичленных циклов, но не для пя-
тичленного пирролидина, имеющего более плос-
кую структуру. Новые соединения позициониру-
ются как вещества с полимодальным механизмом
действия, что может быть перспективным крите-
рием в дальнейших исследованиях нейропсихо-
тропного профиля. Так, в работах описывается
множество методик анксиолитического, антиде-
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прессивного, поведенческого, анальгетического
профиля, а также оценивается влияние веществ
на снижение проявлений обсессивно-компуль-
сивного расстройства. По результатам исследова-
ний, представленных в статьях, соединения-ли-
деры изучаемого ряда веществ DAB (DAB-19,
DAB-21) превосходят препарат сравнения диазе-
пам и выступают перспективными для углублен-
ного изучения нейропсихотропного профиля [36,
38, 47].

Аллостерические модуляторы ГАМКА-рецепто-
ра. В ГАМКА-рецепторе существует целый ряд
модуляторных сайтов, отличных от сайта связыва-
ния агониста. Различные соединения, действую-
щие на сайты, повышают или, наоборот, снижают
эффективность активации ГАМКА-рецепторов
агонистом. Бензодиазепиновый сайт – мишень
для ряда препаратов, используемых в клинической
практике: антиконвульсантов, седативных и гип-
нотических средств [48]. Активация бензодиазе-
пинового сайта приводит к увеличению аффин-
ности к агонисту у определенной группы ГАМКА-
рецепторов. Было показано, что токи хлорных
ионов, опосредованные низкоаффинными
ГАМКергическими рецепторами, в гиппокампе
усиливаются бензодиазепинами в гораздо большей
степени, нежели опосредованные высокоаффин-
ными рецепторами. Такие различия ГАМКергиче-
ских рецепторов могут быть объяснены различ-
ным составом входящих в них субъединиц [49].
Данная теория подтверждается тем, что диазепам
приводит к увеличению ГАМКергического ион-
ного тока лишь при наличии γ2-субъединицы в
ГАМКА-рецепторах. Другим сайтом аллостериче-
ской модуляции ГАМКА-рецепторов выступает
сайт барбитуратов. ГАМКА-рецепторы, чувстви-
тельные к барбитуратам, более широко распро-
странены в мозге, чем бензодиазепиновые. В отли-
чие от бензодиазепинов, увеличивающих аффин-
ность ГАМКергического рецептора к агонисту,
барбитураты увеличивают время открытого состо-
яния и проводимость каналов ГАМКергического
рецептора. Кроме бензодиазепинов и барбитура-
тов специфичное модулирующее действие на
ГАМКА-рецепторы оказывают нейростероиды и
соли цинка [50].

Borghese et al. (2017) изучали новый селектив-
ный ПАМ ГАМКА-рецепторов DCUK-OEt – про-
изводное аминохинолина. Механизм действия
данного соединения был подтвержден радиоли-
гандным методом, также производился поиск
сайта связывания с помощью молекулярного мо-
делирования. Авторами было отмечено, что наи-
больший антифобический эффект DCUK-OEt
может быть вызван при взаимодействии соеди-
нения с рецепторами ГАМК, содержащими либо
γ2-, либо δ-субъединицы вместе с α1- и β3-субъ-
единицами; это комбинации субъединиц – α1β3γ2
и α1β3δ. Для соединения DCUK-OEt не было вы-

явлено взаимодействий с другими рецепторами,
транспортерами и ионными каналами [51].

Akbar et al. (2017) были открыты свойства фла-
воноидов как позитивных модуляторов (ПАМ)
ГАМКА-рецепторов, к тому же лишенных побоч-
ных эффектов бензодиазепинов. По результатам
радиолигандного исследования, молекулярный
связующий сайт соединения 6-MeOF (6-меток-
сифлаванон) отличается от других известных
флавоноидных модуляторов ГАМК-рецепторов:
он действует на γ-субъединицы, нечувствитель-
ные к антагонизму флумазенила, следовательно,
6-MeOF – перспективное анксиолитическое со-
единение. Авторы провели анализ химической
формулы изучаемого соединения и пришли к за-
ключению, что положение 6 ядра флавонов ак-
тивно даже без какой-либо замены и придает этой
группе анксиолитические свойства, тогда как са-
мо ядро   считается неактивным в отношении анк-
сиолизиса. Однако в недавних исследованиях
установлено, что замена в положении 6 на флава-
ноновом ядре приводит к увеличению анксиоли-
тических свойств этой группы. Активность веще-
ства 6-MeOF изучали in vivo на моделях антифо-
бического действия при внутрибрюшинном
введении, исследуемое вещество вводили в дозах
10–100 мг/кг. Анксиолитический эффект был со-
поставим с препаратом сравнения диазепамом
(2 мг/кг) [52]. Биораспределение 6-MeOF оцени-
вали в плазме, коре головного мозга и миндале-
видном теле. Анализ фармакокинетического про-
филя показал, что 6-MeOF способно проникать
через гематоэнцефалический барьер.

Guerrini et al. описаны новые производные
бензотриазина (5b–12b), для которых была пока-
зана способность вытеснять [Н3]-флумазенил из
бензодиазепинового сайта связывания. Вещества
были синтезированы из исходного соединения
этилпиразоло[1,5-a]хиназолин-3-карбоксилата,
показавшего значительное сродство с ГАМКА.
Было выяснено, что соединения аффинны к α2- и
α3-субъединицам и действуют как α2/α3-GABAА-
R-положительные аллостерические модуляторы.
Химическую модификацию осуществляли либо
введением метоксигруппы в положение 8, либо
трансформацией этоксикарбонильной функцио-
нальной группы в арильную (гетеро) алкильную
сложноэфирную группу. При изучении нейро-
психотропных эффектов in vivo была показана
наибольшая активность соединения (12b) среди
изучаемых соединений. Данное вещество не вы-
зывало нейротоксических эффектов и не изменя-
ло моторику и координацию движений у исследу-
емых животных [53].

Описанное в работе Artelsmair et al. (2018) со-
единение AZD7325, производное N-пропилцин-
нолина, – высокоаффинный селективный моду-
лятор системы рецепторов GABAA с дифферен-
цированными связывающими и модулирующими
свойствами, зависящими от конкретного подтипа
GABAA. Аффинность высока для GABAA α1-, α2- и
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α3-субъединиц, но не для GABAA α5-субъединицы,
что ограничивает негативное влияние AZD7325 на
когнитивные функции. AZD7325 потенцировало
действие диазепама на α2- и α3-, но не на α1- и
α5-субъединицы, ограничивая его седативный
эффект. Соединение действует как полный анта-
гонист золпидема на уровне α1-субъединицы, что
согласуется с отсутствием седативного эффекта.
AZD7325 также усиливал нативные ответы ГАМК
в нейронах, полученных из префронтальной ко-
ры крыс, и продемонстрировал эффективность в
ряде моделей тревожности in vivo [54, 55].

Изучаемое Nickolls et al. производное имидазо-
пиридазина PF-06372865 выступает ПАМ для
GABAA, проявляя селективность к α2- и α3-субъ-
единицам, ассоциированным с анальгетическим
и противотревожным действием, и к α5-субъеди-
нице, ответственной за функционирование памя-
ти, однако не воздействует на α1-субъединицу,
влияние на которую обусловливает седативный
эффект [56].

Положительные аллостерические модуляторы
(ПАМ) GABAB-рецепторов. γ-Аминомасляная
кислота (ГАМК), главный ингибирующий ней-
ротрансмиттер, опосредует свое действие через
различные рецепторные системы – ионотропные
и метаботропные рецепторы GABAA/C и GABAB
соответственно [57]. В то время как GABAA/C-ре-
цепторы образуют хлоридные каналы и быстро
опосредуют синаптическое ингибирование, ре-
цептор GABAB ассоциирован с GPCR, впослед-
ствии взаимодействующим с нуклеотидом гуани-
ном, и, в зависимости от локализации, опосредует
пресинаптическое или медленное постсинаптиче-
ское ингибирование посредством модуляции
Ca2+- и K+-каналов [58]. Значительный прогресс в
понимании физиологической роли GABAB-ре-
цептора и его места в патофизиологическом кас-
каде некоторых расстройств связан с открытием
его агониста – баклофена (β-хлорфенил-ГАМК)
[59]. Введенный в клиническую практику как
миорелаксант центрального действия более четы-
рех десятилетий назад, баклофен стал одним из
основных лекарственных средств в терапии спа-
стичности, хронического и изнурительного со-
стояния, а также состояний, характеризующихся
значительным увеличением тонуса и ригидности
мышц, обычно наблюдаемых у пациентов с рас-
сеянным склерозом или травмами спинного моз-
га. Однако баклофен характеризуется слабым
проникновением через гематоэнцефалический
барьер, коротким периодом действия и может вы-
зывать различные побочные эффекты, включая
седацию, головокружение, тошноту, мышечную
слабость и умственную путаницу [60]. Эти огра-
ничения исключают более широкое использова-
ние баклофена в коррекции множества других за-
болеваний, несмотря на его многообещающие
эффекты в серии клинических исследований:
препарат снижает симптомы тревоги у пациентов

с ПТСР (посттравматическое стрессовое рас-
стройство), паническими атаками и синдромом
отмены алкоголя. ПАМ GABAB – альтернатива
прямым агонистам рецептора [61] и поэтому
представляют собой перспективный терапевти-
ческий подход для лечения расстройств, к кото-
рым баклофен неприменим. В отличие от алло-
стерических агонистов, активирующих рецептор
постоянно, действие ПАМ включает повышение
активности рецепторов только в синапсах, где
высвобождается ГАМК. ПАМ GABAB-рецептора –
многообещающая альтернатива прямых агони-
стов рецептора в качестве терапевтического под-
хода для лечения аддикции, хронической боли,
тревоги и эпилепсии.

В статье Kalinichev et al. (2016) приведены дан-
ные по изучению транквилизирующей активно-
сти соединения ADX71441, производного триази-
на. Механизм действия вещества изучали с ис-
пользованием клеток линии НЕК293, авторы
сделали заключение о связи ADX71441 с позитив-
ным аллостерическим модулированием GABAB-
рецепторов [62]. По результатам исследований,
проведенных на противотревожных моделях
(0.3–3.0 мг/кг, per os), соединение ADX71441 –
перспективно для лечения тревожных состояний
и обсессивно-компульсивного расстройства. К
тому же, в исследованиях миорелаксирующей ак-
тивности было установлено, что вещество не вы-
зывает расслабления мышц даже в дозе 10 мг/кг.

Porcu et al. (2016) исследовали аффинность
связывания соединения SSD114 с ГАМКБ-рецеп-
торами на препаратах мозга крыс [63]. SSD114 –
производное пиримидина. Молекула содержит
центральное плоское шестичленное кольцо с за-
местителями различной полярности. Как пред-
полагают авторы, вторичные амины могут быть
ответственны за связывание водорода с рецепто-
ром, тогда как плоская ароматическая система
может взаимодействовать с гидрофобным фраг-
ментом рецептора. По данным литературы, соеди-
нение SSD114 проявляло фармакологическую ак-
тивность в отношении GABAB ПАМ. Показано,
что ГАМКергическое влияние изучаемого соеди-
нения полностью отменяется при использовании
антагониста GABAB-рецепторов CGP54626. Также
авторами было отмечено, что SSD114 ведет себя
как специфический и селективный рецептор
GABAB ПАМ in vitro. Увеличение концентрации
SSD114 вызывало зависящее от концентрации
потенцирование стимулирующих эффектов, ин-
дуцированных ГАМК (1–20 мкМ), со значения-
ми EC50 в низком диапазоне концентраций. Более
того, SSD114 усиливал ответные реакции GABAB-
рецепторов в моделях in vivo с баклофеном. На ос-
новании результатов данного эксперимента уста-
новлено, что предварительная обработка самыми
неэффективными дозами SSD114 синергически
увеличивает седативный/гипнотический эффект
субпороговой дозы баклофена. Все индуцирован-
ные баклофеном параметры – седация и гипноти-
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ческое состояние – были заметно усилены предва-
рительной обработкой SSD114. На основании при-
веденных данных можно считать, что SSD114 ведет
себя как GABAB ПАМ в анализе in vivo.

СЕЛЕКТИВНЫЙ ИНГИБИТОР 
ТРАНСПОРТЕРА ГАМК GAT1

В настоящее время существует ряд стратегий,
позволяющих увеличить ГАМКергическую ак-
тивность, включающих прямой агонизм для
ГАМКергических рецепторов, ингибирование
ГАМК, катаболизм или его обратный захват из
синаптической щели. На сегодняшний день об-
наружено пять транспортных средств ГАМК
(GAT), один из них – везикулярный транспортер
ГАМК [64]. Другие четыре (GAT1–4) – мембранные
белки, принадлежащие семейству генов-носителей
(SLC6A) Na+-независимых транспортеров [65]. В
связи с их ключевой ролью в регуляции концен-
трации ГАМК в головном мозге, GAT (в частно-
сти, GAT1) стали перспективной мишенью для
создания новых лекарственных средств для лече-
ния заболеваний ЦНС [66]. Тиагабин представля-
ет производное изоникотиновой кислоты, высту-
пающей высокоселективным ингибитором GAT1
[67]. Этот препарат блокирует обратный нейро-
нальный захват ГАМК, что приводит к увеличе-
нию концентрации этого нейромедиатора в си-
наптической щели, увеличивающего ток ионов
хлора через клеточные мембраны. В настоящее
время тиагабин реализуется как вспомогательное
средство при лечении тревожных расстройств.

Salat et al. (2016) показали анксиолитический и
антидепрессивный эффекты соединения DDPM-
2571 – производного 1,2,5,6-тетрагидропиридин-
3-карбоновой кислоты. Показатели, полученные
при исследовании вещества на животных моде-
лях тревоги и депрессии в дозе 5 мг/кг, статисти-
чески достоверно превышали показатели препа-
рата сравнения диазепама [68, 69].

КАТЕХОЛАМИНЕРГИЧЕСКАЯ 
И СЕРОТОНИНЕРГИЧЕСКАЯ СИСТЕМЫ

Дофаминовые рецепторы. В стрессовых ситуа-
циях происходит активация дофаминергической
иннервации и снижение уровня дофамина в мин-
далине. Дофаминовые рецепторы относятся к ро-
допсиноподобным аминергическим G-белковым
рецепторам (GPCRs) и играют главенствующую
роль в центральной нервной системе. Существует
пять подтипов дофаминовых рецепторов, которые
можно разделить на две группы: D1-подобные (D1 и
D5) и D2-подобные (D2, D3 и D4) – в зависимости от
активации или ингибирования вторичного мессен-
джера, циклического аденозинмонофосфата
(цАМФ) [70]. Найдено множество литературных
данных об анксиогенном эффекте лигандов дофа-
миновых рецепторов, в частности 2-го подтипа, ли-
бо об ослаблении ими проявлений тревоги [71].

Rice et al. (2018) изучали соединение YQA-14
[72], производное бензоксазола, новый селектив-
ный антагонист дофаминовых D3-рецепторов.
Вещество представляется перспективным в отно-
шении терапии ПТСР. В методиках in vivo соеди-
нение изучали в дозах 3.12–12.5 мг/кг при внутри-
желудочном введении. Исследователями была
выбрана концепция выработки у животных дли-
тельного стресса (modified single prolonged stress)
путем продолжительного совокупного примене-
ния нескольких поведенческих тестов (“припод-
нятый крестообразный лабиринт”, “открытое
поле”, “принудительное плавание” по Porsolt).
В результате полученных данных было выяснено,
что соединение YQA-14 значительно снижает
проявления тревожно-депрессивного характера у
исследуемых животных.

Серотониновые рецепторы. Серотонинергиче-
ская система остается перспективной мишенью
для создания новых анксиолитиков, поскольку
5-гидрокситриптамин играет важную роль в регу-
ляции многих физиологических процессов,
включая эмоции, циркадные ритмы и аппетит
[73]. Существует семь семейств серотониновых
рецепторов (5-НТ1–7), реализующих различ-
ные фармакологические эффекты. Было выяв-
лено, что анксиолитический эффект развива-
ется при стимулировании 5-HT2B- или блоки-
ровании 5-HT2А-, 5-HT3- и 5-HT5А-рецепторов.
Среди 5-HT-рецепторов подтип 5-HT1А оказыва-
ет более глубокое воздействие на контроль трево-
ги и депрессии, влияя на серотонинергическую
нейротрансмиссию в нескольких областях мозга.
В соответствии с широким терапевтическим по-
тенциалом рецепторов 5-HT1А были разработаны
различные препараты, наиболее известные из ко-
торых – азапироны – буспирон и тандоспирон,
используемые для коррекции тревоги, обеспечи-
вающие неселективную и неаддитивную терапев-
тическую альтернативу использованию бензоди-
азепинов.

Была показана роль 5-НТ2С в формировании
тревожного поведения у грызунов [74]. Примене-
ние антагониста 5-НТ2С под шифром SB242084
приводило к развитию анксиолитического эффек-
та в ряде поведенческих тестов [75]. Под действием
соединения S32212, обратного агониста 5-НТ2С,
зарегистрировано противотревожное действие в
тесте конфликтной ситуации по Vogel [76].

5-НТ3-рецепторы – пентамерные лиганд-ион-
ные каналы, принадлежащие к суперсемейству
CYS-петлевых рецепторов. Ряд доклинических
исследований показал, что антагонисты 5-HT3-
рецептора играют значительную роль в лечении
психических расстройств, таких как депрессия и
тревога [77, 78].

По литературным источникам [79, 80], актива-
ция рецепторов 5-НТ6 и/или 5-НТ7 может оказы-
вать положительное влияние на эффективность и
широту терапевтического спектра применяемых
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в настоящее время антидепрессантов. Рецепторы
5-НТ6 и 5-НТ7 положительно связаны с цАМФ
(система вторичных мессенджеров аденилатцик-
лазы) и широко распространены в кортиколим-
бических областях (полосатом теле, коре, обоня-
тельном бугорке, прилежащем ядре, в частности
рецептор 5-НТ6, гиппокампе, гипоталамусе и
миндалине), участвующих в контроле настроения
и эмоций.

В статье Brito et al. (2017) приводятся данные
по изучению транквилизирующей активности со-
единения LQFM180, производного пиперазина.
В настоящее время для этого соединения показан
полимодальный тип действия с анксиолитиче-
ской и антидепрессивной активностями. Хими-
ческая структура LQFM180 содержит базовую
часть производных пиперазина с центральной
фармакологической активностью и бутилирован-
ный гидрокситолуол – соединение с выраженны-
ми антиоксидантными свойствами. Рациональ-
ность введения данного радикала обусловлена
когнитивными нарушениями, связанными с
окислительным стрессом. Авторами статьи была
доказана вовлеченность серотонинергической
системы в реализацию анксиолитического эф-
фекта субстанции при использовании фармако-
логических антагонистов – NAN-190 и PCPA. Та-
ким образом, анксиолитическая активность
LQFM180 развивается в том числе по серотони-
нергическому пути. Эксперименты in vivo прово-
дили на антифобических моделях, животным
каждой группы вводили изучаемое вещество пе-
рорально в дозах 9.4–75.2 мг/кг. Показатели груп-
пы соединения LQFM180 превышали данные
группы препарата сравнения диазепама (5 мг/кг)
в проведенных методиках (тест “приподнятый
крестообразный лабиринт”, тест пассивного из-
бегания со скополамином). Исследование анти-
депрессивной активности продолжили с исполь-
зованием адреноблокаторов празозина и пропра-
нолола, дофаминоблокаторов галоперидола и
сульпирида, а также PCPA и AMPT для изучения
моноаминов. Таким образом, антидепрессивная
активность соединения LQFM180 включает серо-
тонинергический, дофаминергический и норад-
ренергический пути [81].

В статье Pytka et al. (2018) изложены резуль-
таты исследования производного 2-метоксифе-
нилпиперазина под шифром HBK-17, для кото-
рого показана высокая аффинность к 5-НТ1А- и
5-НТ7-рецепторам. Противотревожная активность
изучена на моделях “четыре пластины” и “припод-
нятый крестообразный лабиринт”. Отмечено пре-
имущественное влияние соединения на β-аррести-
новый путь после связывания с 5-НТ1А [82].

В статье Kondej et al. (2016) приводятся данные
о новом производном хинолинона – соединении
D2AAK1. Арилпиперазины и, в меньшей степени,
арилпиперидины и арилтетрагидропиридины бы-
ли зарегистрированы как привилегированные
структуры для аминергических рецепторов, со-

пряженных с G-белком, в частности серотонино-
вого и дофаминового. Кроме того, арилтетрагид-
ропиридины известны как лиганды других мише-
ней, например, σ-рецепторов, а также рецепторов,
активированных пролифераторами пероксисом
(PPAR, принадлежащие к семейству ядерных ре-
цепторов), агонистов с антидиабетической актив-
ностью и MAO-B. Для соединения D2AAK1 пока-
зан политаргетный механизм действия: D1-, D3-,
5-HT1А- и 5-HT2А-рецепторный, обусловливаю-
щий антипсихотический и анксиолитический
эффекты. Изучение антифобической активности
in vivo проводили в дозе 100 мг/кг внутрибрюшин-
но, соединение достоверно повышало уровень
противотревожной активности [83]. Результаты
исследований D2AAK1 на животных показывают
также, что для этого соединения характерны ан-
типсихотические свойства, поскольку оно сни-
жает гиперактивность, вызванную амфетамином
в модели на мышах, представляющей классиче-
ский тест для потенциальных нейролептиков. Бо-
лее того, соединение D2AAK1 проявляло анксиоли-
тические свойства, характерные для антипсихоти-
ков второго поколения, таких как рисперидон и
зипразидон.

Partyka et al. (2019) описано соединение ADN-
1184 – производное арилсульфаниламида с
5-HT6/5-HT7/5-HT2А/D2-рецепторной активно-
стями [84]. В исследованиях in vivo авторами было
доказано, что соединение в дозе 0.3 мг/кг прояв-
ляет статистически значимую анксиолитическую
и антидепрессивную активности. Через 1 ч после
введения вещества производили измерение уров-
ня серотонина и его метаболитов во фронтальной
коре методом высокоэффективной жидкостной
хроматографии. Изучаемое вещество не оказыва-
ло влияния на метаболизм серотонина во фрон-
тальной коре.

Łażewska et al. (2018) изучали производное пи-
римидина AVN-492. В результате исследования
69 мишеней, включающих рецепторы, ионные
каналы, транспортеры нейромедиатиров и фер-
менты, был сделан вывод о вовлечении 5-НТ6-ре-
цепторов в реализацию противотревожного эф-
фекта. Исследование зависимости структуры и
активности совместно с молекулярным анализом
подтвердило преимущественное взаимодействие
с 5-HT7 для стерически обремененных заместите-
лей в положении 2 арилоксильного фрагмента
(изопропил, трет-бутил, циклопентил и фенил).
Кроме того, замена пиперидинового фрагмента
на 8-азабициклооктан (тропан) приводила к ак-
тивации 5-НТ7-лигандов и повышению селектив-
ности к рецепторам 5-HT1А. Наконец, авторами
была подтверждена большая предпочтительность
для взаимодействия с сульфонамидной группи-
ровкой 5-НТ7-рецептора, нежели для амидных и
мочевинных остатков. Нейропсихотропную ак-
тивность соединения изучали in vivo после внут-
рижелудочного введения AVN-492 в дозах 0.05 и
0.2 мг/кг на анксиолитических и антидепрессив-
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ных моделях [85]. В результате исследования бы-
ли установлены статистически значимые нейро-
психотропные эффекты в дозах, меньших или со-
поставимых с циталопрамом и диазепамом,
использованных в качестве препаратов сравнения.

Группой исследователей Słoczyńska et al. (2018)
открыто производное бензенсульфонамида PZ-1150
с 5-НТ7-антагонистическими свойствами, прояв-
ляющее антидепрессивный и анксиолитический
эффекты [86].

Соединение F15599 впервые было описано
Assié et al. (2010) в качестве агониста серотонино-
вых рецепторов с наибольшей аффинностью к
5-НТ1А-подтипу [87]. Данному производному пи-
перидина свойственна антидепрессивная актив-
ность. Еще одно производное пиперидина, опи-
санное Jastrzbska-Wiesek et al., – соединение
F13714. Эксперименты in vivo проводили на анк-
сиолитических и антидепрессивных моделях [88],
и был отмечен анксиолитический потенциал изу-
чаемого соединения.

В исследовании Azevedo et al. (2019) установле-
на анксиолитическая активность соединения
ACH-000029, производного хиназолина, селек-
тивного агониста 5-НТ1А-, 5-НТ1D-рецепторов и
антагониста 5-НТ2А-серотониновых, а также α1А-
, α1B- и α1D-адренергических рецепторов, с хоро-
шей селективностью к другим GPCR. Продемон-
стрирована высокая степень проникновения со-
единения через ГЭБ. Анксиолитический эффект
наблюдали в моделях “закапывание шариков” и
“темная/светлая камера” в диапазонах доз 8–32 и
16–30 мг/кг. Антифобическая активность была
сопоставима с наблюдаемой для ингибиторов об-
ратного захвата серотонина (пароксетин и флуок-
сетин) и бензодиазепинов (алпразолам, диазепам
и клобазам). На основании анализа экспрессии
c-Fos в головном мозге после перорального вве-
дения ACH-000029 установлено, что эффект со-
единения тесно связан с областями обработки
сигналов окружающей среды и тревожного пове-
дения: миндалиной, паравентрикулярным ядром
  таламуса, паллидумом, ядром ложа терминаль-
ной полоски и голубым пятном. При исследова-
нии безопасности ACH-000029 in vivo в функцио-
нальной наблюдательной батарее (functional ob-
servational battery) до 50 мг/кг и в абстинентном
тесте до 30 мг/кг дважды в день в течение 20 дней
отклонений обнаружено не было [89].

В исследовании Ferreira et al. (2020) показан
антагонизм соединения PAAPMNBA (производ-
ного фенилпропенона) с серотониновыми рецеп-
торами 5-НТ1, 5-НТ2А/2С и 5-НТ3А/3В. Соединение
вводили взрослым особям Danio rerio в дозах 4, 12
и 40 мг/кг внутрибрюшинно, и его анксиолитиче-
ская активность была выявлена в тестах “откры-
тое поле” и “темная/светлая камера”. Соедине-
ние малотоксично, а также уменьшает локомо-
цию D. rerio in vivo [90].

Группой ученых под руководством Faye (2020)
исследован агонист 5-НТ4-подтипа серотонино-
вых рецепторов под шифром RS67333, производ-
ное пиперидина. Его противотревожная актив-
ность выявлена в ряде тестов in vivo в сравнении с
диазепамом. Соединение вводили внутрибрю-
шинно в дозе 1.5 мг/кг либо под медиальную пре-
фронтальную кору мышей в дозе 0.5 мг. Установ-
лено, что активация 5-НТ4 на терминалях аксонов
медиальной префронтальной коры, связанных с
дорсальными ядрами шва, обусловливает развитие
быстрого анксиолитического действия [91].

Kurczab et al. (2018) установлены плейотроп-
ные эффекты агонистов 5-НТ6-серотониновых
рецепторов, соединений (18) и (26), производных
арилгидантоин-1,3,5-триазина – анксиолитиче-
ский, антидепрессивный, метаболический. Так-
же авторами были отмечены и другие активности
для изучаемых субстанций помимо серотонинер-
гической. Соединения, содержащие галогеновые
заместители (9, 10, 16, 17, 23, 24, 30), были опре-
делены как наиболее активные против фермента
MAO-A (IC50 = 6.25–37.24 мкМ). В результате
изучения веществ на моделях in vivo было уста-
новлен пик нейротропного действия соединения
(26) в дозе 3 мг/кг [92]. Интерес исследователей
вызвали соединения (9), (10) и (17), проявляю-
щие умеренную анксиолитическую активность.

Аффинность соединения MF-8, производного
метилгидантоина, изучалась Kucwaj-Brysz еt al.
(2018) [93] in vitro на клеточной линии HEK293,
экспрессирующей 5-HT1A-, 5-HT7B- и D2L-ре-
цепторы. Наибольшее связывание наблюдалось
с 5-НТ7-рецепторами. Результаты исследований
молекулярного моделирования совместно с кри-
сталлографическим анализом обеспечили более
глубокое понимание лиганд-рецепторного взаи-
модействия. Молекулярно-динамическое моде-
лирование подтвердило стабильность комплекса
белок–лиганд. Авторы пришли к выводу о влия-
нии гидантоиновой части молекулы на проявле-
ние ее нейропсихотропных эффектов [94].

Ran et al. (2018) изучали производное пипери-
дина – YL-0919, частичного агониста 5-НТ1А-се-
ротониновых рецепторов и селективного ингиби-
тора обратного захвата серотонина [95]. Экспери-
ментальную часть исследований проводили на
животных моделях тревоги и депрессии. Получе-
ны перспективные данные для дальнейшего изу-
чения нейропсихотропного профиля вещества.
Кроме того, на крысах был проведен дендритный
анализ, и было установлено увеличение под дей-
ствием соединения YL-0919 образования дендри-
тов по длине и числу в области гиппокампа. Та-
ким образом, соединение YL-0919 характеризует-
ся терапевтическим потенциалом в отношении
поведенческих расстройств, связанных с морфо-
логической деструкцией дендритного волокна.

Bhatt et al. (2016) было описано производное
хиноксалина (6n) в качестве потенциального ан-
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тагониста 5-НТ3-рецепторов [96]. Исследования
проводили in vivo на большом количестве нейро-
психотропных тестов per os в объеме 5 мл/кг в те-
чение 14 дней. Соединение проявляло умеренную
активность, сопоставимую с препаратом сравне-
ния пароксетином.

Spasov et al. (2016) описали влияние производ-
ных имидазобензимидазола на 2А-подтип серо-
тониновых рецепторов. Для наиболее активно-
го соединения RU-476 с помощью радиоли-
гандного метода определяли способность
связываться с 5-НТ2А-рецепторами [97, 98]. Авто-
рами было показано наличие нейропсихотроп-
ной активности у производного бензимидазола
RU-476 in vivo при однократном и хроническом
введении на животных поведенческих моделях.
Изучаемое соединение в дозе 0.5 мг/кг статисти-
чески значимо проявляло анксиолитическую ак-
тивность [99].

ИНГИБИТОРЫ МОНОАМИНОКСИДАЗЫ 
(ИМАО)

Моноаминоксидаза (МАО) представляет со-
бой FAD-зависимую аминоксидазу, расположен-
ную на наружной мембране митохондрий голов-
ного мозга, печени, слизистой оболочки кишеч-
ника и некоторых других органов и тканей,
катализирующую окислительное дезаминирова-
ние биогенных аминов в альдегиды с радикаль-
ными и полярными нуклеофильными механиз-
мами и выполняющую существенную физиоло-
гическую роль в центральной нервной системе и
периферических органах. Существуют два изоме-
ра, MAO-A и MAO-B, которые кодируются раз-
личными генами и отличаются чувствительно-
стью к избирательным ингибиторам [100]. MAO-A
предпочтительно катализирует окисление серо-
тонина, норэпинефрина, тирамина и дофамина.
Она играет важную роль в психических расстрой-
ствах, таких как биполярная депрессия и атипич-
ное поведение с повышенным стрессом [101], в то
время как MAO-B селективно катализирует окис-
ление фенилэтиламина и бензиламина, участвует
в нейродегенеративных процессах [102]. Надле-
жащее функционирование синаптических нейро-
передач обусловлено   быстрым разрушением био-
генных аминов, имеющих критически важное
значение для регулирования эмоционального по-
ведения и других функций мозга. Нежелательное
повышение в плазме концентрации МАО-суб-
стратов и продуктов реакций может вызывать се-
рьезные проблемы психического здоровья [103].
В настоящее время существует большое количе-
ство препаратов-ингибиторов моноаминоксида-
зы, среди которых выделяют неселективные
(прониазид, ниаламид, фенелзин, применяемые
при различных панических и депрессивных со-
стояниях, но гепатотоксичные) и селективные
(обратимые ингибиторы МАО-А – моклобемид,
пирлиндол, метралиндол, применяемые при те-

рапии депрессивных и фобических расстройств,
и необратимые ингибиторы МАО-В – селегилин
и разагилин, в основном применяемые в качестве
противопаркинсонических средств, но, согласно
ряду литературных источников, снижающие и
различные тревожно-фобические состояния [104]).

Koc et al. (2014) изучили 28 новых производных
пиразола, среди которых наиболее активными
оказались соединения (9), (10) и (17). Активность
в отношении моноаминоксидаз показана с помо-
щью молекулярного докинга. Были проведены
биохимические исследования по определению
ингибирующей активности МАО-А и МАО-В для
синтезированных соединений с использованием
изоформ МАО печени крыс. Установлено, что со-
единения в основном селективно ингибируют
фермент МАО-А, среди них соединение (9) –
наиболее активно (IC50 = 6.25 мкМ). Отмечено,
что наличие атома галогена (Cl и Br) на фениль-
ном кольце обусловливает лучшую ингибирую-
щую активность МАО-А. Тем не менее, ингиби-
рующее свойство бромидзамещенных соедине-
ний было заметно ниже, чем у хлорзамещенных,
к тому же для соединений с тиокарбамоильными
заместителями также происходило снижение ин-
гибирования активности МАО-А. Авторами была
показана умеренная анксиолитическая и антиде-
прессивная активность соединений (9), (10) и
(17) в тестах in vivo при интраперитонеальном
введении в дозе 100 мг/кг [105].

Соединения PFC-1–PFC-16 – производные
пиразолина, изучаемые Upadhyay et al. [106]. Со-
единения PFC-3 и PFC-12 были выбраны как
наиболее активные среди всех синтезированных
производных. Анализ химической структуры ве-
ществ показал, что замещение хлорбензолсуль-
фонилом в положении N1 благоприятно влияет
на выраженность анксиолитического и антиде-
прессивного действия, замещение 2-гидроксифе-
нилом в 3-й позиции и 4-бензилоксифенилом в
5-м положении пиразолинового ядра играет важ-
ную роль в развитии антидепрессивного эффекта
соединения PFC-3, а присоединение гидрофоб-
ного радикала антрацен-9-ил в третьей позиции и
замещение метилфенилом в 5-м положении уве-
личило анксиолитическую активность соедине-
ния PFC-12. Вещества демонстрировали значи-
тельную противотревожную и антидепрессивную
активность на различных поведенческих моделях
in vivo. Результаты дозозависимых фармакологи-
ческих исследований продемонстрировали, что
синтезированные производные 1,3,5-тризаме-
щенные-2-пиразолины имеют широкий диапа-
зон анксиолитической и антидепрессивной ак-
тивности.

ИНГИБИТОРЫ ТРАНСЛОКАТОРНОГО 
ПРОТЕИНА TSPO

Транслокаторный белок (18 кДа) (TSPO), ра-
нее называемый периферическим бензодиазепи-
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новым рецептором (PBR), в последние годы ак-
тивно изучается в патофизиологии ПТСР, по-
скольку отличается нейростероидным эффектом,
утверждая гипотезу о том, что для селективных
лигандов TSPO свойственен потенциал в лечении
ПТСР-расстройств. Транслокаторный белок рас-
полагается между наружной и внутренней мито-
хондриальными мембранами. Функция данного
белка связана с переносом холестерола и участи-
ем в стероидогенезе, в частности в нейростерои-
догенезе. Есть данные, подтверждающие связь
экспрессии TSPO и психических расстройств
[16]. Стероидные гормоны модулируют экспрес-
сию TSPO и активность их в нейронах. При нев-
ропатологических состояниях (инсульт, болезнь
Альцгеймера, болезнь Паркинсона, болезнь Хан-
тингтона, множественный склероз, боковой
амиотрофический склероз), травмах и воспале-
нии экспрессия TSPO усилена в реактивной мик-
роглие и астроцитах, поэтому лиганды TSPO
обычно рассматривают как чувствительные био-
маркеры визуализации головного мозга для како-
го-либо нейроочага поражения. Лиганды TSPO
характеризуются анксиолитическим и антиде-
прессивным эффектом без очевидных побочных
действий обычных бензодиазепинов. К предста-
вителям данного класса относятся бензодиазепи-
новые соединения, например, Ro5-4864 (4-хло-
родиазепам), применяемый для лечения психо-
подобных нарушений, эффективный также в
отношении патологий, связанных с миелиновой
дегенерацией. Другой лекарственный препарат
из группы ингибиторов транслокаторного проте-
ина TSPO – эмапунил, производное оксопурина.
Благодаря эффективному стимулированию произ-
водства нейростероидов, таких как прегненолон,
эмапунил выступает быстродействующим анксио-
литическим препаратом с менее серьезными побоч-
ными эффектами, чем бензодиазепины [17].

Li et al. изучали соединение ZBD-2 – произ-
водное пурина, лиганд для транслокаторного
протеина, с присущими анксиолитической, ан-
тидепрессивной и анальгизирующей активностя-
ми. Также для субстанции было показано нейро-
протективное действие. Эксперименты in vivo
проводили на доклинических нейропсихотроп-
ных моделях в дозах 0.75–3.0 мг/кг при перораль-
ном введении. Соединение позиционируется как
препарат для лечения послеродовой депрессии
женщин [107].

В ранее проведенных Zhang et al. исследовани-
ях с антагонистом PK11195 была отмечена высо-
кая аффинность к транслокаторному белку со-
единения YL-IPA08, производного пиридина
[108]. Для соединения показано относительно
высокое сродство к TSPO (IC50 = 0.23 нМ). Было
обнаружено, что для YL-IPA08 характерны замет-
ные антидепрессивные и анксиолитические эф-
фекты на нескольких животных моделях при хро-
ническом введении в дозах 3–6 мг/кг, но не вы-
зывает побочных эффектов, обычно связанных с

классическими бензодиазепинами, таких как
миорелаксация и когнитивные расстройства. Ав-
торы позиционируют соединение как перспек-
тивное средство в терапии ПТСР [109].

В НИИ фармакологии им. В.В. Закусова в 2018 г.
изучено производное пирроло[1,2-а]пиразина
под шифром GML-1, лиганда TSPO с анксиоли-
тическим действием, показанным в тесте “при-
поднятый крестообразный лабиринт” на крысах в
дозе 1 мг/кг. Установлено, что величина анксио-
литического эффекта GML-1 не коррелирует с
его концентрацией в плазме крови [110, 111].

ГЛУТАМАТНЫЕ РЕЦЕПТОРЫ
Глутаминовая кислота – нейромедиаторная

аминокислота, одна из важных представителей
класса “возбуждающих аминокислот” [112]. Свя-
зывание глутамата со специфическими рецепто-
рами нейронов приводит к возбуждению послед-
них. Для нормального функционирования необ-
ходимо правильное соотношение активностей
тормозящей ГАМКергической и возбуждающей
глутаматергической систем. Гиперактивация глу-
таматергической системы может приводить к тре-
вожным расстройствам, поэтому остается акту-
альным поиск новых веществ, влияющих на
ионотропные и метаботропные глутаматные ре-
цепторы. Отрицательные аллостерические моду-
ляторы (ОАМ) метаботропного глутаматного ре-
цептора 5 (mGluR5) выступают кандидатами в ле-
карственные средства для лечения ряда
психических заболеваний, включая тревогу и де-
прессию [113]. Метаботропные глутаматные ре-
цепторы (mGluRs) составляют класс C рецепто-
ров, связанных с G-белком (GPCR), и выполня-
ют ключевую роль в глутаматергической
сигнализации. Этот класс (GPCRs) состоит из
трех подклассов, включая группы I (mGluR1 и
mGluR5), II (mGluR2 и mGluR3) и III (mGluR4,
mGluR6, mGluR7 и mGluR8) [114]. Группа I
mGluRs соединена с Gq и расположена главным
образом постсинаптически, их активация увели-
чивает NMDA-рецепторную активность и возбу-
димость нейронов. Ингибирование mGluR5, в ос-
новном экспрессирующегося в полосатом теле,
гиппокампе, амигдале и лобной коре головного
мозга, – перспективный метод лечения ряда пси-
хических заболеваний, в том числе тревожных и
депрессивных расстройств [115]. В связи с кос-
венным усилением активности NMDA, активато-
ры mGluR5 могут быть эффективными при пси-
хических расстройствах, фобиях, наркомании,
шизофрении и когнитивных нарушениях. По-
скольку сайт ортостерического глутамата – высо-
коконсервативный для всех mGluRs, большин-
ство программ обнаружения направлено на алло-
стерические модуляторы, которые селективны не
только между подклассами, но и внутри подклас-
сов [116]. Для mGluR выделяют хемотипы отри-
цательных и положительных аллостерических
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модуляторов (ОАМ и ПАМ). Ранее изученные
ОАМ mGluR5 представляют собой с химической
точки зрения стержнеобразные соединения, в ко-
торых концевые кольца обычно соединялись аце-
тиленовой группой.

В работе Galambos et al. описан пошаговый
синтез группы производных 4-фенил-3-арил-
сульфохинолинов, основными этапами которого
стали стабилизация и оптимизация хинолиновых
ядер путем введения фторированных и хлорпро-
изводных заместителей в положение 1 и метокси-
групп в положениях 3 и 4. Авторы приводят рас-
четы докинга, показавшие, что вещество-лидер –
соединение (25) – отличается высоким сродством
к аллостерическому сайту связывания нативных
рецепторов (крысы и человека), а также рекомби-
нантных рецепторов человека mGluR5 и проявля-
ет более чем 50-кратную селективность по срав-
нению с нативными рецепторами mGluR1. В анк-
сиолитических моделях in vivo соединение (25)
было исследовано в диапазоне доз 0.5−10.0 мг/кг
при пероральном способе введения. Показано,
что соединение (25) обладает антифобическим
действием даже в высоких концентрациях и не
оказывает побочных эффектов. Также противо-
тревожная активность соединения (25) была про-
демонстрирована в тесте ультразвуковой вокали-
зации и контекстуальном тесте страха (fear condi-
tioning). В тесте ультразвуковой вокализации
соединение (25) значительно и дозозависимо
снижало ультразвуковую вокализацию, а в кон-
текстуальном тесте страха – значительно и дозо-
зависимо уменьшало число замираний исследуе-
мых животных [117].

Reis et al. (2017) описано производное хиноли-
на 4-PSQ. Авторами делается предположение о
вовлеченности глутаматергической системы в ре-
ализацию транквилизирующего эффекта, по-
скольку соединение 4-PSQ ингибирует захват
[Н3]-глутамата [118]. Кроме того, были проведены
дополнительные исследования, подтверждаю-
щие вовлеченность глутамата в анксиолитиче-
ский эффект вещества на каинатовой модели,
оценена эффективность ингибирования соедине-
нием 4-PSQ каинат-индуцированного тревожно-
го поведения. Авторы сообщают о снижении про-
явления страха у исследуемых животных. Анк-
сиолитическая активность in vivo была доказана
на нескольких моделях в дозировках 5–50 мг/кг
при пероральном введении.

ОПИОИДНЫЕ РЕЦЕПТОРЫ
Κ-, μ- и δ-опиоидные рецепторы, принадле-

жащие к подсемейству родопсинов семейства
G-связанных рецепторов (GPCR), широко рас-
пространены во всей центральной и перифериче-
ской нервной системе [20]. Помимо модуляции
боли и зависимости, эти опиоидные рецепторы и
их эндогенные опиоидные пептиды также вовле-
чены в регулирование эмоциональных состояний

[119]. По результатам проведенных исследований
с использованием агонистов δ-рецепторов пока-
зано, что активация δ-рецептора приводит к воз-
никновению анксиолитического и антидепрес-
сивного эффектов [120]. Роль μ-рецептора в гене-
рации настроения, по ряду литературных
источников неоднозначна, поскольку при фар-
макологической блокаде μ-рецептора наблюдает-
ся депрессивное поведение у грызунов, тогда как
у мышей с μ-рецепторным нокаутом проявляют-
ся антидепрессивные и анксиолитические эф-
фекты. Также κ-рецептор и эндогенный лиганд
динорфин участвуют в регуляции эмоций [121].
Было показано, что κ-рецептор индуцирует анк-
сиогенные, анксиолитические, депрессивные и
антидепрессивные эффекты у разных животных в
поведенческих моделях, тогда как антагонисты κ-
рецепторов оказывают последовательные анк-
сиолитические и антидепрессивные эффекты
[122]. К тому же, по некоторым данным, была
продемонстрирована перспективность комбина-
ции κ/μ-опиоидов для регулирования эмоций и
лечения наркотической зависимости [123].

Wang et al. была изучена анксиолитическая
и антидепрессивная активность соединения
ATPM-ET – производного тиазола (3-N-этил-
аминотиазоло[5,4-b]-N-циклопропилметилмор-
финана гидрохлорид). Авторами была доказана
анксиолитическая и антидепрессивная актив-
ность соединения ATPM-ET на моделях in vivo
после подкожного введения субстанции в дозах
1 и 2 мг/кг. При совместном введении с κ-антаго-
нистом nor-BNI наблюдалось снижение анксио-
литического эффекта вещества, что может свиде-
тельствовать о κ-рецепторном механизме дей-
ствия [124]. Проведено исследование в тесте
отвращения с бупренорфином, антагонистом κ- и
частичным агонистом μ-рецепторов, чтобы опре-
делить влияние ATPM-ET в эмоциональных реак-
циях. Показано, что ATPM-ET (2 мг/кг) не инду-
цирует негативных эмоций у мышей, соединение
рассматривается как антагонист κ-рецепторов и
частичный агонист μ-опиоидных рецепторов.

В работе Yamada et al. было изучено соедине-
ние KNT-127 – производное нафтоакридина.
В результате исследования взаимодействия веще-
ства с антагонистом d-опиоидного рецептора
(DOP) налтриндола авторы сделали предположе-
ние об агонистическом действии KNT-127 на
DOP. В тестах in vivo вещество вводили мышам
подкожно в диапазоне доз 1, 3 и 10 мг/кг. Автора-
ми подчеркнуты выраженные анксиолитические
свойства KNT-127 в дозе 10 мг/кг, при этом эф-
фекты изучаемого вещества были сходны с диазе-
памом, а побочных эффектов бензодиазепиновых
анксиолитиков (седация, миорелаксация) не на-
блюдалось [125].

Серия производных 5'-4-алкил/арил-1Н-1,2,3-
триазола с агонистическим μ-рецепторным про-
филем представлена в статье Montes et al. (2017).
Эти соединения – продукты синтеза двух приви-
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легированных структур – триазола, оказывающе-
го общеседативное действие на ЦНС (снижение
тревоги, депрессии и т.д.), и изатинового скаф-
фолда, применяемого при нарушениях сна. По
результатам тестов in vivo при введении мышам
наиболее активного соединения PILAB 8
(25 мкМ/кг, интраперитонеально) наблюдался
достоверный анксиолитический эффект, превы-
шающий эффект препарата сравнения мидазола-
ма. Также был изучен механизм действия PILAB 8
посредством совместного введения с неспецифи-
ческим антагонистом опиоидных рецепторов на-
локсоном в одном из тестов, а также с μ-антагони-
стом CTOP – в другом. Показано, что налоксон
блокировал анксиолитический эффект изучаемо-
го вещества, а СТОР снижал продолжительность
сна (hypnosis following) [126].

ИНГИБИТОРЫ TRPC4 И TRPC5

Ионные каналы транзиторного рецепторного
потенциала (transient receptor potential channels) в
большом количестве присутствуют в головном
мозге, особенно в коре и миндалине, где они ре-
гулируют передачу сенсорных сигналов. По ряду
литературных источников, роль TRPC4 и TRPC5
связана с поведенческими изменениями и чув-
ством страха [21, 127]. Стимуляция Gαq-G-белко-
вых рецепторов (GPCRs) индуцирует TRPC4 и
TRPC5 в гетерологичных экспрессионных систе-
мах, что считается физиологически значимым
фактором для активации каналов, т.к. стимуля-
ция Gαq-связанных GPCRs-рецепторов коррели-
рует с атипичным и тревожным поведением [128].
Комбинированным GPCR Gαi/o также свойствен-
на способность к активации TRPC4, возможно,
даже более выраженная, чем у Gαq [129]. Таким
образом, эти каналы выступают преобразовате-
лями еще более широкого спектра сигналов.
К тому же, согласно данным литературы, делеция
TRPC4 или TRPC5 снижает тревожное поведение
у лабораторных животных.

Just et al. изучали производное пурина –
HC-070 – ингибитор рекомбинантных гомо-
мультимеров TRPC4 и TRPC5 в гетерологичных
экспрессионных системах с наномолярной ак-
тивностью, механизм действия которого был до-
казан электрофизиологическими и флуоримет-
рическими методами. HC-070 ингибирует гетеро-
мультимеры TRPC1/5 и TRPC1/4 с аналогичной
эффективностью и уменьшает ответы, вызывае-
мые тетрапептидом холецистокинина (CCK-4) в
миндалине. По результатам исследований HC-070
(1–3 мг/кг, per os) in vivo авторы делают заключе-
ние о снижении тревожного поведения без влия-
ния на локомоторную активность в сравнении с
диазепамом (1.5 мг/кг), а также о наличии анти-
депрессивной активности [21].

Yang et al. (2015) исследовали соединение
M084 – производное бензимидазола, потенци-

альный ингибитор TRPC4 и TRPC5. В тестах in vivo
(2–40 мг/кг, интраперитонеально) оно оказывало
анксиолитический и антидепрессивный эффект,
считается перспективным для дальнейшего изу-
чения психотропной активности [128].

ГИСТАМИНОВЫЕ РЕЦЕПТОРЫ, 
ИНГИБИТОРЫ ФОСФОДИЭСТЕРАЗЫ IX, 

ИОННЫЕ КАНАЛЫ И НЕКОТОРЫЕ 
ДРУГИЕ МИШЕНИ

На сегодняшний день известно множество
нейропсихотропных мишеней, воздействуя на
которые агонистически или антагонистически,
можно влиять на тревожно-фобическое состоя-
ние человека [9], однако с каждым годом исследу-
ются и новые механизмы – потенциальные по-
средники коррекции эмоционального состояния
человека. Например, с момента открытия цен-
тральных гистаминовых Н3-рецепторов накапли-
вается все больше доказательств, подтверждаю-
щих их роль в функционировании ЦНС, а имен-
но в познании, эмоциональном статусе, при
стрессе [24, 25, 129]. Гистаминовые рецепторы
ЦНС вовлечены в патогенез тревожности и де-
прессии, в литературных источниках встречаются
данные многочисленных исследований, указыва-
ющие на функциональную связь между тревож-
ностью и гистаминергической нейромедиацией
на классических анксиолитических моделях in vivo
(Н1-антагонист хлорфенамин снижал тревож-
ность у крыс) [130]. В литературных данных содер-
жится информация об анксиолитической активно-
сти соединений, опосредованной, например, инги-
бированием потенциал-зависимых натриевых
каналов. Приведенные системы – далеко не пол-
ный перечень целевых мишеней в терапии тре-
вожных расстройств.

Соединение ST-1283, изученное Sadek et al. –
производное пиридина – рассматривается в каче-
стве антагониста Н3-гистаминового рецептора.
В экспериментах in vivo авторами была доказана
его анксиолитическая и антидепрессивная актив-
ность (7.5 мг/кг, интраперитонеально). Показа-
но, что вещество не влияет на локомоторную ак-
тивность исследуемых животных [131].

Pastore et al. (2017) изучали фармакологиче-
скую активность соединений N-пропил-2,2-ди-
фенил-2-гидроксиацетамидов, среди которых
было выбрано соединение (5), изученное на пред-
мет нейропсихотропной активности. Посред-
ством электрофизиологических и радиолиганд-
ных исследований было выяснено, что механизм
анксиолитического действия соединения (5) не
связан с ГАМК- или 5-НТ-рецепторами. Автора-
ми была выдвинута гипотеза об ингибировании
веществом потенциал-зависимых натриевых ка-
налов. Для подтверждения своей теории авторы
использовали культуру клеток НЕК293 с приме-
нением методики “patch-clamp”. При изучении
фармакологической активности in vivo при введе-
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нии соединения (5) (10 мг/кг, интраперитонеаль-
но) было выявлено выраженное антифобическое
и антидепрессивное действие без изменения ло-
комоторной активности экспериментальных мы-
шей [132].

В работе Huang et al. (2018) описан новый ин-
гибитор фосфодиэстеразы 9-го типа, производ-
ное пиримидина WYQ-C36D, проявивший in vivo
антидепрессивный, анксиолитический, позитив-
ный мнестический эффекты в дозах 0.1, 0.5 и
1.0 мг/кг. На клеточной линии HT-22 соединение
оказывало протективный эффект в условиях ци-
тотоксичности, индуцированной кортикостеро-
ном [133].

Zhu et al. (2020) изучали влияние малой моле-
кулы Zlc-002 на связывание nNOS-CAPON. Ра-
нее было показано, что при взаимодействии
nNOS-CAPON в гиппокампе наблюдается анк-
сиогенный эффект, в то время как ингибирова-
ние этого взаимодействия приводит к анксиолизи-
су [134]. При внутрибрюшинном введении Zlc-002 в
дозах 40 и 80 мг/кг на протяжении 14 дней наблю-
далось противотревожное действие соединения в
условиях тестов “открытое поле”, “приподнятый
крестообразный лабиринт”, “питание в новой
обстановке” и “темная/светлая камера”. Внутри-
венное введение вещества в течение 7 дней также
приводило к развитию противотревожного эф-
фекта, однако соединение оказалось неактивным
при введении per os [134].

В работе Spasov et al. (2020) исследованы две
группы бензимидазол-содержащих структур, а
именно 11-бифенилметилзамещенные 11Н-
[1,3]диазепино[1,2-a]бензимидазолы под шифрами
BIF, а также функционально-замещенные по ал-
кильной группе 2-алкилтиобензимидазолы (AZH).
Среди изученных соединений наиболее активными
в анксиолитическом аспекте стали соединение
BIF-66, содержащее карбоксильную группу в би-
фенильном фрагменте, и соединение AZH-57 с
морфоэтильным радикалом в качестве S-заме-
стителя. По результатам тестов in vivo “приподня-
тый крестообразный лабиринт” и “открытое по-
ле” с препаратами сравнения – диазепамом
(1 мг/кг) и афобазолом (5 мг/кг) – для соедине-
ний ряда BIF и AZH показана выраженная проти-
вотревожная активность. Хотя механизмы дей-
ствия описанных веществ находятся в процессе
исследования, можно предположить тропность
соединений AZH к σ-рецепторам на основании
единства меркаптобензимидазольной структуры
AZH и фабомотизола [135].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На сегодняшний день существует широкий

ряд мишеней, воздействие на которые способ-
ствует коррекции поведенческих нарушений тре-
вожно-депрессивного генеза. Сохраняется интерес
к изучению модуляторов основного тормозного ме-
ханизма ЦНС, опосредованного ГАМК-рецептор-

ным комплексом: для 12 из более чем 50 описанных
соединений характерен ГАМКергический меха-
низм действия. В то же время активно разрабаты-
ваются препараты серотонинового пути с поли-
модальным влиянием на широкий спектр подти-
пов 5-НТ-рецепторов – от 1А до 7, сочетающие
серотониновый эффект с дофамин-, гистамин- и ад-
ренергическими эффектами. Стоит отметить тен-
денцию к расширению роли опиоидных рецепто-
ров, ингибиторов TSPO, TRPC и МАО, а также
антиглутаматергических соединений в фармако-
логической коррекции психоневрологических
нарушений. Большое внимание уделяется син-
тезу полициклических структур и их последующей
оптимизации, созданию новых препаратов на основе
известных привилегированных структур, а также
комбинированию химических скаффолдов. Отдель-
ные направления современного поиска транквили-
зирующих средств посвящены малым молекулам.

Таким образом, пул новых анксиолитиков, на-
ходящихся на доклиническом этапе исследова-
ния, в настоящее время достаточно широк. Среди
них можно выделить перспективные молекулы,
представляющие научный интерес для дальней-
шего изучения и разработки на их основе новых
препаратов для лечения тревожных расстройств.
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This article presents a review of studies of new pharmacological substances in the aspect of their anxiolytic
activity. These substances are derivatives of various chemical classes. The variety of synthesized substances
described in this article is a combination of the most interesting and promising projects at the moment. According
to the current trend, a further detailed preclinical study of chemical compounds with a multitarget mechanism of
action is an extremely relevant issue for researchers in the areas of pharmacology and medicine.
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Фосфолипазы – ферменты, катализирующие гидролитическое расщепление связей в фосфолипи-
дах, обнаружены почти у всех организмов. Наибольший интерес вызывают фосфолипазы микроб-
ного происхождения. Популярность бактериальных ферментов обусловлена их огромным разнооб-
разием и технологическими свойствами: высокой удельной активностью, термостабильностью,
широкой субстратной специфичностью. Получение рекомбинантных бактериальных фосфолипаз
и их совершенствование остаются актуальными задачами, для решения которых необходимы углуб-
ление и систематизация знаний о ферментах данной группы. В настоящем обзоре описаны свой-
ства, структура и механизм действия бактериальных фосфолипаз C, которые получили широкое
применение в различных областях практической деятельности человека: научных исследованиях,
медицине, пищевой, химической промышленности и др.

Ключевые слова: фосфолипиды, фосфолипаза, ацилгидролаза, фосфодиэстераза, бактериальные фер-
менты, Bacillus, промышленные ферменты
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ВВЕДЕНИЕ
Фосфолипазы (PL) (КФ 3.1.1, 3.1.4) – фермен-

ты, осуществляющие гидролиз различных связей
в фосфолипидах (рис. 1) и которые наряду с гли-
колипидами и холестерином относятся к основ-
ным компонентам биологических мембран.
Действуя на поверхности раздела “липид–во-
да”, фосфолипазы выступают биокатализаторами
межфазного катализа [1, 2]. Данные ферменты ши-
роко распространены в природе и выполняют раз-
нообразные функции: участвуют в поддержании
липидного состава мембран, играют существенную
роль в развитии воспалительного процесса, запус-
кая синтез медиаторов воспаления, принимают
участие в работе инозитолфосфатной системы,
обеспечивающей трансмембранную передачу гор-
мональных сигналов, выступают активными ком-
понентами змеиного яда гемолитического дей-
ствия и др. [3, 4].

В зависимости от сайта расщепления связи в
молекуле фосфолипида выделяют четыре основ-

ных семейства фосфолипаз: A, B, C и D (рис. 2)
[5]. Фосфолипазы типов А и В – ацилгидролазы,
типов C и D – фосфодиэстеразы. Фосфолипазы
A1 (PLA1) и A2 (PLA2) гидролизуют SN-1 или
SN-2 ацильную цепь с высвобождением свобод-
ной жирной кислоты и 1- или 2-ацил-лизофос-
фолипида соответственно. В случае отщепления
обеих жирных кислот говорят о фосфолипазе ти-
па B (PLB).

Фосфолипаза C (PLC) расщепляет глицеро-
фосфатную связь с образованием диацилглице-
рола и фосфат-содержащей полярной группы, а
фосфолипаза D (PLD) гидролизует связь между
фосфатной и спиртовой группами, при этом вы-
свобождаются фосфатидная кислота и спирт.

В зависимости от молекулярной массы, кле-
точной локализации, способа регуляции и суб-
стратной специфичности выделяют несколько
изоформ для каждого типа фосфолипаз [3, 4, 6].
Например, в клетках человека идентифицирова-
ны 10 изоформ фосфолипазы C, а у вирусов, бак-
терий, дрожжей, слизевиков, растений и млеко-
питающих обнаружены различные изоформы
фосфолипазы D [7].

Сокращения: PL – фосфолипаза; PLA1 – фосфолипаза A1;
PLA2 – фосфолипаза A2; PLB – фосфолипаза B; PLC –
фосфолипаза C; PLD – фосфолипаза D.

# Автор для связи: (тел.: +7 (913) 218-47-06; эл. почта:
varvara.chirkova@gmail.com).
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БАКТЕРИАЛЬНЫЕ ФОСФОЛИПАЗЫ

Большое разнообразие фосфолипаз продуци-
руется патогенными и непатогенными бактерия-
ми. Некоторые из бактериальных фосфолипаз
проявляют свойства токсинов, другие, не будучи
токсинами, играют важную роль в патогенезе за-
болеваний. Токсический эффект фосфолипаз
проявляется как непосредственно в лизисе, так и
в изменении метаболизма клеток хозяина. На-
капливающиеся продукты их катализа – лизо-
фосфолипиды – обладают сильными поверх-
ностно-активными свойствами, что приводит к
разрушению липопротеиновых структур клетки и
активации гидролаз, ответственных за автолити-
ческий распад клеточных полимеров [8, 9].

У микроорганизмов обнаружены все типы
фосфолипаз, различающиеся по положению гид-
ролизуемой связи. Фосфолипаза A1 (КФ 3.1.1.32),
отщепляющая SN-1 ацильную цепь, обладает
широкой субстратной специфичностью, кофак-
тором выступает Ca2+ [10]. PLA1 обнаружена у
бактерий Serratia spp., Yersinia enterocolitica, Strep-
tomyces alboflavus, Escherichia coli, Bacillus subtilis,

B. megaterium, Mycobacterium phlei [11, 12]. Фосфо-
липаза A1 грамотрицательных бактерий выступа-
ет одним из факторов вирулентности, что вызывает
повышенный интерес к изучению этой фосфолипа-
зы. Она усиливает гемолитические свойства клеток
бактерий и повышает их инвазивность [13].

Фосфолипаза A2 (КФ 3.1.1.4), отщепляющая
SN-2 ацильную цепь, действует на фосфатидил-
этаноламин, холинплазмалоген и фосфатиды.
Кофактором также выступает Ca2+ [14]. PLA2 об-
наружена у бактерий E. coli, Streptomyces coelicolor,
St. violaceoruber, Helicobacter pylori [15], Yersinia en-
terocolitica [16]. У клеток E. coli фосфолипаза A2
увеличивает уровень лизофосфолипидов и жир-
ных кислот в мембране, повышая ее проницае-
мость и участвуя таким образом в выбросе токси-
на бактериоцина из клетки.

Фосфолипазу B (L) (КФ 3.1.1.5) также называ-
ют лизофосфолипаза. Фермент действует на ли-
золецитин (лизофосфатидилхолин), образую-
щийся в результате действия фосфолипазы А1 на
лецитин (фосфатидилхолин) [17]. PLB обладает
активностями фосфолипаз А1 и А2 – отщепляет
обе SN-1 и SN-2 ацильные цепи фосфолипида.
Фосфолипаза B не имеет кофактора. Ингибито-
рами для некоторых PLB служат диизопропил-
фторфосфат и п-хлормеркурбензойная кислота,
для всех без исключения – поверхностно-актив-
ные вещества. Фосфолипаза B обнаружена у Pseu-
domonas fluorescens, Bacillus subtilis, Streptomyces sp.,
Mycoplasma laidlawii, M. phlei, Serratia plymuthica,
Dictyostelium discoideum [18–20].

Фосфолипаза C (КФ 3.1.4.3) гидролизует гли-
церофосфатную связь, что приводит к образова-
нию диацилглицерола и фосфат-содержащей по-
лярной группы. PLC – ключевой фермент мета-
болизма фосфатидилинозитола и липидных
сигнальных путей. Она гидролизует фосфатиди-
линозитол на два вторичных медиатора – инози-

Рис. 1. Общее строение фосфолипидов: заместители
R1 и R2 – остатки жирных кислот, X – головная груп-
па: холин, этаноламин, глицерол, инозитол или серин.
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Рис. 2. Реакции, катализируемые фосфолипазами: ЖК – жирная кислота, ФК – фосфатидная кислота, ДАГ – диацил-
глицерол, X – головная группа, P-X – фосфорилированная головная группа [5].
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толтрифосфат и диацилглицерол, которые, во-
влекаясь в сигнальные пути, активируют кальци-
евые каналы эндоплазматического ретикулума и
протеинкиназу С соответственно. Кофактором
данного фермента выступает Zn2+ [21]. Фосфоли-
паза С обнаружена у Listeria monocytogenes, Clos-
tridium perfringens, Bacillus cereus, B. mycoides, B. аn-
thracis, Pseudomonas aeruginosa, P. cepacia, P. fluo-
rescens, Burkholderia pseudomallei, Legionella
pneumophila, Acinetobacter calcoaceticus, Staphylococ-
cus aureus [22, 23]. Активность PLC зависит не
только от состава фосфолипидов клеточных мем-
бран, но и от компонентов среды, например, сни-
жение активности фосфолипазы С микроорга-
низмов Clostridium perfringens и Bacillus cereus на-
блюдается под действием фосфат- и глицерол-
содержащих соединений, возможно, за счет их
конкуренции с субстратом за соответствующие
центры связывания с ферментом [2, 24–26].

Фосфолипаза D (КФ 3.1.4.4) гидролизует связь
между фосфатной и спиртовой группами фосфа-
тидилхолина, при этом высвобождаются фосфа-
тидная кислота и растворимый холин [27]. Акти-
ваторы PLD – анионные поверхностно-активные
вещества, а ингибиторы – катионные. Фосфоли-
паза D обнаружена у Acinetobacter baumanii, E. coli,
Neisseria gonorrhoeae, Yersinia pestis, Chlamydia tra-
chomatis, Pseudomonas aeruginosa, Streptomyces sp.
PMF, Rickettsiа conorii, R. рrowazekii [28].

ФОСФОЛИПАЗА С БАКТЕРИЙ РОДА 
Bacillus: СТРУКТУРА, СВОЙСТВА, 

МЕХАНИЗМЫ ДЕЙСТВИЯ

Фосфолипаза С, катализирующая стереоспе-
цифический гидролиз фосфолипидов, обнаруже-
на у широкого спектра грамположительных и не-
которых грамотрицательных бактерий. Бактери-
альные фосфолипазы С, представляющие собой
мономерные белки с типичными сигнальными
последовательностями в структуре и секретирую-
щиеся во внеклеточное пространство [6], по схо-

жести структур принято разделять на несколько
групп (табл. 1).

Гены, кодирующие α-токсин Clostridium per-
fringens, PLC Bacillus cereus, PLC из Clostridium bi-
fermentans и Listeria monocytogenes, были секвени-
рованы. Для них показана высокая степень гомо-
логии – общие ~250 первых аминокислот.
У α-токсина Clostridium perfringens, в отличие от
других фосфолипаз грамположительных бакте-
рий, имеется 120 дополнительных аминокислот-
ных остатков на C-конце. PLC со специфично-
стью к фосфатидилхолину (PC-PLC) B. thuringien-
sis и B. cereus, входящие в одну группу, имеют
высокую степень гомологии.

Наиболее изучены структура и свойства PC-
PLC Bacillus cereus. В результате обширных иссле-
дований этот белок получил статус прототипа
фосфолипазы С [29]. Фермент – небольшой белок
(28 кДа), довольно устойчивый к воздействию дена-
турирующих агентов: мочевине, додецилсульфату
натрия и температуре (в присутствии 1 мМ Zn2+)
[30]. Благодаря стабилизирующим ионам цинка,
белок обладает способностью выдерживать нагрев
до 100°C в течение коротких периодов времени [31].
Оптимум действия фермента наблюдается при
температуре 50°С и рН 8–10. Фосфолипаза C об-
ладает высокой стабильностью, а также толерант-
ностью к замене ионов Zn2+ на другие двухва-
лентные катионы с сохранением (Co2+, Ni2+,
Mg2+, Ca2+, Ba2+) либо увеличением (Mn2+) актив-
ности фермента [31, 32].

Фермент представляет собой единственную
полипептидную цепь, свернутую в виде семи спи-
ралей, образующих скрученную структуру
(рис. 3а). PLC Bacillus spp. синтезируется с сиг-
нальной последовательностью на N-конце
(24 а.о.), секретируется во внеклеточное про-
странство в форме пропептида. Активная форма
фермента (245 а.о.) образуется при отщеплении
14 N-концевых аминокислотных остатков кле-
точными протеазами (рис. 3б) [33–35].

Таблица 1. Группы бактериальных фосфолипаз по схожести структур

Источник фосфолипаз Группа Микроорганизмы

Грамположительные бактерии Zn-зависимые металлофосфолипазы C
(α-токсин, BC-PLC)

Clostridium perfringens
Bacillus cereus

Сфингомиелиназы Bacillus cereus
Staphylococcus aureus

Фосфолипазы С,
гидролизующие фосфатидилинозитол 
(PLC-A)

Bacillus cereus
Bacillus thuringiensis
Listeria monocytogenes

Грамотрицательные бактерии Фосфолипазы С Pseudomonas sp.
(PLC-H и PLC-N)

Pseudomonas aeruginosa

Фосфолипазы С Legionella sp. Legionella sp.
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В активном центре расположены три иона
Zn2+, один из которых слабо связан. Ионы Zn2+

поддерживают конформационную стабильность
фермента и участвуют в связывании субстрата не-
зависимо от его количества [36]. Определены
9 а.о., участвующих в связывании ионов: 5 His,
2 Asp, 1 Glu и 1 Trp. Считается, что первая амино-
кислота (Trp) в зрелом пептиде – незаменима для
ферментативной активности, поскольку она спо-
собствует координации с основными ионами
цинка. Ионы связываются с аминокислотными
остатками из разных спиралей и, следовательно,
стабилизируют конформацию молекулы.

PLC бактерий рода Bacillus обладает широкой
субстратной специфичностью – распознает раз-
ные фосфолипидные субстраты, которые отлича-
ются только структурой головной группы: фосфати-
дилхолин, фосфатидилэтаноламин, фосфатидили-
нозитол, фосфатидилглицерол, фосфатидилсерин
(рис. 4) [37–39]. Фосфатидилхолин с шестью атома-
ми углерода в каждой из ацильных боковых цепей
подвергается воздействию фермента с большей
каталитической эффективностью, чем субстрат,
содержащий С2–С4 жирные кислоты [40, 41].
Пространственная ориентация боковых цепей
глицерола на фосфатидилхолине, по-видимому, –
важный фактор, способствующий связыванию и
катализу [42].

Эукариотические и бактериальные фосфоли-
пазы имеют общий механизм реакции – “пинг-
понг” с промежуточным звеном, в ходе которого
субстратная фосфатная группа ковалентно свя-
зывается с нуклеофильным аминокислотным
остатком из активного центра [23]. Остатки ами-
нокислот, составляющие активный сайт (Glu4,
Tyr56 и Phe66), образуют каркас для связывания с
основанием субстрата [43]. Карбоксильная груп-
па Glu4 взаимодействует с атомом азота в голов-

ной группе холина с помощью полярной или ион-
ной связи, а Phe66 – через катион-π-взаимодей-
ствие [44, 45]. Предполагается, что Tyr56 может
стабилизировать положительный заряд на инги-
биторе или субстрате и, по-видимому, определяет
специфичность фермента [46].

В отношении молекулярного механизма дей-
ствия PLC B. cereus существуют две точки зрения.
Согласно первой, Asp55 играет роль основания,
которое атакует нуклеофильную молекулу воды
посредством депротонирования; вода, в свою
очередь, запускает атаку на фосфор фосфолипида
(рис. 5a) [38, 41].

Согласно второй точке зрения, Zn1 и Zn3 ини-
циируют нуклеофильную атаку на фосфор, в то
время как Zn2 активирует молекулу воды для про-
тонирования уходящей группы (рис. 5б) [47, 48].

ПОЛУЧЕНИЕ БАКТЕРИАЛЬНЫХ 
ФОСФОЛИПАЗ С

В качестве источников получения ферментов
могут выступать растения, животные и микроор-
ганизмы. Но выделять ферменты из раститель-
ных или животных источников экономически и
технологически менее выгодно, чем получать их с
помощью микроорганизмов. Использование
E. coli позволяет нарабатывать большое количе-
ство неактивной формы данного фермента в
тельцах включения. Для получения активного
фермента дополнительно осуществляют стадии
разрушения клеток, очистки, рефолдинга и акти-
вации белка, что повышает стоимость конечного
продукта [49].

Первая попытка внеклеточного синтеза PLC
была проведена с использованием системы Pichia
pastoris. N-Конец фермента объединяли с сиг-
нальным пептидом α-фактора из Saccharomyces

Рис. 3. Модель третичной (а) и вторичной (б) структуры фосфатидил-специфичной фосфолипазы С B. cereus (PDB:
1AH7) [33–35].
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cerevisiae для секреции и His6-тегом, с дальней-
шей очисткой после отщепления сигнального
пептида [50]. Однако культивирование этого про-
дуцента требует присутствия метанола в качестве
индуктора и дорогих сред, что делает его исполь-
зование невыгодным. Ферментативная актив-
ность PLC зависит от цинка, однако активность
роста P. pastoris ингибируется избытком Zn2+

(5 мМ). Учитывая это, а также длительность куль-
тивирования P. pastoris (несколько суток), для по-
лучения PLC в промышленных масштабах пред-
принимаются попытки использовать экспресси-
онную систему B. subtilis. Как правило, для
секреции применяется сигнальная последова-
тельность α-амилазы amyE B. subtilis [51].

ПРАКТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ 
ФОСФОЛИПАЗ С

Бактериальные фосфолипазы С используются
для исследования механизмов активации арахи-
доновой кислоты и протеинкиназы С в клетках
млекопитающих. Кроме того, они могут высту-
пать в качестве реагентов для изучения структуры
клеточных мембран, например, мембран эритро-
цитов [52, 53]. В отличие от многих бактериаль-
ных токсинов, для PLC не требуется интернали-
зация белка, что привлекло внимание ученых к
исследованию возможности применения фер-
мента для доставки лекарственных средств. PLC,

связанная с подходящим антителом, может со-
ставлять основу активного цитотоксического
агента. На сегодняшний день фосфолипаза С
считается одним из ключевых ферментов систе-
мы доставки лекарств по пути эндоцитоза, по-

Рис. 4. Спектр субстратов для фосфолипазы C B. cereus: (a) – общее строение фосфолипида; (б) – головная группа [37].
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скольку может катализировать мембранное слия-
ние между клеточными мембранами и фосфоли-
пидами средств доставки – липосом [54].

PLC имеет терапевтический потенциал при
тромбогеморрагическом синдроме, т.к. способна
инактивировать тромбопластин, запускающий
процесс свертывания крови [31]. Гемолитическая
фосфолипаза С (α-токсин) Clostridium perfringens
играет основную роль в патогенезе газовой ган-
грены, в связи с чем выступает перспективным
компонентом вакцины против данного заболева-
ния [23].

В пищевой промышленности фосфолипаза C
используется для рафинирования масел: соевого,
пальмового, подсолнечного, рапсового и др. Не-
очищенное растительное масло состоит преиму-
щественно из триглицеридов, но может содер-
жать до 3% фосфолипидов, которые вызывают
потемнение масла и изменение вкуса при хране-
нии [55]. Для удаления фосфолипидов при рафи-
нировании используют фосфолипазы. Участие
PLС в процессе рафинирования не приводит к
образованию свободных жирных кислот, которые
необходимо удалять. Это позволяет сократить по-
тери сырья, поэтому использование PLC предпо-
чтительнее, чем PLА. В настоящее время для про-
изводства рафинированного растительного масла
предложен препарат PLC из B. anthracis (Puri-
fine™, Verenium) [56]. PLC из B. cereus – опти-
мальный фермент для использования в промыш-
ленном рафинировании растительных масел. Он
обладает высокой удельной активностью, наибо-
лее подходящим спектром субстратной специ-
фичности и термостабильностью [5].

Фосфолипазу C применяют также для предва-
рительной обработки масла при получении био-
дизельного топлива. При одновременном исполь-
зовании PLC и лизофосфолипаз наблюдается эф-
фект синергии, который делает ферментативный
процесс производства биодизельного топлива бо-
лее экономичным и экологичным. Сочетание ра-
финирования и трансэтерификации высвободив-
шихся жирных кислот в этом процессе возможно
осуществлять с одновременным использованием
фосфолипаз и жидкой липазы Callera Trans L. [57].

При формировании структурно-механических
свойств молока, а также в процессах созревания
сыров важную роль играют фосфолипиды, в свя-
зи с чем фосфолипазы находят широкое приме-
нение в сыроделии. В настоящее время использу-
ют коммерческий препарат PLA1 из A. oryzae
(YieldMAX® PL, Novozymes), PLC B. cereus и PLD
St. сhromofuscus. При производстве сыра большая
часть фосфолипидов удаляется вместе с сыворот-
кой. При использовании фосфолипаз в результа-
те гидролиза фосфолипидов удаляется только по-
лярная группа, что позволяет увеличить выход
продукта [58].

Еще одна перспективная область использова-
ния фосфолипазы С – получение диацилглице-
ридов с определенной энантиомерной структу-
рой, которые находят применение в синтезе сте-
реоспецифичных соединений, а также выступают
клеточными медиаторами [59]. Последователь-
ное действие двух классов фосфолипаз С и D мо-
жет быть использовано, например, для синтеза
дигидроксиацетонфосфата (DHAP) – интерме-
диата тонкого химического синтеза, или такого
важного для медицины и фармацевтики биоак-
тивного соединения, как сфингозин-1-фосфат
(S1P), – главного регулятора сосудистой и им-
мунной системы [60, 61].

Повышение эффективности PLC может быть
достигнуто путем иммобилизации фермента, т.к.
катализаторы, полученные путем ковалентного
присоединения, имеют более высокую удельную
активность и пригодны для многократного ис-
пользования [62].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Бактериальные фосфолипазы не только игра-
ют важную роль в биологических процессах, но и
находят широкое применение в научных иссле-
дованиях, медицине, пищевой, химической и
других отраслях промышленности. Полученные в
настоящее время рекомбинантные ферменты от-
личаются улучшенными технологическими свой-
ствами (высокой удельной активностью, термоста-
бильностью, широкой субстратной специфично-
стью), что открывает дополнительные возможности
для их использования, поэтому создание эффек-
тивных продуцентов фосфолипаз на основе непа-
тогенных бактерий остается важной биотехноло-
гической задачей.
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Phospholipases C from Bacillus: Biological Role, Properties and Fields of Application
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Phospholipases – enzymes of the class of hydrolases that catalyze the cleavage of bonds in phospholipids,
they are found in almost all organisms. Enzymes of microbial origin are of the greatest interest. The popula-
rity of bacterial enzymes is due to their huge variety and technological properties: high specific activity, ther-
mal stability, and wide substrate specificity. The production of recombinant bacterial phospholipases and
their improvement remain an urgent task, for which it is necessary to deepen and systematize knowledge
about the enzymes of this group. This review describes the properties, structure, and mechanism of action of
bacterial phospholipases C, which are widely used in various areas of human practice: scientific research,
medicine, food, chemical industry, etc.

Keywords: phospholipids, phospholipase, acyl hydrolase, phosphodiesterase, bacterial enzymes, Bacillus, indus-
trial enzymes
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Пролиферативные эффекты вазопрессина относятся к наименее исследованной области молекулярной
биохимии пептидных гормонов. В то же время синтетические препараты вазопрессина достаточно широ-
ко применяются в терапии сосудистых заболеваний и в онкологии. В ряде случаев вазопрессин оказывает
пролиферативные эффекты, однако в последнее время более активно обсуждаются появившиеся сведе-
ния об антипролиферативных свойствах гормона. Любая пролиферация сопровождается неоваскуляриза-
цией тканей. В кровеносных сосудах экспрессируются два основных типа рецепторов вазопрессина. В
этой связи актуален анализ механизмов действия вазопрессина с выходом на митогенные и секреторные
эффекты в клетках кровеносных сосудов. В обзоре рассмотрены тканеспецифичные особенности экс-
прессии рецепторов вазопрессина и последние данные по организации сигнальной трансдукции гормо-
нальной рецепции. Внимание сосредоточено на гладкомышечных клетках и тромбоцитах, экспрессирую-
щих рецепторы V1А-типа, и эндотелиоцитах, экспрессирующих V2-рецепторы вазопрессина. Подробно
проанализирована структура гликопептидов и ферментов, играющих роль посредников в неканонической
трансдукции гормонального сигнала. Особое внимание уделено молекулярной организации тромбоци-
тарно-эндотелиального адгезивного белка РЕСАМ-1. Интегральный гликопептид РЕСАМ-1 выполняет
одновременно структурную и сигнальную функцию, преобразуя вазоконстрикторный эффект V1А-рецеп-
торов вазопрессина в реакцию других мембранных рецепторов и внутриклеточных ферментов кровенос-
ных сосудов. Цитоплазматический отдел РЕСАМ-1 участвует в ингибировании VEGFR-2-рецептора вас-
кулоэндотелиального фактора роста VEGF, основного стимулятора пролиферации эндотелиоцитов.
Межклеточные димеры РЕСАМ-1 активируют интегрины. В эндотелиоцитах экспрессируется интегрин
αVβ3 и фактор фон Виллебранда. Мультимерные молекулы фактора фон Виллебранда участвуют в коопе-
рации между эндотелием и интерстицием при локальной реорганизации сосудистой сети, сопровождаю-
щей репарацию кровеносных сосудов при травмах и прогрессию опухолей. Фактор фон Виллебранда аг-
регирует комплексы интегринов αVβ3 с другими лигандами и мембранными рецепторами эндотелиоци-
тов и тромбоцитов, фиксируя клетки на базальной мембране. V1А-рецепторы вазопрессина активируют
секрецию VEGF в тромбоцитах и пролиферацию миоцитов. V2-рецепторы стимулируют экзоцитоз телец
Вейбеля–Паладе и секрецию фактора фон Виллебранда в эндотелиоцитах, вызывая хемотаксис гладко-
мышечных клеток и эндотелиоцитов. Активированные интегрины αVβ3 физически взаимодействуют с
VEGFR-2-рецепторами эндотелиоцитов и модулируют стимуляцию ангиогенных эффектов.

Ключевые слова: пролиферация, рецептор VEGFR-2, V1A-рецептор вазопрессина, V2-рецептор, тромбо-
цит, эндотелиоцит, тромбоцитарно-эндотелиальный РЕСАМ-1, интегрин αVβ3
DOI: 10.31857/S0132342321040126

ВВЕДЕНИЕ
Вазопрессин синтезируется в крупноклеточ-

ных нейронах гипоталамуса и транспортируется

по аксонам в нейрогипофиз, где депонируется и
секретируется в ответ на стимуляцию осморецеп-
торов гипоталамуса и волюморецепторов артери-

Сокращения: AKAP – якорный белок протеинкиназы А (A kinase anchoring protein); AKT – протеинкиназа В (AKR thymoma onco-
gene); AVP – аргинин-вазопрессин (arginine-vasopressin); CRE – сАМР-чувствительный элемент (cAMP response element); CREB –
белок, связывающий сАМР-чувствительный элемент (cAMP response element binding protein); DDAVP – дезамино-D-аргинин-ва-
зопрессин (deamino D arginine-vasopressin); Epac – транслоцирующий фактор, активируемый cAMP (exchange factor activated by
cAMP); ERK1/2 – киназа, регулируемая внеклеточными сигналами (extracellular signal-regulated kinase); GPCR – рецептор, сопря-
жeнный с G-белком (G protein-coupled receptor); ITIM – иммунорецепторный ингибиторный мотив на основе тирозина (immuno-
receptor tyrosine based inhibitory motif); LVL – лизин-вазопрессин (lysine-vasopressin); MAPK – митоген-активируемая протеинкина-
за (mitogen-activated protein kinase); MEK – киназа митоген-активируемой протеинкиназы (mitogen-activated protein kinase kinase);
PECAM-1 – молекула адгезии тромбоцитов/эндотелиальных клеток (platelet/endothelial cell adhesion molecule 1); RTK – тирозинки-
назный рецептор (receptor tyrosine kinase); SH2 – домен, гомологичный домену 2 саркомы Рауса (Sarcoma Raus Homology 2); SHB –
связующий адаптер, содержащий SH2-домен (SH2 containing protein binding adapter); SHP – тирозиновая фосфатаза с SH2-доме-
ном (SH2 containing protein tyrosine phosphatase); VEGF – васкулоэндотелиальный фактор роста (vascular endothelial growth factor);
VEGFR-2 – рецептор 2 васкулоэндотелиального фактора роста (vascular endothelial growth factor receptor 2).
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ального каротидного синуса и левого предсердия
[1]. Химическая структура гормона представляет
нанопептид, шесть аминокислот которого за-
мкнуты в кольцо дисульфидным мостиком между
цистеинами, локализованными в 1-й и 6-й пози-
циях аминокислотной последовательности.
Остальные три аминокислоты формируют при-
мыкающий к кольцу C-концевой трипептид. У
большинства видов, в том числе у человека, в
центре трипептида расположен Arg-8. Крайне
редко, в частности у свиней, в этой позиции за-
фиксирован Lys-8. Природные изоформы гормо-
на обозначают, соответственно, как аргинин-ва-
зопрессин (AVP) и лизин-вазопрессин (LVP) [2].
В клинической и экспериментальной практике
широко применяется синтетический гормональ-
ный препарат DDAVP, представляющий собой на-
нопептид после деаминирования Cys-1 и замены
L-Arg-8 на стереоизомер D-аргинин в молекуле
аргинин-вазопрессина. У химически модифици-
рованного соединения повышена устойчивость к
действию пептидаз и существенно увеличен пери-
од полувыведения из организма с исходных 15 до
75 мин. Другое важное свойство DDAVP – избира-
тельность действия по отношению к рецепторам
вазопрессина [3].

Существуют три типа рецепторов вазопресси-
на, все они относятся к семейству мембранных
рецепторов, сопряженных с G-белками (GPCR).
Два из них действуют через Gq-белки и активиру-
ют гидролиз фосфоинозитидов с последующим
высвобождением внутриклеточного кальция, но
между ними имеется ряд различий в первичной
последовательности, влияющий на локализацию
в тканях. На основании сходства сигнального ме-
ханизма данные рецепторы классифицируются
как гомологичные V1A- и V1B- рецепторы. Третий
тип рецепторов сопряжен с Gs-белком и стимули-
рует сАМР-зависимое фосфорилирование, вслед-
ствие чего определяется как отдельный V2-тип ре-
цепторов вазопрессина. Гормональный препарат
DDAVP – высокоспецифичный лиганд только
для рецепторов V2-типа.

ТКАНЕСПЕЦИФИЧНАЯ ЭКСПРЕССИЯ 
РЕЦЕПТОРОВ ВАЗОПРЕССИНА

Суммарно, экспрессия рецепторов вазопрес-
сина наблюдается в большинстве тканей организ-
ма, от клеточных элементов крови до структур го-
ловного мозга. На рис. 1 показана каноническая
схема действия вазопрессина на гормональные
рецепторы. Рецепторы V1А-типа представлены
наиболее широко. Количественный анализ тран-
скриптомов методом секвенирования РНК
(RNA-seq) выявил пики экспрессии V1А-рецепто-
ров в печени, почках, подкожной клетчатке, мат-
ке, простате, сердце, кишечнике, щитовидной

железе и надпочечниках [5]. Ранее методом авто-
радиографии с использованием селективных ра-
диоактивных лигандов V1А-рецепторы были
идентифицированы в тромбоцитах и гладкомы-
шечных клетках кровеносных сосудов [6, 7]. Ре-
цепторы V1А-типа связаны с пролиферацией и ад-
гезией клеток, а также с регуляцией сократитель-
ных и секреторных процессов [3, 8]. Для
рецепторов V1B характерна более узкая специали-
зация и локализация преимущественно в адено-
гипофизе головного мозга, где они модулируют
секрецию адренокортикотропного гормона [9].
Рецепторы V2, в свою очередь, определяются в ос-
новном в почках и осуществляют контроль реаб-
сорбции молекул воды, натрия и мочевины в по-
чечных канальцах [10]. Вне почек рецепторы
V2-типа экспрессируются в эндотелии кровенос-
ных сосудов [11]. Данный тип рецепторов также
выявлен в опухолевых тканях легких [12], молоч-
ной железы [13], простаты [14] и ряда других опу-
холей эпителиального происхождения [15, 16].
Действие рецепторов V2-типа, локализованных
вне почек, связано с регуляцией секреторных
процессов, синтезом белка и пролиферацией кле-
ток в зависимости от уровня гормона в кровенос-
ном русле [3].

Влияние вазопрессина на пролиферацию кле-
ток установлено достаточно давно, однако до сих
пор в этой области возникают вопросы и появля-
ются работы с внешне противоречивыми резуль-
татами. Первые эксперименты были связаны с
изучением репаративного потенциала печени в
условиях частичной гепатоэктомии. У крыс ли-
нии Brattleboro с генетическим дефектом синтеза
вазопрессина процесс регенерации протекает
крайне неэффективно. Введение экзогенного
гормона восстанавливало скорость регенерации
печени до нормы [17]. Антагонисты V1А-рецепто-
ров снижали уровень синтеза ДНК в гепатоцитах
и существенно замедляли восстановление массы
печени. Пролиферативный эффект вазопрессина
был выявлен в мелкоклеточной карциноме лег-
ких, экспрессирующей рецепторы вазопрессина.
Как и в гепатоцитах, вазопрессин усиливал мито-
тическую активность опухолевых клеток, дей-
ствуя через V1А-рецепторы [18]. Важные детали
были установлены в опытах на культурах ооцитов
китайского хомячка, трансфицированных экс-
прессирующимся V1А-рецептором вазопрессина.
Вазопрессин существенно увеличивал уровень
включения 3[Н]тимидина. Стимулирующий эф-
фект блокировался антагонистами V1А-рецепто-
ров, но не зависел от антагонистов V2-рецепторов
[19]. Было обнаружено, что вазопрессин активи-
рует связывание рецептора с Gq-белком, мобили-
зацию внутриклеточного кальция, активацию
протеинкиназы С и фосфорилирование белка
p42/p44 (ERK1/2) –ключевого фермента каскада
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митоген-активируемых протеинкиназ. Медлен-
нее, но также достоверно возрастало фосфорили-
рование белков альтернативного сигнального пу-
ти фосфатидилинозитол-3-киназа – протеинки-
наза B (АКТ) – рибосомальная p70-S6-киназа
[20]. Киназа p70-S6 фосфорилирует рибосомаль-
ный белок S6 и индуцирует белковый синтез и
пролиферацию клеток [21]. Аналогичная реакция
на вазопрессин была продемонстрирована на
первичных культурах мезангиальных клеток поч-
ки. При исследовании действия ингибиторов ки-
наз стимулированная вазопрессином пролифера-
ция гломерулярных мезангиальных клеток не
останавливалась в случае раздельного использо-
вания селективных ингибиторов киназы ERK1/2
и фосфатидилинозитол-3-киназы, но блокирова-
лась при их совместном использовании. Действие

вазопрессина распространялось одновременно
на два сигнальных канала, активируя и каскад
митоген-активируемых протеинкиназ, и фосфа-
тидилинозитол-3-киназный путь [22].

Митогенное действие вазопрессина получило
подтверждение в опытах на клетках кишечного
эпителия, экспрессирующих нативные V1А-ре-
цепторы. Связывание вазопрессина с гормональ-
ным рецептором вызывало быстрое дозозависи-
мое увеличение концентрации Ca2+ в цитоплазме
и активацию протеинкиназ C и D. Анализ фосфо-
рилируемых субстратов показал, что вазопрессин
стимулировал фосфорилирование белков мито-
ген-активируемого комплекса ERK1/2 и действо-
вал как независимый ростовой фактор, индуци-
рующий синтез ДНК и клеточную пролифера-
цию. Вазопрессин стимулировал одновременно

Рис. 1. Рецепция вазопрессина и трансдукция гормонального сигнала. Рецепция вазопрессина AVP на V2-рецептор
инициирует присоединение GTP к гетеротримерному белку Gs и его диссоциацию на две части. Комплекс αs-субъеди-
ница–GTP мигрирует к локализованной на мембране аденилатциклазе и стимулирует наработку cAMP. Повышение
концентрации cAMP в цитоплазме активирует cAMP-зависимую протеинкиназу, катализирующую реакции фосфо-
рилирования белковых субстратов, выполняющих конечные эффекторные функции, в частности это белки водных
пор аквапорины AQP-2. Димер β-γ-субъединиц Gs-белка способен стимулировать активность фосфолипазы С
(PLCb), но основной сигнальный каскад данного фермента связан с рецепторами V1A-типа. Посадка гормона AVP на
V1A стимулирует образование комплекса Gq–GTP и диссоциацию β-γ-субъединиц. Комплекс αq–GTP присоединя-
ется к фосфолипазе С и активирует ферментативный гидролиз фосфатидилинозитол бифосфатов (PIP2) на диацил-
глицерин (DAG) и инозитол(1,4,5)-трифосфат (IP3). Взаимодействие IP3 с рецепторами инозитолтрифосфата (IP3R)
открывает лиганд-зависимые кальциевые каналы в эндоплазматическом ретикулуме (ER) и вызывает повышение
уровня Ca2+ в цитоплазме. Диацилглицерин является основным активатором мембранных кальциевых каналов trp,
реагирующих на опустошение внутриклеточных кальциевых депо обратным захватом внеклеточного кальция.
Рисунок адаптирован из статьи Birnbaumer [4].
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деление и миграцию клеток [23]. Активированная
вазопрессином протеинкиназа С фосфорилирует
ERK1/2 на внутренней стороне клеточной мем-
браны. Комплекс ERK1/2 освобождается от ин-
гибиторов и начинает фосфорилировать цито-
плазматические сигнальные и эффекторные бел-
ки, в том числе p90-киназу рибосомального белка
S6 (p90 ribosomal S6 kinase). Далее действие фер-
мента переносится в околоядерное пространство,
где он активирует факторы транскрипции генов,
ответственных за пролиферацию и подвижность
клеток [24, 25]. Сигнальные пути фосфатидил-
инозитол-3-киназа – протеинкиназа B и каль-
ций-зависимая протеинкиназа С – киназа
ERK1/2 пересекаются на уровне фосфорилирова-
ния рибосомального белка S6, выступающего об-
щим субстратом для МАРК-независимой киназы
р70 и МАРК-активируемой киназы p90. Меха-
низм взаимодействия киназ в отдельных типах
клеток влияет на набор синтезируемых структур-
ных белков и транскрипционных факторов [26].
Показано, что пролиферативный эффект вазо-
прессина в мелкоклеточной карциноме легких
связан с усилением фосфорилирования киназы
ERK1/2 и рибосомальной p90-S6-киназы [27].
Установлена прямая корреляция между экспрес-
сией V1А-рецепторов вазопрессина и агрессивно-
стью опухоли. В агрессивных андроген-независи-
мых опухолях простаты происходит многократное
увеличение уровня экспрессии гена V1А-рецептора
и активация ферментов киназного комплекса
ERK [28]. Синтетические аналоги вазопрессина,
блокирующие V1А-рецепторы, восстанавливают
чувствительность этопозид-резистентной мелко-
клеточной карциномы легких к действию противо-
опухолевого препарата [29]. В отсутствие вазопрес-
сина в крови угнетается рост опухолевой ткани и
изменяется спектр белков протеасом [30].

Антагонисты V1А-рецептора вазопрессина ока-
зывают антипролиферативные эффекты и широ-
ко используются в онкологической практике.
Наиболее часто для этой цели применяют синте-
тический препарат SR 49059 с коммерческим на-
званием релковаптан [31]. Релковаптан блокиру-
ет фосфорилирование ERK1/2 и пролиферацию
опухолей молочной железы [32]. В присутствии
релковаптана ингибируется стимулированный ва-
зопрессином злокачественный рост опухолей про-
статы [33]. Использование других синтетических
аналогов вазопрессина неожиданно выявило об-
ратный феномен, связанный с пролиферацией
опухолей. Клиническое применение DDAVP, спе-
цифического агониста V2-рецептора, угнетало
рост опухолей толстого кишечника и молочной
железы [34, 35]. Следующий препарат этой серии
[V4Q5]dDAVP обладал еще более выраженными
антипролиферативными свойствами и оказался
эффективен в лечении опухолей легких, простаты

и прямой кишки [14, 16]. Эксперименты с агони-
стами V2-рецепторов вазопрессина продемон-
стрировали двойственность действия вазопрес-
сина по отношению к пролиферации клеток.
В дополнение к V1А-рецепторным механизмам,
активирующим пролиферацию, существуют
V2-рецептор-зависимые антипролиферативные
эффекты. V1А-рецепторы распространены шире и
обладают более высоким сродством к вазопресси-
ну, вступая первыми в реакцию взаимодействия с
гормоном [19, 36]. Вследствие таких тканеспеци-
фичных особенностей экспрессии и кинетики
V1А- и V2-рецепторов преимущественно проявля-
ется стимулирующая роль вазопрессина. Ингиби-
рующие процессы, связанные с V2-рецепторами,
способны корректировать направление и ампли-
туду пролиферативной активности, но остаются в
целом менее исследованными и требуют дальней-
шего анализа [37].

Кровеносные сосуды – структуры, в равной
мере экспрессирующие оба типа рецепторов ва-
зопрессина [7]. Особенность пролиферативных
процессов, сопровождающих ангиогенез, – инте-
грация сигнальных путей различных ростовых
факторов, регулирующих митотическую актив-
ность. Образование новых кровеносных сосудов
происходит при тесном контакте эндотелиальных
и гладкомышечных клеток [38]. Миоциты экс-
прессируют V1А-рецепторы вазопрессина. Рост
миоцитов коррелирует с активностью протеин-
киназы В и фосфорилированием p70-киназы ри-
босомального белка S6, представляющих цен-
тральное звено в молекулярном механизме V1А-ре-
цепторов [21]. Для эндотелиоцитов главный
инициирующий сигнал – действие васкулоэндо-
телиального фактора роста (VEGF) на рецепторы
VEGFR-1 и VEGFR-2, экспрессирующиеся пре-
имущественно в эндотелиальных клетках [39, 40].
Экспрессия ростового фактора VEGF в различ-
ной степени стимулируется в большинстве тка-
ней, находящихся в условиях гипоксии [41–43].
Усиление экспрессии VEGF наблюдается в про-
грессирующих солидных опухолях [44]. Важную
роль играют клетки крови, секретирующие VEGF
[45]. Тромбоциты – основные источники VEGF
на начальной стадии пролиферации эндотелия.
Синтезированный VEGF депонируется в составе
альфа-гранул и высвобождается при активации
тромбоцитов [46]. Тромбоциты экспрессируют
V1А-рецепторы вазопрессина и реагируют на гор-
мон экзоцитозом альфа-гранул и секрецией
VEGF.

VEGF секретируется в форме гомодимера. Ре-
гуляция функции эндотелия преимущественно
связана с VEGFR-2-рецепторами [47]. Cвязыва-
ние димера VEGF с рецептором VEGFR-2 спо-
собствует димеризации рецепторного комплекса и
инициации реципрокной тирозинкиназной ак-
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тивности между гомологами внутри рецепторного
димера. Присутствующий в молекуле VEGFR-2
фосфорилируемый тирозин в позиции 1175 обра-
зует в прилегающем аминокислотном мотиве
сайт для посадки белков, экспрессирующих SH2-
домен (Src Homology 2). Фосфолипаза С относит-
ся к SH2-домен-содержащим белкам и непосред-
ственно взаимодействует с аутофосфорилирован-
ным димером VEGFR-2, запуская сигнальный
механизм протеинкиназа C – митоген-активиру-
емые протеинкиназы (MAPK) и инициацию син-
теза ДНК. В эндотелиоцитах экспрессируется
еще один SH2-домен-содержащий белок – SHB
(SH2 domain-containing protein binding adapter B),
выполняющий функцию адаптера между рецепто-
ром VEGFR-2 и фосфатидилинозитол-3-киназой.
SH2-домен белка SHB располагается на С-конце
молекулы, а N-конец содержит последователь-
ность, богатую пролином и служащую для связи с
SH3-домен-содержащими белками, в том числе с
фосфатидилинозитол-3-киназой [48]. Активация
сигнального пути фосфатидилинозитол-3-киназа –
протеинкиназа B с участием адаптерного белка
SHB развивается медленнее киназного каскада
протеинкиназа С – МАРК, но приводит к дальней-
шему росту эндотелиальных клеток и их миграции
[49]. VEGFR-2 регулирует пролиферацию и мигра-
цию эндотелиоцитов. Рецепторы VEGFR-1 не об-
ладают собственной тирозинкиназной активно-
стью и оказывают только модулирующие эффек-
ты за счет конкурентного связывания с VEGF при
совместной экспрессии с VEGFR-2 [50]. В онко-
логической практике пролиферативная функция
VEGF подавляется использованием золедроно-
вой кислоты, селективного ингибитора экспрес-
сии VEGFR-2, и антителами бевацизумаб [51].

СТРУКТУРА И ФУНКЦИЯ 
ЭНДОТЕЛИАЛЬНОГО БЕЛКА РЕСАМ-1

Важный структурный и сигнальный белок,
участвующий в ангиогенезе, – РЕСАМ-1 (plate-
let/endothelial cell adhesion molecule-1), экспрес-
сирующийся в эндотелиоцитах. РЕСАМ-1 регу-
лирует активность VEGFR-2-рецепторов. Антитела
к белку полностью блокируют стимулирующее дей-
ствие васкулоэндотелиального фактора роста, ци-
токина IL-8 и ангиогенина на ангиогенез [52]. Бе-
лок относится к трансмембранным гликопептидам
и состоит из внеклеточной N-концевой регулятор-
ной последовательности, содержащей шесть имму-
ноглобулин-подобных доменов, и протяженного
цитоплазматического С-конца [53]. РЕСАМ-1 экс-
прессируется в области межклеточных контактов
вместе с клаудином, окклюдином, соединитель-
ным белком JAM (Junctional adhesion molecule) и
VE-кадгерином (Vascular endothelial cadherin). Все
эти белки обладают адгезивными свойствами и
способны собираться в межклеточные гомофиль-

ные димеры, фиксирующие на разных уровнях
связь между эндотелиоцитами [54, 55]. Наиболее
крупный белок РЕСАМ-1 образует длинный свя-
зующий димер, обладающий гибкой конформа-
цией и функционирующий также как механосен-
сор, реагирующий на физическое напряжение в
эндотелии [56, 57]. Показано, что давление на
стенки кровеносных сосудов, оказываемое током
крови, влияет на характер пролиферативных про-
цессов в эндотелии [58, 59]. Сигнальная функция
РЕСАМ-1 реализуется с участием сайтов ITIM
(Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif),
локализованных в цитоплазматическом сегменте
молекулы (рис. 2).

У мономеров РЕСАМ-1 в релаксированном
состоянии на поверхности одиночных клеток
преобладают дефосфорилированные тирозино-
вые сайты ITIM. При адгезии клеток происходит
димеризация РЕСАМ-1 и создаются условия для
возникновения механосенсорного эффекта и пе-
рехода тирозинов ITIM в фосфорилированную
форму [53]. Сигнальный механизм имеет следую-
щую структуру. Механосенсорное напряжение в
связующем межклеточном димере РЕСАМ-1 из-
меняет конформацию всей молекулы и экспони-
рует скрытые фосфорилируемые сайты в цито-
плазматической части белка. Протеинкиназа С
фосфорилирует Ser-702 и инициирует выход
Tyr-686 из ассоциированного с мембраной состо-
яния, облегчая доступ для тирозинкиназ [60].
Tyr-686 и Tyr-663 – высококонсервативные ами-
нокислоты у млекопитающих. Фосфорилирован-
ные Tyr-686 и Tyr-663 входят в состав регулятор-
ных мотивов ITIM и образуют спаренный актив-
ный сайт для посадки SH2-домен-содержащих
белков. Важнейшими белками, мобилизуемыми
сайтами ITIM, выступают фосфатазы SHP-1 и
SHP-2 (SH2 domain-containing protein tyrosine
phosphatases) [61]. При агрегации и переключе-
нии SH2-домена на ITIM снимается аутоингиби-
рующий эффект SH2-домена с внутреннего про-
теин-тирозинфосфатазного домена, и тирозин-
фосфатаза переходит в каталитически активное
состояние [62]. Тирозинфосфатазы совместно с
тирозинкиназами регулируют кинетику фосфо-
рилирования сигнальных молекул. SHP-1 опре-
деляется преимущественно в клетках крови и, в
отличие от SHP-2, слабо представлена в эндоте-
лии [63]. Экспрессирующаяся в эндотелиоцитах
фосфатаза SHP-2 играет ключевую роль в сигналь-
ной функции РЕСАМ-1. Активированная фосфата-
за SHP-2 дефосфорилирует фосфотирозины ре-
цепторных тирозинкиназ (RTK) и прерывает
внутриклеточную трансдукцию сигнала [64, 65].
Рецепторные тирозинкиназы составляют основ-
ной пул рецепторов ростовых факторов. Ингиби-
рующий эффект РЕСАМ-1, реализуемый через
ингибиторные мотивы ITIM, распространяется
на рецепторы ростовых факторов, в том числе на
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VEGFR-2. Сигнальная функция РЕСАМ-1 –
важное звено в тонкой регуляции ангиогенеза
[66].

В ангиогенезе условно можно выделить не-
сколько составляющих процессов: индукцию
пролиферации эндотелиоцитов, миграцию кле-
ток во взаимодействии с интерстицием, адгезию
и сборку в конечные васкулярные образования.
Функция РЕСАМ-1 заключается в своевремен-
ном ингибировании стимулирующих эффектов
ростовых факторов и переключении клеток на
миграцию и взаимодействие с окружающим ин-
терстицием [67]. Показано, что в мигрирующих
эндотелиоцитах существенно возрастает концен-
трация РЕСАМ-1 в тритон-нерастворимой фрак-

ции цитоскелета, и две трети молекул РЕСАМ-1
находятся в ассоциированном состоянии с фиб-
риллярным актином. Ассоциация РЕСАМ-1 с ак-
тином происходит независимо от VE-кадгерина и
реализуется через прямое взаимодействие со
скаффолд-белком β-катенином. Повышенный
уровень РЕСАМ-1 рекрутирует и фиксирует мо-
лекулы β-катенина в области межклеточных кон-
тактов, предотвращая их транспорт в ядро и сиг-
нальную функцию. РЕСАМ-1 функционирует
как акцепторный белок и через активность SHP-
2-фосфатазы регулирует фосфорилирование β-ка-
тенина при сборке и реорганизации актиновых
филаментов в мигрирующих клетках [53, 60].
Предполагается, что концентрация адгезивных

Рис. 2. Структура тромбоцитарно-эндотелиального адгезивного белка РЕСАМ-1. Внеклеточный сегмент содержит
шесть иммуноглобулин-подобных доменов, два из которых ответственны за гомофильное связывание с другой моле-
кулой РЕСАМ-1 при образовании межклеточного связующего димера. В цитоплазматическом сегменте выделяются
два ассоциированных с мембраной липофильных региона, разделенных гидрофильной петлей. Фосфорилируемые
Tyr-663 и Tyr-686 входят в состав регуляторных сайтов ITIM, взаимодействующих с SH2-домен-содержащими белками.
Рисунок адаптирован из статьи Lertkiatmongkol et al. [57].
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комплексов РЕСАМ-1 и VE-кадгерина с β-кате-
нином возрастает на стадии образования эндоте-
лиоцитами многоклеточных структур [68, 69].

РОЛЬ ИНТЕГРИНА αVβ3 В ПРОЛИФЕРАЦИИ 
И МИГРАЦИИ ЭНДОТЕЛИОЦИТОВ

Формирование нового эндотелия тесно связа-
но с реорганизацией соединительной ткани. Вза-
имодействие клеток с интерстицием осуществля-
ется при участии интегринов. Интегрины относятся
к трансмембранным рецепторным гликопротеинам
с высоким сродством к белковым лигандам в соста-
ве интерстиция. Интегрины имеют структуру обли-
гатных гетеродимеров, состоящих из α-субъедини-
цы, ответственной за связывание с лигандом, и
β-субъединицы, осуществляющей связь с цитос-
келетом. В эндотелиоцитах экспрессируется ин-
тегрин αVβ3. Ангиогенез сопровождается резким
усилением экспрессии интегрина αVβ3 [70]. Для
образования связи с лигандами необходима акти-
вация интегринов. Интегрин αVβ3 активируется
прямым цис-взаимодействием с РЕСАМ-1 на
мембране клетки [71]. У мономеров РЕСАМ-1 от-
сутствует способность активировать интегрины,
эта функция появляется только после образова-
ния димеров РЕСАМ-1 между эндотелиоцитами
[72]. Активированные интегрины αVβ3 связыва-
ются с белками, содержащими в своем составе
аминокислотный триплет аргинин-глицин-аспа-
рагиновая кислота (RGD), в частности с коллаге-
ном и ламинином [73, 74]. Коллаген и ламинин
составляют основную массу белков в фибрилляр-
ной фракции базальной мембраны, служащей
субстратом для мигрирующих клеток [75, 76].

Связывание интегрина αVβ3 с белками базаль-
ной мембраны запускает процесс адгезии эндоте-
лиоцитов и образования трехмерного эндотелия
[77]. На этой стадии важную функцию выполняет
лиганд интегринов αVβ3 – секретируемый эндо-
телиоцитами фактор фон Виллебранда. Домены
фактора фон Виллебранда содержат аминокислот-
ный триплет RGD, необходимый для распознава-
ния интегринами [78]. Эндотелиоциты перма-
нентно синтезируют и секретируют на базальном
уровне олигомеры фактора фон Виллебранда,
участвующие в агрегации тромбоцитов [79]. Пер-
вичные гликозилированные димеры фактора фон
Виллебранда формируются в эндоплазматиче-
ском ретикулуме за счет образования межцепо-
чечных цистеиновых дисульфидных мостиков.
Большая часть белков далее собирается в более
крупные мультимерные комплексы, включаю-
щие десятки копий мономеров, компактизуется и
депонируется в составе телец Вейбеля–Паладе.
Компактизация осуществляется в несколько эта-
пов. Сначала отдельные димеры соединяются в
области N-концов и образуют плоскую структуру
с центром из объединившихся N-концевых гли-

козилированных доменов и расходящимися от
него в виде лучей С-концами. Аналогичная сбор-
ка происходит в параллельных плоскостях. Меж-
ду соприкасающимися лучами по вертикали воз-
никают новые сшивающие дисульфидные связи.
Процесс распространяется вверх и вниз по оси,
проходящей через центры из объединенных N-кон-
цевых доменов, и напоминает складывание монет-
ных столбиков. Слияние планарных слоев происхо-
дит со сдвигом вокруг оси, и в итоге формируется
спиралевидная трубчатая мегамолекула [80].

Секреция ультравысокомолекулярного факто-
ра фон Виллебранда в составе телец Вейбеля–Па-
ладе регулируется агонистами мембранных ре-
цепторов и зависит от физиологического состоя-
ния эндотелия [81]. В стабильных условиях
фактор фон Виллебранда выполняет преимуще-
ственно функцию поддержания гемостаза. При
механическом повреждении эндотелия либо он-
кологии фактор фон Виллебранда переключается
на пролиферативные процессы. Молекулы фак-
тора фон Виллебранда прикрепляют тромбоциты
к эндотелию. Активированные тромбоциты и эн-
дотелиоциты секретируют VEGF и другие росто-
вые факторы, вызывая хемотаксис и пролифера-
цию гладкомышечных клеток и клеточных эле-
ментов соединительной ткани. Мультимерные
комплексы фактора фон Виллебранда участвуют
в кооперации между эндотелием и интерстицием
при локальной реорганизации сосудистой сети.
В составе фактора фон Виллебранда аннотирова-
ны домены агрегации с коллагеном и гликопроте-
ином GPIb тромбоцитов и несколько мотивов для
связи с интегрином αVβ3 [82]. Взаимодействие
фактора фон Виллебранда с интегрином αVβ3
фиксирует эндотелиоциты на базальной мембра-
не и создает условия для образования новых свя-
зей с другими лигандами [83]. Активированные
интегрины αVβ3 способны физически взаимо-
действовать с VEGFR-2-рецепторами и модули-
ровать стимуляцию ангиогенных эффектов [84].
Внеклеточный домен субъединицы αV непосред-
ственно контактирует с VEGFR-2-рецептором.
Стимулированная VEGF пролиферация и мигра-
ция эндотелиоцитов реализуется только при
условии адгезии клетки на базальной мембране и
совместной локализации рецепторов VEGFR-2 с
активированными интегринами αVβ3 [85]. В за-
висимости от локальной концентрации различ-
ных лигандов, интегрины αVβ3 опосредуют раз-
ные стадии ангиогенеза, чередуя фазы активной
пролиферации с паузами в делении клеток [86].
Кооперация между лигандами интегрина αVβ3 и
рецепторами VEGFR-2 имеет важное значение
для всего процесса васкулогенеза [87]. Показано,
что ингибирование экспрессии фактора фон
Виллебранда малыми интерферирующими РНК
(siRNA) снижает количество интегринов αVβ3 на
мембране эндотелиоцитов и дестабилизирует ка-
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пиллярную сеть, вызывая дисплазию кровенос-
ных сосудов [88].

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ДЕЙСТВИЯ ВАЗОПРЕССИНА 

В ЭНДОТЕЛИИ
Вазопрессин относится к гормональным регу-

ляторам функционального состояния эндотелия.
Эндотелиоциты экспрессируют полноразмерные
V2-рецепторы вазопрессина, участвующие в акти-
вации секреции фактора фон Виллебранда [11,
89]. Рецепция вазопрессина запускает в эндоте-
лиоцитах сигнальные механизмы, опосредован-
ные сАМР. Регулируемый вазопрессином экзо-
цитоз телец Вейбеля–Паладе реализуется при уча-
стии белка АКАР (A kinase anchoring protein) и
цитоплазматических GTPаз семейства Rab [80, 90].
Зрелые тельца Вейбеля–Паладе находятся в со-
стоянии адгезии с актиновыми филаментами ци-
тоскелета совместно с комплексом GTPаз Rab3,
Rab27а, Rab35 и ряда других ферментов и белков.
Адаптерный белок АКАР фиксирует на комплек-
се органелл протеинкиназу А. Вазопрессин ини-
циирует cAMP-зависимую активацию каталити-
ческих субъединиц протеинкиназы А и фосфори-
лирование GTPазы Rab27а. Фосфорилирование
Rab27а активирует мобилизацию транспортных и
моторных белков цитоскелета, осуществляющих
экзоцитоз прикрепленных органелл [91, 92]. Сек-
ретируемый в составе телец Вейбеля–Паладе
фактор фон Виллебранда взаимодействует на
внешней стороне мембраны с интегринами αVβ3
и аккумулирует синергическое действие на ре-
цептор VEGFR-2 васкулоэндотелиального фак-
тора роста. Участие фактора фон Виллебранда в
ангиогенезе формирует локальное микроокруже-

ние, необходимое для нормального процесса со-
зревания сети кровеносных капилляров [83].
Ключевые мембранные гликопротеины, участву-
ющие в данном процессе совместно с фактором
фон Виллебранда, представлены в табл. 1.

Действие V2-рецепторов вазопрессина не огра-
ничено регуляцией секреторной функции эндо-
телия. Существуют как минимум два cAMP-зави-
симых механизма прямого пути реализации про-
лиферативных эффектов вазопрессина (рис. 3).
В геноме зафиксировано ~4000 сайтов CRE
(cAMP response element), локализованных в про-
моторных областях генов. Большинство из них
метилированы и находятся в неактивном состоя-
нии [93]. Рецепция вазопрессина инициирует
cAMP-зависимую диссоциацию регуляторных
субъединиц протеинкиназы А, транспорт катали-
тических субъединиц в ядро и фосфорилирова-
ние транскрипционного фактора СREB (сAMP
response element-binding protein). Связывание
СREB с СRE зависит от метилированного статуса
ДНК, уровня экспрессии самого СREB и уровня
киназной активности протеинкиназы А. Показа-
но, что повышение концентрации фосфорилиро-
ванного СREB коррелирует с интенсивностью
пролиферации опухолевых клеток [94].

cAMP-зависимый механизм пролиферации
также может быть реализован без участия проте-
инкиназы А. Молекула cAMP способна непо-
средственно взаимодействовать с белком Epac
(Exchange factor activated by cAMP), выполняю-
щим функцию cAMP-регулируемого гуанин-
транслоцирующего фактора для малых GTPаз се-
мейства Rap [95, 96]. В N-концевой части Epac
расположены два cAMP-связывающих домена,
стерически перекрывающих и аутоингибирую-

Таблица 1. Белок-белковые взаимодействия в микроокружении кровеносных сосудов

Гликопротеин Локализация Функция Взаимодействие Ссылка

V1A Миоцит
Тромбоцит

Вазоконстрикция, митоз
Секреция VEGF

Gq
Gq

 [4]
 [46]

PECAM-1 Эндотелиоцит

Тромбоцит

Ингибирование VEGFR-2
Адгезия, миграция
Активация интегрина αVβ3
Адгезия

SHP-2
β-Катенин
Фактор фон Виллебранда
Фактор фон Виллебранда

 [61]
 [60]
 [79]
 [79]

αVβ3 Эндотелиоцит Активация миграции
Адгезия

Модуляция VEGF

РЕСАМ-1
Коллаген, ламинин
Фактор фон Виллебранда
VEGFR-2

 [70, 71]
 [74]
 [79]
 [84]

Фактор фон 
Виллебранда

Эндотелиоцит Прикрепление тромбоцитов
Агрегация эндотелиоцитов
Связывание интегрина αVβ3

GPIb
Коллаген
Сайт RGD

 [82]
 [82]

 [78, 79]
V2 Эндотелиоцит Секреция фактора фон Виллебранда

Пролиферация
Gs, АКАР
Gs, Epac

 [11, 89]
 [95, 96]
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щих каталитический домен на С-конце в отсут-
ствие cAMP. Связывание сАМР изменяет кон-
формацию Epac и открывает каталитический до-
мен для реакции с GTPазой Rap1 (Ras-proximate
related protein 1) [97, 98]. Rap1, связанный с GDP,
неактивен. Каталитический домен Epac меняет
GDP на GTP и переводит Rap1 в активное состо-
яние [99]. Активированная GTPаза Rap1 взаимо-
действует с эффекторными белками, имеющими
в своем составе RА/RBD-домен (Ras-associat-
ing/Ras-binding domain), и до момента собствен-
ной аутоинактивации вследствие гидролиза GTP
опосредует дальнейшую трансдукцию сигнала
[100]. Протеинкиназа B-Raf – один из эффектор-
ных белков GTPазы Rap1 [101, 102]. Регулятор-
ный домен протеинкиназы B-Raf содержит суб-
домен RBD (Ras-binding domain). В отсутствие
функционально активной GTPазы Rap1 регуля-
торный домен протеинкиназы аутоингибирует
каталитическую активность. Взаимодействие
субдомена RBD с активированной GTPазой Rap1
снимает аутоингибирующий эффект и переклю-
чает B-Raf на фосфорилирование МЕК (Mitogen-
activated protein kinase kinase). Аналогичным обра-
зом на МЕК действует протеинкиназа Raf-1. Оба
фермента обладают серин/треониновой суб-
стратной специфичностью [103]. Фосфорилиро-
вание Ser-218 и Ser-222 активирует собственную
киназную активность МЕК [104]. Протеинкиназа
МЕК фосфорилирует треонины и тирозины в со-
ставе ключевой митоген-активируемой киназы
МАРК1,2, фосфорилирующей широкий спектр
эффекторных белков, ферментов и транскрипци-
оных факторов, участвующих в пролиферации и
миграции клеток [24, 105]. Фосфорилирование
МАРК1,2 инициирует диссоциацию аутоингиби-
рующего дуплекса МАРК1,2/p90-киназа рибосо-
мального белка S6 и переводит обе киназы в ак-
тивное состояние [106]. Протеинкиназа МАРК1,2
интегрирует разнообразные внеклеточные сигна-
лы и переносит их действие в ядро. Трансляция в
ядро осуществляется через киназу Mnk1 (MAP ki-
nase-interacting kinase 1) [107]. Киназа Mnk1 фос-
форилирует транскрипционный фактор CREB,
участвующий в активации экспрессии cAMP-за-
висимых генов. Аналогично действию протеин-
киназы А, фосфорилируется Ser-133 в домене
KID (Kinase-inducible domain). Фосфорилирова-
ние CREB необходимо для взаимодействия тран-
скрипционного фактора с ДНК [108]. Показано,
что пролиферация эндотелиальных звездчатых
клеток печени и холангиоцитов зависит от уровня
фосфорилирования CREB [109]. Внутриядерный
сигнальный механизм CREB распространяется
на экспрессию гена циклина D1 в эпителиальных
клетках млекопитающих и интегрирует митоген-
ный сигнальный каскад с клеточным циклом
[110]. Циклин D1 регулирует активность циклин-
зависимых киназ CDK4 и CDK6. Гомологичные

киназы CDK4 и CDK6 акцептируют циклин D1 и
фосфорилируют белок Rb (Retinoblastoma pro-
tein), контролирующий переход клеток в S-фазу
митоза [111].

Очевидно, что реализация пролиферативных
эффектов вазопрессина связана с локализацией,
распознаванием и взаимодействием сигнальных
молекул и ферментов. Изменение данных пара-
метров – одна из причин малигнизации тканей.

Рис. 3. Белки и ферменты, вовлеченные в пролифера-
тивные эффекты V2-рецептора вазопрессина. Gαs и
Gβγ – субъединицы αs и βγ белка Gs; AC – аденилат-
циклаза; PDE – фосфодиэстераза; cAMP – цикличе-
ский аденозинмонофосфат; PKA – протеинкиназа А;
Epac – фактор, активируемый cAMP; Rap1 – GTPаза
Rap1; B-Raf – протеинкиназа B-Raf; Raf 1 – протеин-
киназа Raf 1; MEK – киназа митоген-активируемой
протеинкиназы; MAPK1,2 – митоген-активируемая
протеинкиназа 1,2; CREB – cAMP-чувствительный
транскрипционный фактор.
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В то же время химическая модификация кинети-
ческих характеристик белок-белкового взаимодей-
ствия – одна из ключевых стратегий антионкоген-
ной терапии. Химические соединения, конкуриру-
ющие с сигнальными лигандами, рассматриваются
как перспективные противоопухолевые препараты.
Примерно треть всех новообразований связана с
сигнальной системой суперсемейства GTPаз Ras.
Соединения, обладающие свойствами бифарма-
кофорных реагентов, способны ингибировать он-
когены Ras [112]. Также показано, что использо-
вание химических реагентов, атакующих нуклео-
фильные атомы азота или серы, приводит к
образованию гетероциклических систем, прояв-
ляющих противоопухолевую активность. Иссле-
дованные синтезированные производные пира-
золилоксазолонов и пиразолдигидротриазинонов
входят в список перспективных онколитических
агентов [113].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Пролиферативные эффекты вазопрессина не

относятся к перманентным свойствам гормона.
Основной физиологический стимул для секреции
вазопрессина – снижение концентрации осмоти-
чески активных веществ в плазме крови. Нейро-
рефлекторная секреция вазопрессина в первую
очередь обеспечивает быструю коррекцию вод-
но-электролитного баланса [1]. Болевые ощуще-
ния, возникающие при травмах и росте опухоли,
дополнительно повышают уровень секреции ва-
зопрессина в кровь [114]. После достижения
определенного порога афферентной стимуляции
начинает проявляться вазоконстрикторное дей-
ствие вазопрессина на тонус кровеносных сосу-
дов, оказывающее влияние на механосенсорные
свойства эндотелия. При продолжительных пато-
логических состояниях, сопровождающихся ло-
кальной реструктуризацией тканей, происходит
включение вазопрессина в регуляцию пролифе-
ративных процессов и ангиогенез.

Пролиферативные эффекты реализуются че-
рез вазопрессиновые рецепторы V1А- и V2-типов.
В гладкомышечных клетках кровеносных сосудов
осуществляется прямое пролиферативное дей-
ствие V1А-рецепторов вазопрессина. В тромбоци-
тах V1А-рецепторы участвуют в активации секре-
ции VEGF. Взаимодействие между рецепторами и
мембранными гликопротеинами обеспечивает
цикличность пролиферации и синхронность в де-
лении, миграции и адгезии клеток. Вазокон-
стрикторный эффект V1А-рецепторов транслиру-
ется на механосенсорные димеры РЕСАМ-1, ло-
кализованные в эндотелии. Цитоплазматический
отдел РЕСАМ-1 активирует тирозинфосфатазу
SHP-2. Фосфатаза SHP-2 инактивирует тирозин-
киназные рецепторы VEGFR-2. РЕСАМ-1 и
SHP-2-фосфатаза регулируют фосфорилирова-

ние и внутриклеточную локализацию β-катенина
в процессе реорганизации актиновых филамен-
тов [60]. РЕСАМ-1 участвует в переключении
клеточного деления на миграцию и взаимодей-
ствие с окружающим интерстицием [67]. Димеры
РЕСАМ-1 активируют интегрины αVβ3 [71].

Интегрины осуществляют контакт эндотелио-
цитов с фибриллярными белками соединитель-
ной ткани. Рецепторная субъединица интегрина
αVβ3 физически контактирует с VEGFR-2. Инте-
грины αVβ3 могут стимулировать либо ингибиро-
вать VEGFR-2 в зависимости от состава лигандов
микроокружения [86]. Лигандное взаимодей-
ствие с фактором фон Виллебранда стабилизиру-
ет экспрессию интегринов αVβ3 на клеточной
мембране [88]. V2-рецепторы регулируют секре-
цию фактора фон Виллебранда в эндотелиоцитах.
Макромолекулярные мультимеры фактора фон
Виллебранда выполняют функцию скаффолда,
связывающего рецепторные и адгезивные глико-
пептиды в функциональные комплексы, контро-
лирующие агрегацию и фиксацию клеток.

Цикличные изменения в составе взаимодей-
ствующих белков определяют скорость фазовых
переходов и направление миграционных процес-
сов при формировании кровеносных сосудов.
Пролиферативные эффекты вазопрессина моду-
лируют и синхронизируют в эндотелии отдель-
ные стадии ангиогенеза, инициированного вас-
кулоэндотелиальным фактором роста. В отсут-
ствие вазопрессина происходит остановка роста
трансплантированных перевиваемых опухолей
[115]. Регрессия опухолевой ткани сопровождает-
ся изменением структуры соединительнотканных
белков [116]. Можно предположить, что фармако-
логическое или генетическое выключение вазо-
прессина существенно изменяет локальную ди-
намику ангиогенеза.
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Proliferative effects of vasopressin related toa less investigated field of molecular biochemistry of peptide hor-
mones. At the same time, synthetic vasopressin preparations are widely utilized in clinical practice of vessel
medicine and oncology. In several cases, vasopressin induces proliferative effects, but this time, it is more ac-
tively discussed appeared data concerning antiproliferative features of hormone. Any proliferation is accom-
panied by tissue neovascularization. Blood vessels express two main types of vasopressin receptors. In this
case, it needs actual analysis of vasopressin action mechanisms with pathes to mitogenic and secretory effects
in blood vessel cells. The review presented tissue-specificity of vasopressin receptors expression and last data
concerning organization of signal transduction of hormonal reception. The attention is focused on smooth
muscle cells and platelets expressing V1А types of receptors, and endotheliocytes expressing V2 vasopressin re-
ceptors. Detail analysis was done for stucture of glycopeptides and enzymes playing the role of intermediators
in noncanonical transduction of hormone signal. Particular attention was paid to molecular organization of
platelet-endothelium adhesive protein PECAM-1. The integrative glucopeptide PECAM-1 carries out simul-
taneously structural and signal function, and convert vasoconstrictory effect of V1А reception of vasopressin
into reaction of other membrane receptors and intracellular enzymes of blood vessels. Cytoplasmic part of
PECAM-1 takes part in inhibition of VEGFR-2 receptor of vascular endothelial growth factor VEGF, the
base stimulator ofendotheliocytes proliferation. Intercellular PECAM-1 dimers activate integrins. Endothe-
liocytes express integrin αVβ3 and factor von Willebrand.Multimeric molecules of factor von Villebrand take
part in cooperation between endothelium and interstitium during local reorganization of vessel network ac-
companying blood vessels reparation in trauma and tumor progression. Factor von Willebrand aggregates
compaund of αVβ3 integrins with other ligands and membrane receptors of endotheliocytes and platelets, and
fixes cells on basal membrane. V1А receptors of vasopressin activate secretion of VEGF in platelets and pro-
liferation of myocytes. V2 receptors stimulate exocytosis of Weibel-Palade bodies and secretion of factor von
Willebrand in endotheliocytes inducing hemotaxis of smooth muscle cells and endotheliocytes. Activated
αVβ3 integrins interact physically with VEGFR-2 receptors of endotheliocytes and modulate stimulation of
angiogenic effects.

Keywords: proliferation, VEGFR-2 receptor, vasopressin receptor V1A, vasopressin receptor V2, platelet, endothe-
liocyte, platelet-endothelium PECAM-1, integrin αVβ3
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Материалы на основе гиалуроновой кислоты (ГК) активно используют в качестве скаффолдов для
решения задач тканевой инженерии. Один из способов их получения – реакция фотоиндуцируемой
сшивки, которая требует модификации ГК винильными группами, способными вступать в ради-
кальную реакцию под действием света. Важная характеристика модифицированной ГК (мГК) – ко-
личество привитых винильных групп, представленное в виде степени замещения (СЗ), отвечающей
за механические, химические и биологические свойства скаффолдов. В данной работе показана
возможность контролируемого управления СЗ путем изменения параметров реакции (состава и
концентрации компонентов, условий реакции), а также влияние СЗ на вязкость растворов мГК.
Продемонстрирован пример фотоиндуцированной реакции мГК в присутствии флавинмононук-
леотида в качестве инициатора для создания методом 3D-печати скаффолдов, которые не проявля-
ют цитотоксических свойств. Изучен характер роста фибробластов на поверхности скаффолда.

Ключевые слова: гиалуроновая кислота, глицидилметакрилат, скаффолды, полимераналогичные реакции
DOI: 10.31857/S0132342321040199

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время активно развивается такое

инновационное направление науки, как тканевая
инженерия, цель которой – создание конструк-
ций, способных поддерживать, восстанавливать
и замещать поврежденные ткани и органы. Осно-
вой таких конструкций служат скаффолды, пред-
ставляющие собой трехмерные каркасные струк-
туры, на поверхности и внутри которых могут за-
крепляться и пролиферировать клетки [1–3].
После имплантации скаффолдов в месте дефекта
формируется новая биоткань, а изначальный

каркас деградирует или удаляется хирургически.
Для применения в сфере тканевой инженерии
скаффолды должны удовлетворять ряду требова-
ний [4, 5]: 1) биосовместимость, отсутствие цито-
токсичности, иммуногенности и пирогенности
как самих изделий, так и продуктов их распада;
2) биодеградируемость, которая определяет воз-
можность замещения искусственных конструк-
ций собственными тканями организма; 3) свой-
ства поверхности, способствующие адгезии, про-
лиферации и сохранению функций клеток;
4) механическая прочность, аналогичная таковой
у замещаемой ткани; 5) оптимальная пористость
для свободного распределения клеток и выраба-
тываемого ими межклеточного матрикса, а также
для эффективного обмена веществ; при этом дол-
жен соблюдаться баланс между пористостью и
механической прочностью.

Помимо перечисленных требований, методи-
ка изготовления скаффолдов должна быть хоро-

Сокращения: ГК – гиалуроновая кислота; мГК – модифи-
цированная гиалуроновая кислота; ГМА – глицидилмет-
акрилат; ДМФА – диметилформамид; МТТ – 3-(4,5-диме-
тилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолиум бромид;
ПЭГДА – диакрилат полиэтиленгликоля; СЗ – степень за-
мещения; ТЭА – триэтиламин; ТЭАБ – тетраэтиламмо-
ний бромид; ФОК – фотоотверждаемая композиция.
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шо воспроизводимой, масштабируемой и эконо-
мически целесообразной. Скаффолды могут быть
изготовлены на основе металлов, керамики, син-
тетических и природных полимеров, а также их
композитов. Скаффолды на основе металлов и
керамики не подвергаются деградации, что может
вызывать осложнения при длительном примене-
нии. Использование для формирования скаф-
фолдов синтетических полимеров, имеющих пре-
имущественно гидрофобную поверхность, за-
трудняет прикрепление клеток, а также приводит
к появлению токсичных продуктов деградации,
как, например, в случае сополимера лактида с
гликолидом, допущенного FDA к применению
[4–6]. В последнее время большое внимание уде-
ляют материалам на основе природных полиме-
ров и их производных, особенно эндогенным со-
единениям, поскольку они a priori обладают хоро-
шей биосовместимостью и способностью к
ферментативной деградации в организме. Один
из таких полимеров – линейный полисахарид –
гиалуроновая кислота (ГК), состоящая из повто-
ряющихся неразветвленных звеньев глюкуроно-
вой кислоты и N-ацетилглюкозамина. ГК – один
из основных компонентов внеклеточного мат-
рикса, входит в состав соединительной, эпители-
альной и нервной тканей, содержится во многих
биологических жидкостях (слюне, синовиальной
жидкости и др.), а также принимает активное уча-
стие в пролиферации и миграции клеток [7, 8].
Однако изготовление скаффолдов на ее основе
затруднено из-за чрезвычайно высокого коэффи-
циента набухания и неспособности полисахарида
удерживать заданную форму гидрогеля.

Разработаны методы получения композитных
скаффолдов на основе ГК за счет образования не-
ковалентных связей, например, с коллагеном,
фиброином шелка, комплементарной ДНК или
поливиниловым спиртом [9–12], а также за счет
модификации ГК термочувствительными поли-
мерами [13]. Однако нековалентная сшивка не
способна решить проблему слабой механической
прочности гидрогелей ГК, поэтому перспектив-
ное направление – разработка методов получе-
ния скаффолдов ГК за счет реакции ковалентной
внутри- и межмолекулярной сшивки цепей ГК.
Один из подходов – модификация ГК путем вве-
дения винильных групп и проведение радикальной
реакции сшивки, которая может быть реализована
не только с участием химических реагентов, но и
под действием света. Фотоиндуцированные реак-
ции сшивки позволяют создавать материалы с тре-
буемыми физико-химическими свойствами при
сохранении биосовместимости и способности к
биодеградации. Изготовление скаффолдов может
проводиться методом микромолдинга или лазер-
ной 3D-печати [14–17], кроме того, формирова-
ние конструкции может быть реализовано непо-
средственно в живом организме без предвари-
тельной стадии in vitro [18].

Для получения производных ГК, содержащих
винильные группы, активно используют реакции
полимераналогичных превращений с участием
ангидрида метакриловой кислоты или глицидил-
метакрилата (ГМА) [19–22]. Ключевой параметр
при получении таких производных – концентра-
ция винильных групп, которая может быть пред-
ставлена в виде степени замещения (СЗ) групп
полимера остатками ГМА. СЗ влияет не только на
степень сшивки, но и на цитотоксичность, биоде-
градируемость и механические свойства получае-
мых скаффолдов. Управление СЗ – настраивае-
мый инструмент для получения скаффолдов с за-
данными свойствами. СЗ может быть оценена с
помощью ИК- [23] и 1H-ЯМР-спектроскопии
[20, 22], однако точное определение СЗ такими
методами затруднено вследствие высокой гигро-
скопичности и полимерной природы модифици-
рованной ГК (мГК), что приводит к уширению
пиков и появлению многочисленных шумов.
В данной работе количественное определение СЗ
проводили с помощью разработанного ранее [24]
титриметрического анализа при участии перман-
ганата калия. СЗ использовали в качестве пара-
метра, позволяющего сравнивать образцы мГК и,
соответственно, влияние условий на протекание
реакции полимераналогичных превращений.

Цель данной работы – анализ влияния пара-
метров реакции ГК с ГМА (условия и состав реак-
ционной смеси) на СЗ, которая определяет свой-
ства мГК и скаффолдов на ее основе. В работе
продемонстрирован способ получения скаффол-
дов в процессе фотоотверждаемой реакции при
использовании в качестве инициатора эндоген-
ного нетоксичного соединения флавинмононук-
леотида. Исследованы цитотоксические свойства
полученных скаффолдов и возможность культи-
вирования клеток на их поверхности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Полимераналогичная реакция ГК с ГМА для

введения звеньев с двойной связью может прохо-
дить как гетерофазная реакция в водной среде со
слабо растворимым в воде ГМА [19], гомофазная
реакция в органических растворителях после за-
мены иона натрия в ГК на липофильный ион тет-
рабутиламмония [20] или гомофазная реакция в
водно-органической среде [21]. В данной работе
для модификации ГК с помощью ГМА была вы-
брана простая и легко управляемая реакция в вод-
но-органической среде [21]. В результате прове-
дения данной реакции в среде вода/ДМФА = 1.6 : 1
(ГК 0.36 мас. %, тетраэтиламмоний бромид
(ТЭАБ) 0.36 мас. %, 18 мл ГМА на 1 г ГК) при 25°C
в течение 4 сут были получены образцы, в кото-
рых степень замещения групп ГК звеньями с
двойной связью (СЗ) составила 40%. Для анализа
влияния параметров реакции ГК с ГМА на СЗ и
использование их в качестве инструмента управ-
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ления СЗ исследовали изменение pH, времени
проведения реакции, температуры и соотноше-
ния ГК/ГМА в реакционной смеси, а также роль
катализатора межфазового переноса.

Влияние рН на СЗ в мГК. Влияние pH на СЗ в
мГК оценивали в исходной реакционной смеси
при нейтральном pH 6–7, в щелочной среде
(pH 12), полученной при замене катализатора
ТЭАБ на триэтиламин (ТЭА), и кислой среде
(pH 4.5), полученной при добавлении HCl к ис-
ходной реакционной смеси. Показано, что в ще-
лочной среде СЗ в образцах была в 2 раза ниже
(21%), чем в кислой и нейтральной средах
(~40–41%) при остальных одинаковых условиях.
Согласно литературным данным [21], полимер-
аналогичная реакция ГК с ГМА в водно-органи-
ческой среде может протекать по двум основным
механизмам: за счет обратимой переэтерифика-
ции остатка метакриловой кислоты ГМА и за счет
необратимой реакции с раскрытием эпоксидного
кольца глицидила (рис. 1). Подтверждение таких
механизмов представлено в работе Reis et al. [25]
на примере модельных полимеров, содержащих
только гидроксильные функциональные группы
(поливиниловый спирт) или только карбоксиль-
ные группы (полиакриловая кислота). Было по-
казано, что при pH 3.5 ГМА взаимодействует как
с гидроксильными, так и с карбоксильными груп-
пами через раскрытие эпоксидного кольца, а при
pH 10.5 ГМА подвергается гидролизу и реагирует
лишь с гидроксильными группами по обоим ме-

ханизмам, при этом предпочтительным механиз-
мом выступает раскрытие эпоксидного цикла.
Сложный механизм реакции полисахаридов с
ГМА рассмотрен в работе Li et al. [26]. Авторы ис-
следовали реакцию хондроитинсульфата с ГМА,
в результате которой при щелочных (pH 8.5) и
близких к нейтральным (рН 6.4) условиям обра-
зуются различные продукты благодаря одновре-
менному протеканию нескольких процессов:
сначала проходят переэтерификация и модифи-
кация через раскрытие эпоксидного кольца, за-
тем полученные продукты могут подвергаться
гидролизу с образованием немодифицированно-
го полисахарида, полисахарида со звеньями гли-
церина, метакриловой кислоты и глицидила.
Следует отметить, что гидролиз и переэтерифи-
кация протекают в меньшей степени при pH 6.4,
чем при pH 8.5, а при pH 3.0 гидролиз сложно-
эфирных связей практически отсутствует, поэто-
му модификация преимущественно протекает че-
рез раскрытие эпоксигруппы.

С учетом описанных механизмов можно сде-
лать вывод, что при щелочном pH наряду с реак-
цией присоединения винильных групп протекает
гидролиз, что снижает СЗ в конечном продукте.
Кроме того, практически одинаковые значения
СЗ, полученные в нейтральных и кислых услови-
ях (~40–41%), свидетельствуют о незначительном
гидролизе при нейтральном pH. Таким образом,
оптимальный процесс реализуется при проведе-
нии реакции модификации ГК в нейтральной

Рис. 1. Схема реакции модификации гиалуроновой кислоты с помощью глицидилметакрилата: 1 – необратимая реак-
ция раскрытия эпоксидного кольца; 2 – обратимая реакция переэтерификации; 3 – гидролиз. R1 = CH2, R2 = C=O.
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среде, в которой возможно контролируемо управ-
лять СЗ благодаря минимизации вклада побоч-
ных реакций. В случае данного процесса наибо-
лее подходящий катализатор – ТЭАБ, не повы-
шающий рН среды и служащий катализатором
фазового переноса, позволяющим проводить
процесс как в водной, так и органической среде.

Влияние времени и температуры на СЗ в мГК.
Реакцию модификации ГК проводили в течение
4 сут, в отличие от описанных в литературе про-
цессов, время проведения которых составляло
5–10 сут при рН 12 [21]. Такой протокол был вы-
бран, исходя из результатов измерения СЗ в про-
дукте каждые сутки в течение 6 сут реакции, кото-
рые опубликованы нами ранее [24]. Выявлено,
что после 4 сут СЗ значительно не изменялась при
дальнейшем протекании реакции. Результаты
имели хорошую воспроизводимость по СЗ и
обеспечивали требуемую сшивку при фотоинду-
цированном формировании гидрогелей. Прове-
дение реакции при нейтральном pH значительно
снижает гидролиз, а значит, повышает СЗ, поэто-
му время проведения реакции в течение 4 сут –
оптимально при температуре 25°С.

Повышение температуры проведения процес-
са с 25 до 40°С позволило уменьшить время реак-
ции и повысить СЗ (рис. 2). Так, для получения
40% СЗ в ГК при 25°C требуется проведение реак-
ции в течение 4 сут, а при 40°C – в течение 2 сут.
Это может быть связано с тем, что при более вы-
сокой температуре соблюдается принцип Вант-
Гоффа, и происходит увеличение скорости необ-
ратимой реакции раскрытия эпоксидного кольца,
кроме того, может увеличиваться растворимость
ГМА в реакционной смеси. Дальнейшее увеличе-
ние температуры реакции может приводить к тер-

могидролизу ГК и снижать молекулярную массу
продуктов [27].

Влияние соотношения компонентов и времени на
СЗ в мГК. Один из эффективных инструментов
управления СЗ при проведении реакции полимер-
аналогичных превращений ГК – изменение кон-
центрации компонентов в исходной смеси. Пока-
зано, что увеличение концентрации органиче-
ской фазы от соотношения вода/ДМФА = 1.6 : 1 до
1.2 : 1 позволяет получать мГК практически с тем
же содержанием винильных групп на 4-е сут при
25°C (~40%) без добавления ТЭАБ (рис. 2). Такой
эффект может быть связан с увеличением содер-
жания ДМФА, который повышает растворимость
ГМА и, соответственно, приводит к получению
более гомогенной системы, в которой не требует-
ся участие катализатора фазового переноса
ТЭАБ.

Изменение концентрации ГМА в реакцион-
ной смеси при прочих равных условиях позволяет
эффективно управлять СЗ. Как видно на рис. 3,
повышение концентрации ГМА в системе приво-
дит к увеличению СЗ, которая может достигать
64%. Эксперимент проводили при 40°С и соотно-
шении фаз вода/ДМФА = 1.2 : 1.

При этом важно отметить, что повышение
концентрации ГМА > 18 мл на 1 г ГК не приводит
к значительному росту СЗ в данном временном
интервале, что делает неэффективным дальней-
шее увеличение количества ГМА в реакционной
смеси. Также стоит отметить, что увеличение
концентрации ГК с 0.36 до 0.56 мас. % при неиз-
менности всех остальных параметров значитель-
но не влияет на конечную СЗ, однако позволяет
снизить расход всех остальных реагентов в реак-
ционной смеси.

Таким образом, для получения мГК с макси-
мальной СЗ необходимо проводить реакцию в

Рис. 2. Зависимость степени замещения в мГК от вре-
мени проведения реакции с глицидилметакрилатом
(18 мл на 1 г ГК) при 25 и 40°С, а также при соотноше-
нии вода/ДМФА = 1.6 : 1 (с ТЭАБ) и вода/ДМФА =
= 1.2 : 1 (без ТЭАБ). Приведены усредненные значе-
ния трех независимых измерений.
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Приведены усредненные значения трех независимых
измерений.
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нейтральной среде при повышенной температуре
(40°C) с содержанием ГМА ≥ 18 мл на 1 г ГК не
менее 4 сут.

Влияние СЗ на вязкость растворов модифициро-
ванной ГК. Важная характеристика мГК – вяз-
кость ее растворов, оказывающая сильное влия-
ние на подвижность радикалов при проведении
реакции фотоиндуцируемой сшивки. Была изме-
рена кинематическая вязкость разбавленных рас-
творов мГК (0.5 мас. %) в зависимости от СЗ
(рис. 4) с использованием метода капиллярной
вискозиметрии. Снижение вязкости при повы-
шении СЗ может быть связано с увеличением ко-
личества гидрофобных звеньев ГМА. В результате
происходит снижение числа водородных связей,
что, соответственно, приводит к уменьшению
гидратных оболочек молекул ГК и снижению
межмолекулярного трения. Несмотря на то что
измерение проводили для разбавленных раство-
ров мГК, данная тенденция, связанная со сниже-
нием вязкости при повышении СЗ, сохраняется и
для фотоотверждаемых композиций (ФОК) с вы-
соким содержанием мГК (20 мас. %), что оказы-
вает большое влияние на параметры 3D-печати.

Скаффолды на основе мГК. Определено, что
для экструзионной 3D-печати оптимальный диа-
пазон СЗ мГК – 30–55%, что соответствует вяз-
кости, необходимой для получения скаффолдов с
требуемыми свойствами. При СЗ < 30% высокая
вязкость образцов затрудняет экструзию и не поз-
воляет получать скаффолды требуемой степени
сшивки. При СЗ > 55% невозможно получить об-
разцы, сохраняющие форму при экструзии. В ка-
честве оптимального варианта СЗ для экструзии
была выбрана мГК с содержанием винильных
групп 40%; на ее основе были получены ФОК для
3D-печати, как описано в работе Savelyev et al.
[15]. В качестве фотоинициатора для данных
ФОК использовали флавинмононуклеотид (так-
же известный как витамин B2), который, как и
ГК, – эндогенный биосовместимый компонент в
композиции. В ФОК также добавляли диакрилат
полиэтиленгликоля (ПЭГДА) как инструмент для
тонкой настройки свойств скаффолдов – для
уменьшения набухания и деформации формы го-
товых скаффолдов после контакта с водными
растворами, в частности с клеточной средой [17].
Следует отметить, что при использовании ГК с
СЗ > 60% коэффициент набухания значительно
снижается, и в этом случае скаффолды могут быть
получены без участия ПЭГДА. Были напечатаны
7-слойные скаффолды в виде решетки с перио-
дом 1.9 мм (рис. 5).

Полученные решетчатые скаффолды были
проинкубированы с культурой фибробластов че-
ловека Bj-5ta в течение 14 сут. На 7-е и 14-е сут с
некоторыми образцами был проведен МТТ-тест.
Он показал не только отсутствие цитотоксично-
сти, но и значительный прирост количества кле-
ток во времени (рис. 6).

Как видно из микрофотографий, приведенных
на рис. 7, прикрепление клеток к скаффолдам
происходит неравномерно, как правило – в виде
клеточных агрегатов в узлах решетки, что согласуется
с данными о слабой адгезии клеток к немодифици-
рованной ГК [28, 29]. Однако за 14 сут клетки спо-
собны колонизировать поверхность скаффолдов не
только на узлах, но и на балках решетки.

Данные микроскопии и МТТ-теста показыва-
ют отсутствие цитотоксичности, умеренную адге-
зию клеток к поверхности скаффолдов и рост
клеток в течение 14 сут инкубирования. Адгезия
клеток к поверхности скаффолдов может быть
повышена за счет ее покрытия другими биосов-
местимыми веществами, формирующими поли-
электролитный комплекс с ГК, например, колла-
геном, хитозаном или поли-L-лизином [30].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. Натриевую соль гиалуроновой
кислоты (ГК, ~100 кДа), глицидилметакрилат
(ГМА), триэтиламин (ТЭА), тетраэтиламмоний
бромид (ТЭАБ), перманганат калия (KMnO4) и
полиэтиленгликоль диакрилат (ПЭГДА, ~575 Да)
(Merck, Германия), а также ацетон, диметилфор-
мамид (ДМФА), диметилсульфоксид, концен-
трированную соляную кислоту (Химмед, Россия)
применяли без дополнительной очистки. Ис-
пользовали коммерческие препараты флавинмо-
нонуклеотид (Фармстандарт, Россия) и Амфоте-
рицин B (ОАО “Синтез”, Россия). Пенициллин-
стрептомицин, фосфатно-солевой буфер (pH 7.4),
среда DMEM с 10% фетальной бычьей сыворотки и
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетра-
золиум бромид (краситель MTT) были получены
из ПанЭко (Россия).

Получение мГК. Для проведения реакции ГК
растворяли в дистиллированной воде в концен-
трации 0.50 или 0.77 мас. %. После полного рас-

Рис. 4. Кинематическая вязкость водных растворов
мГК (0.5 мг/мл) в зависимости от степени замеще-
ния. Приведены усредненные значения трех незави-
симых измерений.
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творения ГК добавляли ДМФА в объемном соот-
ношении вода/ДМФА = 1.6 : 1 (или 1.2 : 1) для полу-
чения водно-органической среды для растворения
ГМА. Для предотвращения роста микроорганизмов
в реакционную смесь также добавляли на 100 мл
воды 500 мкл пенициллин-стрептомицина
(5000 ед./мл пенициллина G и 5000 мкг/мл стреп-
томицина) и 128 мкл амфотерицина B (5 мг/мл).
Для изучения влияния катализаторов межфазно-
го переноса в реакционную смесь добавляли ТЭА
или ТЭАБ в массовом соотношении ГК/катали-
затор = 1 : 4.2 или 1 : 0.64 соответственно. После
тщательного перемешивания всех компонентов
вводили ГМА в различном соотношении ГК/ГМА
(г/мл): 1 : 6, 1 : 8, 1 : 12, 1 : 14, 1 : 18 и 1 : 24. После рас-
творения ГМА реакционную смесь оставляли при

постоянном перемешивании при 25 или 40°С на
1, 2, 3 или 4 сут. Для остановки реакции и выделе-
ния мГК продукт осаждали в 7-кратном избытке
ацетона и отделяли осадок центрифугированием.
Для очистки продукта осадок растворяли в ди-
стиллированной воде и диализовали против
10-кратного избытка дистиллированной воды в
течение 3 сут с ежедневной сменой воды. После
очистки продукт замораживали и лиофильно высу-
шивали в течение 2 сут до полного удаления воды.

Определение степени замещения мГК реакцией
Вагнера. Для количественного определения при-
витых винильных групп использовали реакцию
KMnO4 с двойными связями мГК, контролируемую
по изменению цвета. Для этого 1 мл 0.025%-ного
водного раствора KMnO4 (стандарт) титровали
0.5%-ным водным раствором мГК до полного из-
менения окраски (от фиолетовой к желтой).
Окончание реакции подтверждали спектрофото-
метрически по исчезновению пиков поглощения
KMnO4 в области 450–600 нм. Все спектры погло-
щения регистрировали на УФ-ВИД-спектрофо-
тометре Evolution 201 (Thermo Fisher Scientific,
США).

Степень замещения (СЗ) ГК винильными
группами определяли как отношение количества
привитых звеньев с двойной связью к суммарно-
му количеству дисахаридных звеньев в исследуе-
мых образцах. Количество двойных связей, кото-
рое необходимо для полного восстановления
стандартного раствора KMnO4, определяли тит-
рованием этого стандарта водным раствором сво-
бодного ГМА, как описано в работе Sochilina et al.
[24]. Количество дисахаридных звеньев опреде-
ляли по тому количеству аналита мГК, которое

Рис. 5. Изображение скаффолда из мГК, полученное методом сканирующей электронной микроскопии. Масштаб-
ный отрезок – 1 мм.

Рис. 6. Рост иммортализованных фибробластов чело-
века Bj-5ta на поверхности скаффолдов. Представле-
ны результаты МТТ-теста. Приведены усредненные
значения пяти независимых измерений.

0.8

0.6

0.4

0.2

0
7 сут 14 сут

П
ог

ло
щ

ен
ие

, у
. е

.



492

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 4  2021

СОЧИЛИНА и др.

требовалось для полного восстановления стан-
дартного раствора KMnO4.

Вискозиметрия растворов мГК. Для измерения
кинематической вязкости разбавленных раство-
ров мГК (0.5%) использовали вискозиметры
ВПЖ-2 0.34 и ВПЖ-2 0.56 (ЭКРОСХИМ, Рос-
сия). Для подсчета вязкости высчитывали время
истечения жидкости из камеры вискозиметра при
37°С, затем использовали следующую формулу:

где V – кинематическая вязкость жидкости,
мм/с2; g – ускорение свободного падения в месте
измерений, м/с2; K – постоянная вискозиметра,
мм2/с2; T – время истечения жидкости, с. Кон-
станты вискозиметров составляли 0.003410 мм2/с2

для ВПЖ-2 0.34 и 0.008745 мм2/с2 для ВПЖ-2
0.56. Ввиду широкого разброса вязкостей образ-
цов мГК для СЗ > 45% использовали вискозиметр
ВПЖ-2 0.34, а для СЗ < 45% и немодифицирован-
ной ГК – ВПЖ-2 0.56.

Получение фотоотверждаемых композиций
(ФОК) и скаффолдов на основе мГК. Для приго-
товления композиций, способных к фотоотвер-
ждению, мГК, ПЭГДА и флавинмононуклеотид

,
9.807

gV K T= × ×

смешивали вместе в фосфатно-солевом буфере и
обрабатывали в ультразвуковой ванне в течение
1 ч. Затем смесь оставляли на 24 ч в темноте и сно-
ва обрабатывали в ультразвуковой ванне 1 ч до
приготовления гомогенной ФОК. Манипуляции
при необходимости повторяли, если композиции
не сразу получались гомогенными. Конечные со-
отношения компонентов составляли: 20 мас. %
мГК, 5 мас. % ПЭГДА и 0.01 мас. % флавинмоно-
нуклеотида, аналогично работе Savelyev et al. [15].
Все манипуляции с ФОК проводили при желтом
свете, чтобы избежать преждевременного фото-
отверждения. Скаффолды печатали на 3D-прин-
тере в виде решетчатых структур. Сначала ФОК
загружали в шприц с фильерой в виде капилляра
длиной 5 мм и диаметром 250 мкм. Экструзию
ФОК запускали поршнем шприца. Скорость дви-
жения поршня, как и позицию шприца X-Y-Z,
контролировали G-кодом в программе Repetier.
Фотоотверждение экструдируемой ФОК прово-
дили лазерным облучением синим светом при
450 нм (интенсивность облучения составляла
70 мВ/см2). После изготовления скаффолды до-
полнительно оставляли в герметичной емкости
под лазерным облучением 450 нм интенсивно-
стью 5 мВт/см2 на 3 ч для обеспечения полного
протекания кросс-сшивки.

Рис. 7. Оптическая микроскопия скаффолдов с культурой фибробластов человека Bj-5ta в течение 1 сут (а), 6 сут (б),
9 сут (в) и 14 сут (г) инкубации. Стрелки указывают на клеточные агрегаты. Масштабный отрезок – 300 мкм.

(а) (б)

(в) (г)



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 4  2021

ПОЛУЧЕНИЕ МОДИФИЦИРОВАННОЙ ГИАЛУРОНОВОЙ КИСЛОТЫ 493

Испытания мГК скаффолдов с клетками in vitro.
Скаффолды мГК помещали на неадгезивную
(агарозную) поверхность 24-луночного планшета
и вносили в каждую лунку по 105 клеток имморта-
лизованных фибробластов человека Bj-5ta (клет-
ки были получены из Банка опухолевых штаммов
ФГБУ “НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина”
Минздрава России) в 1 мл среды DMEM, содер-
жащей 10% фетальной бычьей сыворотки. Клетки
инкубировали при 37°С и 5% СО2 в течение 14 сут,
каждые 3 сут проводили полную замену среды.
Прикрепление и рост клеток контролировали с
использованием инвертированного микроскопа
Olympus CKX53 (Olympus, Япония).

МТТ-тест. Количественную оценку роста кле-
ток на поверхности скаффолдов, а также исследо-
вание динамики колонизации матриксов прово-
дили с помощью МТТ-теста. Для этого в лунки
24-луночного планшета, содержащие скаффолды
с прикрепленными к ним клетками, добавляли
краситель МТТ до финальной концентрации
0.5 мг/мл и инкубировали при 37°С и 5% СО2 в те-
чение 3 ч. Затем скаффолды с окрашенными
клетками переносили в чистые лунки, промывали
в фосфатно-солевом буфере для удаления непри-
крепившихся клеток и элюировали образовав-
шийся формазан с использованием диметилсуль-
фоксида (400 мкл на лунку, 20 мин при комнат-
ной температуре). Концентрацию формазана
определяли спектрофотометрически (Multiskan
FC, США) при длине волны 570 нм. Скаффолды,
не заселенные клетками, использовали в качестве
контроля.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе предложен подход для эффек-
тивного управления степенью замещения гиалу-
роновой кислоты, модифицированной глици-
дилметакрилатом, путем изменения различных
параметров реакции (pH, время, температура,
тип катализатора, соотношение ГК/ГМА). Такой
подход позволяет точно контролировать свойства
получаемых производных гиалуроновой кислоты
в зависимости от конечных целей использования.
В результате проведенного исследования были
получены фотоотверждаемые композиции, опти-
мизированные под 3D-печать, и изготовлены скаф-
фолды, способные обеспечивать адгезию, рост и
пролиферацию клеток на своей поверхности.

Проведенное исследование – базовая плат-
форма для дальнейшего развития технологии по-
лучения скаффолдов на основе гиалуроновой
кислоты, в том числе создаваемых in situ в живом
организме. Кроме того, разработанный подход
позволяет получать скаффолды уникальной архи-
тектуры, например, в виде полых цилиндров для
замещения поврежденных сосудов, что открыва-

ет новые возможности их использования в реге-
неративной медицине.
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Preparation of Modified Hyaluronic Acid with Controlled Content of Vinyl Groups 
for Scaffold Production by Photoinduced Cross-Linking Method
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Materials based on hyaluronic acid (HA) are actively used as scaffolds for tissue engineering tasks. One of the
methods for their preparation is the reaction of photoinduced crosslinking, which requires modification of
HA with vinyl groups capable of radical reactions under light irradiation. An important characteristic of
modified HA (mHA) is the amount of grafted vinyl groups represented as the degree of substitution (DS), which
is responsible for mechanical, chemical, and biological properties of scaffolds. In this work the possibility of con-
trolled DS regulation via reaction parameters change (composition and concentration of chemical agents, reaction
conditions) is shown, as well as the effect of DS on the viscosity of mHA solutions. An example of photoinduced
reaction of mHA in the presence of flavin mononucleotide as initiator for noncytotoxic scaffold production by 3D
printing is demonstrated. Aspects of fibroblast growth on scaffold surface were studied.

Keywords: hyaluronic acid, glycidyl methacrylate, scaffolds, polymer analagous reactions
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α-Нейротоксины скорпионов – небольшие белки, способные ингибировать инактивацию потен-
циал-чувствительных натриевых каналов. Они могут селективно действовать на каналы млекопита-
ющих (млекотоксины), каналы насекомых (инсектотоксины) либо на оба типа каналов (α-подоб-
ные токсины). Модель, полноценно объясняющая селективность исходя из аминокислотной по-
следовательности, еще не предложена, однако уже установлены некоторые закономерности. Так, у
большей части млекотоксинов имеется остаток D8, участвующий в формировании так называемого
мотива гнезда, но до сих пор не ясно, участвует ли этот остаток во взаимодействии с каналами. За-
дачей нашего исследования было получить производное α-подобного токсина BeM9 с заменой ли-
зина в 8-м положении на глутамат (K8E), изменив заряд, но при этом исключив образование мотива
гнезда. Кроме того, мы заменили тирозин в 17-м положении на характерный для млекотоксинов
глицин (Y17G). Неожиданно оказалось, что производное с двумя заменами BeM9EG утратило актив-
ность на каналах млекопитающих, став инсектотоксином. Чтобы объяснить эти изменения, мы по-
строили пространственные модели комплексов BeM9 и BeM9EG с каналами, а также провели рас-
четы молекулярной динамики изолированных токсинов. Анализ межмолекулярных контактов в
комплексах не позволил объяснить причину изменения селективности. Тем не менее структура
внутримолекулярных контактов и данные по молекулярной подвижности указывают на важную
роль остатков K8 и Y17 в стабилизации определенной конформации петель BeM9. Мы предполага-
ем, что замена этих остатков аллостерически влияет на эффективность связывания токсинов с ка-
налами.

Ключевые слова: нейротоксины, потенциал-чувствительные натриевые каналы, белковая инженерия,
молекулярная динамика
DOI: 10.31857/S0132342321040060

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время продолжается разработка

соединений, способных избирательно воздей-
ствовать на мишени в нервной системе насекомых,
такие как потенциал-чувствительные натриевые
каналы (ПЧНК). ПЧНК – трансмембранные бел-
ки, состоящие из четырех гомологичных повторов
(D I–IV). Первые четыре спирали (S1–S4) каждо-

го повтора и петли между ними составляют по-
тенциал-чувствительный домен (ПЧД), реагиру-
ющий на изменение трансмембранного потенци-
ала; еще две спирали (S5 и S6) входят в состав
единого пóрового домена (ПД), пропускающего
ионы. Активация ПЧД I–III необходима для от-
крытия ПД, в то время как активация ПЧД IV
приводит к быстрой инактивации каналов [1, 2].

Среди природных нейротоксинов находят мо-
дуляторы и блокаторы ионных каналов, зача-
стую имеющие белковую природу и селективно
действующие на определенный вид каналов у
определенных организмов. В частности, в яде
скорпионов найдены так называемые α-токси-

Сокращения: ПД – поровый домен; ПЧД – потенциал-
чувствительный домен; ПЧНК – потенциал-чувствитель-
ные натриевые каналы; BeM9EG – производное α-подоб-
ного токсина скорпиона; α-NaTx – α-нейротоксины скор-
пионов.

# Автор для связи: (эл. почта: avas@ibch.ru).

УДК 595.461:577.112.6:615.919
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ны (α-NaTx), ингибирующие инактивацию ПЧНК
за счет связывания с ПЧД IV (петли S1–S2 и S3–S4)
и ПД I (петля S5–S6) каналов [3]. Некоторые
α-NaTx могут избирательно воздействовать на ка-
налы млекопитающих (их называют млекотокси-
нами), другие – на каналы насекомых (инсекто-
токсины), а третьи (α-подобные) характеризуют-
ся широким спектром активности [4, 5].
Изучение природы селективности α-NaTx может
помочь не только в фундаментальных исследова-
ниях: специфичные инсектотоксины, по-види-
мому, могут использоваться в качестве инсекти-
цидов, безопасных для позвоночных [6].

В 2013 г. после сравнительного анализа
свойств молекулярной поверхности разных групп
α-NaTx была выдвинута гипотеза, что их селек-
тивность определяется прежде всего модулем
специфичности – частью токсина, образованной
N-концевой областью (называемой также RT-пет-
лей), петлей в шпильке β2–β3 и C-концевой обла-
стью токсина, скрепленной с N-концевой частью
дисульфидной связью (рис. 1а) [7]. Исследован-
ная недавно с помощью криоэлектронной мик-
роскопии структура комплекса млекотоксина
Aah2 из яда скорпиона Androctonus australis с хи-
мерным ПЧНК показала, что модуль специфич-
ности действительно формирует контакты с кана-
лом, тогда как остальная часть токсина (сердцевин-
ный модуль) практически не взаимодействует с
каналом [3].

α-Подобный токсин M9 (BeM9) из яда скор-
пиона Mesobuthus eupeus (ранее назывался Buthus
eupeus) – один из наиболее изученных α-NaTx;
его пространственная структура была исследова-
на в Институте биоорганической химии еще в
1980-х гг., став первой изученной структурой
α-NaTx [8, 9]. Ранее мы использовали этот
α-NaTx для получения на его основе специфич-
ного млекотоксина: на каркас BeM9 был перене-
сен модуль специфичности токсина Aah2; кроме
того, потребовалась замена нескольких амино-
кислотных остатков сердцевинного модуля [10].
Внимательное изучение пространственного стро-
ения BeM9 выявило ключевое значение остатка
R60 в C-концевой области токсина для организа-
ции модуля специфичности за счет формирова-
ния сети водородных связей с образованием осо-
бого варианта мотива “ниши” – так называемой
“аргининовой руки” [11]. Мутант R60K теряет воз-
можность взаимодействовать с каналами млекопи-
тающих, становясь инсектотоксином.

В данном исследовании мы сосредоточились
на роли другой части модуля специфичности
(RT-петле; рис. 1б) и получили новое производ-
ное BeM9, обладающее избирательностью в отно-
шении ПЧНК насекомых.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор аминокислотных замен для модификации
BeM9. Сравнение аминокислотных последова-
тельностей α-NaTx показало, что у млекотокси-
нов в RT-петле присутствует высококонсерватив-
ный остаток аспарагиновой кислоты в 8-м поло-
жении. У инсектотоксинов и α-подобных
токсинов в этом положении обычно имеется ней-
тральный (Q) или положительно заряженный
остаток (K, как у BeM9). Интересно при этом, что
у классического инсектотоксина BjαIT из яда
Hottentotta judaicus здесь, как и у млекотоксинов,
находится остаток аспарагиновой кислоты [12].
Внимательный анализ пространственной струк-
туры различных α-NaTx показал, что у млекоток-
синов данный остаток участвует в поддержании
определенной конформации RT-петли за счет
формирования множества водородных связей с
‒NH-группами основной цепи (так называемый
мотив гнезда [13], рис. 1в). Мы решили узнать, иг-
рает ли непосредственно отрицательный заряд
остатка в 8-м положении важную роль во взаимо-
действии с каналами млекопитающих. Чтобы при
этом предотвратить образование мотива гнезда,
мы провели замену K8 у BeM9 на остаток не ас-
паргиновой, а глутаминовой кислоты, длина
боковой цепи которой не оптимальна для этого
мотива.

Как было обнаружено ранее [7], RT-петля у
млекотоксинов характеризуется сравнительно
высокой подвижностью. Отчасти это объясняет-
ся тем, что на участке, соединяющем RT-петлю с
α-спиралью, у млекотоксинов встречается харак-
терный остаток глицина G17 (по нумерации
Aah2). На основании анализа аминокислотных
последовательностей и пространственной струк-
туры α-NaTx мы предположили, что изменение
заряда и подвижности RT-петли за счет двух мута-
ций (K8E и Y17G, рис. 1г) придаст α-подобному
токсину BeM9 специфичность к каналам млеко-
питающих. Для проверки этого предположения
мы приступили к получению производных BeM9
с указанными заменами.

Получение рекомбинантного BeM9 и его произ-
водных. Для получения достаточного материала
для исследования активности мы использовали
бактериальную экспрессионную систему и плазми-
ду, кодирующую BeM9, полученную в предыдущем
исследовании [7, 11]. ДНК, кодирующая BeM9-K8E
(BeM9E) и BeM9-K8E,Y17G (BeM9EG), была полу-
чена с помощью ПЦР с перекрывающимися синте-
тическими олигонуклеотидами. Гены целевых по-
липептидов клонировали в одной рамке считыва-
ния с геном белка-носителя тиоредоксина (Trx).
Слитные белки Trx-BeM9, Trx-BeM9E и Trx-
BeM9EG выделяли из общего лизата бактериаль-
ных клеток с помощью металл-хелатной хромато-
графии. Целевые полипептиды отделяли от Trx с
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использованием бромциана. Хроматографиче-
ская чистота полипептидов более 95% была до-
стигнута с помощью двух раундов ВЭЖХ.

Корректный синтез целевых полипептидов с
образованием дисульфидных связей был под-
твержден путем измерения молекулярной массы
очищенных продуктов методом MALDI-масс-
спектрометрии: измеренные массы BeM9, BeM9E

и BeM9EG составляли 7335.1, 7336.1 и 7230.1 Да со-
ответственно (расчетные массы 7335.2, 7336.2 и
7230.0 Да); выход – 2 мг с 1 л среды LB. Суще-
ственная проблема при гетерологической экс-

прессии белков – правильное формирование ди-
сульфидных связей. В случае BeM9 и его произ-
водных эта проблема решается за счет Trx:
известно, что он способствует корректному фол-
дингу дисульфид-содержащих белков [15]. Недав-
но решенная с помощью спектроскопии ЯМР
пространственная структура рекомбинантного
BeM9 подтверждает корректность образования
S–S-мостиков [11].

Изучение активности производных BeM9 на
ПЧНК. Эффекты производных BeM9 были изу-
чены в сравнении с исходным токсином в кон-

Рис. 1. Структура α-NaTx. (a) – Общий план строения на примере α-подобного токсина BeM9 (PDB ID: 5MOU [11]).
Зеленым цветом выделен модуль специфичности согласно гипотезе [7], состоящий из RT-петли, β2–β3-петли и С-кон-
цевого участка, тогда как остальная часть называется сердцевинным модулем; голубым цветом показан β-лист из трех
β-тяжей (β1–β3), оранжевым – α-спираль, желтым – связи атомов серы, участвующих в построении дисульфидных мости-
ков, фиолетовым – аминокислотные остатки, подверженные заменам; (б, в) – строение RT-петли у BeM9 и типичного мле-
котоксина Aah2 (PDB ID: 1PTX [14]). У Aah2 наблюдается мотив гнезда: боковая цепь остатка D8 ориентирована внутрь RT-
петли и образует водородные связи (показаны красным пунктиром) с –NH-группами основной цепи остатков V10 и N11,
тогда как у BeM9 K8 ориентирован наружу и систему связей не образует; (г) – сравнение аминокислотных последователь-
ностей BeM9, его двойного мутанта BeM9EG и Ааh2. Цветовые обозначения аналогичны панели (а).
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центрации 1 мкМ в отношении ряда ПЧНК. Был
применен стандартный подход, подразумеваю-
щий экспрессию генов каналов (α-субъединиц и
соответствующих вспомогательных β-субъеди-
ниц) в ооцитах Xenopus laevis (рис. 2). Как и исход-
ный токсин, BeM9E и BeM9EG не проявляли ак-
тивности в отношении Nav1.2, но были активны
на канале таракана BgNav1, хотя активность стала
менее выраженной (табл. 1). В отличие от BeM9,
у BeM9E была резко снижена активность на Nav1.5
и Nav1.6, тогда как BeM9EG не проявил активно-
сти на этих каналах вообще. Таким образом,
BeM9EG не был активен на всех протестирован-

ных каналах млекопитающих и был классифици-
рован как инсектотоксин.

В 2019 г. была определена пространственная
структура комплекса химерного канала
hNav1.7-NavPas (фрагменты аминокислотной по-
следовательности канала таракана Periplaneta
americana NavPas, включая внеклеточные петли
ПЧД IV и контактирующий участок ПД I, были
заменены на соответствующие участки канала че-
ловека Nav1.7) с млекотоксином Aah2 (PDB ID:
6NT4 [3]). Мы предположили, что модели ком-
плексов BeM9 с ПЧНК млекопитающих и насе-
комых, построенные на ее основе, могут объяс-
нить природу селективности BeM9EG. Для этого

Рис. 2. Активность токсина BeM9 и его производных на изоформах потенциал-чувствительных натриевых каналов.
Показаны токи через мембрану ооцитов, экспрессирующих клонированные изоформы ПЧНК, в контроле и после ин-
кубации с токсинами в концентрации 1 мкМ. Пунктирная линия показывает нулевой уровень тока. Амплитуда тока
приведена в условных единицах I/(|Imin|) (см. пояснения в “Эксперим. части”). Представлены репрезентативные за-
писи по крайней мере трех независимых экспериментов.
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Таблица 1. Активность токсина BeM9 и его производных в отношении потенциал-чувствительных натриевых
каналов

Примечание: Н/а – нет активности. Указаны значения I30 мс/Imin или I5 мс/Imin (для Nav1.5), пояснения в “Эксперим. части”.
Приведены средние значения ± стандартное отклонение, в скобках указано число независимых экспериментов (n).

Токсин Nav1.2 Nav1.4 Nav1.5 Nav1.6 BgNav1

BeM9 Н/а (3) 0.23 ± 0.03 (4) 0.46 ± 0.03 (3) 0.60 ± 0.04 (8) 1.93 ± 0.05 (7)

BeM9E Н/а (3) Н/а (4) 0.05 ± 0.01 (4) 0.05 ± 0.04 (3) 1.16 ± 0.03 (5)

BeM9EG Н/а (3) Н/а (4) Н/а (4) Н/а (4) 0.56 ± 0.06 (6)
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Рис. 3. Модели комплексов потенциал-чувствительных натриевых каналов с α-токсином BeM9 и его мутантом
BeM9EG. (а) – Общий вид комплекса ПЧНК с α-NaTx с внеклеточной стороны. ПЧНК изображен цветной поверхно-
стью с индивидуально раскрашенными гомологичными повторами: D I (фиолетовый), D II (синий), D III (голубой), D IV
(зеленый). Расположенные в центре части каждого повтора формируют ПД, дистальные части образуют ПЧД I–IV. Токсин
(показан оранжевым) связывается с каналом в области ПЧД IV, частично захватывая ПД I; (б) – сайт связывания ток-
сина (увеличен). Петля S3–S4 обозначена светло-зеленым, S1–S2 – темно-зеленым, ПД I – фиолетовым, C-конец
токсина отмечен синей сферой; (в, г) – ионные связи RT-петли BeM9 c S3–S4-петлей ПЧНК. Желтым показана молекула
токсина (BeM9 на панели (в) и BeM9EG на панели (г)), голубым – Nav1.4, зеленым – BgNav. Оранжевым выделены ключе-
вые аминокислотные остатки токсина, участвующие во взаимодействии с каналами или подверженные мутагенезу.
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были построены статичные модели BeM9 и
BeM9EG с каналами Nav1.4 человека и BgNav тара-
кана и изучены межмолекулярные контакты в
них (подробности моделирования см. в “Экспе-
рим. части”). Мы ожидали увидеть явное измене-
ние межмолекулярных контактов, способствую-
щее потере аффинности BeM9EG к каналам мле-
копитающих, однако результаты простейшего
моделирования этого не показали. Согласно по-
лученной модели, остатки Y17/G17 не формируют
контакты с каналом и не могут напрямую влиять
на активность токсина. K8 в BeM9 не участвует во
взаимодействии с каналами, в то время как в
BeM9EG Е8 образует межмолекулярную ионную
связь с остатком К1439/1705 (номер остатка у
hNav1.4/BgNav) (рис. 3в, 3г). Однако в случае BeM9
с К1439/1705 аналогичный контакт тоже имеет ме-
сто, но его образует другой остаток – Е15.

Анализ комплексов не позволяет сказать, по-
чему изменяется селективность BeM9EG, по-
скольку структура петли S3–S4 крайне консерва-
тивна. Мы предположили, что причина этого яв-
ления кроется прежде всего в аллостерических
эффектах, что привело нас к анализу изменения
структуры и внутримолекулярных контактов у
токсина после внесения мутаций.

Анализ изменений структуры BeM9, вызванных
мутациями. Поскольку мы не смогли объяснить
изменения специфичности, моделируя статич-
ные комплексы BeM9/ПЧНК, было решено изу-
чить динамические свойства молекулы токсина
BeM9 и его производного BeM9EG. Для этого мы
рассчитали для каждого из них молекулярную ди-
намику длительностью 100 нс в трех повторно-
стях, а затем провели поиск структурных измене-
ний с помощью анализа внутримолекулярных
контактов нескольких типов: водородных связей,
гидрофобных взаимодействий, солевых мости-
ков, стэкинга и π-катионных взаимодействий,
представляя их в виде карты контактов – массива
точек 66 × 66 (рис. 4).

Анализ внутримолекулярных контактов, а так-
же вычисление значений среднеквадратичных
флуктуаций (Root Mean Square Fluctuation, RMSF)
показали, что одна из мутаций (Y17G) повышает
подвижность петли перед α-спиралью за счет по-
тери гидрофобных взаимодействий и стэкинга
Y17–Y23, а также увеличения гибкости основной
цепи за счет введения остатка глицина. Новообра-
зовавшийся в BeМ9EG контакт Y14–Y23, по-види-
мому, не оказывает стабилизирующего действия
на данный участок токсина. Ключевые эффекты
мутации Y17G показаны на рис. 5.
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Влияние ключевой мутации К8Е раскрывает-
ся через изменение системы солевых мостиков и
π-катионных взаимодействий (рис. 6). Мотив
гнезда, как и предполагалось, у мутанта не на-
блюдается (рис. 6б). Кроме того, в BeM9 суще-
ствует стабильная система взаимодействующих
пар остатков K8–Y14 и K8–E15, смена заряда в 8-й
позиции на противоположный разрушает ее за счет
отталкивания одноименных зарядов E8–E15. Так-
же у мутанта утрачивается контакт Е15–К20, что
может объясняться эффектом обеих замен. K8 мо-
жет балансировать между Y14 и Е15, а E15 – между
K8 и K20, что может обеспечивать переход между
двумя стабильными конформациями BeM9, тогда
как в BeM9EG структура в целом более подвижна
и менее упорядочена.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение рекомбинантных производных BeM9.

Синтез нуклеотидных последовательностей, ко-
дирующих BeM9E и BeM9EG, был проведен с по-
мощью лигирования олигонуклеотидных фраг-
ментов (табл. 2) и ПЦР аналогично описанной
ранее процедуре для BeM9 [7, 16]. Полученные
полноразмерные последовательности были кло-
нированы в экспрессионный вектор pET-32b

(Novagen, США) по сайтам рестрикции KpnI и
BamHI. В результате в составе вектора были полу-
чены химерные гены слитных белков, состоящих
из Trx и токсина: Trx-BeM9E и Trx-BeM9EG.

Экспрессию химерных генов проводили в
штамме Escherichia coli BL21(DE3) [17]. Культуру
бактерий, трансформированных с использовани-
ем экспрессионного вектора, выращивали в среде
LB с добавлением ампициллина (100 мкг/мл) при
37°C и интенсивном перемешивании. Индукцию
экспрессии целевых генов осуществляли добав-
лением в среду 0.2 мМ изопропил-β-D-1-тиога-
лактопиранозида, после чего культуру инкубиро-
вали еще 4 ч. По истечении этого времени бакте-
рии осаждали, ресуспендировали в стартовом
буфере для аффинной хроматографии (300 мМ
NaCl, 20 мМ Трис-HCl, pH 7.5) и лизировали с
помощью ультразвука.

Слитные белки имели в своем составе гексаги-
стидиновую последовательность, которая позво-
ляет проводить их очистку с помощью металл-хе-
латной хроматографии [18] на сорбенте TALON
Superflow Metal Affinity Resin (Clontech, США).
Элюцию сорбированных белков проводили буфе-
ром, содержащим имидазол (150 мМ имидазол,
300 мМ NaCl, 20 мМ Трис-HCl, pH 7.5). Последо-

Рис. 4. Карты внутримолекулярных контактов токсина BeM9 и его мутанта BeM9EG. Координаты каждой точки соот-
ветствуют номерам остатков, которые могут образовывать контакт. Интенсивность окраски точек для водородных
связей и гидрофобных контактов (см. шкалу справа) пропорциональна доле времени от суммарной длительности трех
траекторий молекулярной динамики (3 × 100 нс), в течение которой этот контакт существует. Остальные типы кон-
тактов показаны качественно: если контакт существует более 10% времени, он выделен точкой, если менее – не пока-
зан. Контакты, находящиеся в окрестностях RT-петли, обведены красной рамкой и представлены более крупными
точками. Красными рамками выделены области наиболее значимых отличий между BeM9 и BeМ9EG, отражающие
эффекты мутаций К8Е и Y17G. Для π-катионных взаимодействий и солевых мостиков приведена одна карта: сверху
над диагональю изображены солевые мостики, снизу – π-катионные взаимодействия.
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Рис. 5. Влияние мутации Y17G на структуру BeM9EG. (а) – Дифференциальная карта гидрофобных контактов между
BeМ9 и BeМ9EG в окрестностях RT-петли и α-спирали, полученная вычитанием карт гидрофобных (нижняя левая
часть карты) и стэкинговых (верхняя правая часть) контактов BeM9 из BeМ9EG (рис. 4). Голубым показана потеря гид-
рофобных контактов у BeМ9EG по сравнению с BeM9, коричневым – их приобретение; интенсивность цвета отражает
потерю или приобретение контактов между соответствующими остатками в долях времени от траектории (согласно
шкале справа). Синим показана потеря стэкинг-взаимодействия Y17–Y23 у BeM9, красным – формирование стэкинг-
взаимодействия Y14–Y23 у BeМ9EG; на панелях (б, в) приведены типичные конформации, выбранные из расчетов мо-
лекулярной динамики; (б) – структура BeM9: зеленым показаны остатки, участвующие в стэкинг-взаимодействиях;
оранжевым – не участвующие в данной структуре, но участвующие в BeМ9EG; фиолетовым – остатки, у которых воз-
растает подвижность после мутации; серым – все другие остатки; (в) – структура BeМ9EG: окраска аналогична BeM9,
но оранжевым обозначены остатки, не участвующие в стэкинг-взаимодействиях у BeМ9EG, но участвующие у BeM9;
(г) – значения RMSF BeM9 (желтый) и BeМ9EG (зеленый), усредненные по трем траекториям. Черная линия под гра-
фиком соответствует сердцевинному модулю, синим обозначены β-тяжи, красным – α-спираль, фиолетовым –
окрестности замены Y17G, где после мутации возрастает подвижность (та же область, что и на панелях (б, в)).
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вательность производных BeM9 не содержит
остатков метионина, поэтому целевые токсины
отщепляли от Trx с помощью бромциана по опи-
санной методике [19]. Для этого в последователь-
ность химерных генов был специально введен ме-
тиониновый кодон непосредственно перед геном
токсина. Очистку отщепленных от Trx производ-
ных BeM9 проводили с помощью офВЭЖХ.

Масс-спектрометрия. Полипептиды анализи-
ровали с помощью времяпролетной MALDI-
масс-спектрометрии с использованием спектро-
метра Ultraflex TOF-TOF (Bruker Daltonics,

США), анализ проводили, как описано ранее
[20]. В качестве матрицы использовали 2,5-ди-
гидроксибензойную кислоту (Sigma-Aldrich,
США). Измерения проводили как в линейном,
так и в рефлекторном режимах. Масс-спектры
анализировали с помощью программного обес-
печения Data Analysis 4.3 и Data Analysis Viewer 4.3
(Bruker, США).

Электрофизиология. Активность полученных
производных сравнивали с исходным токсином
BeM9 по эффекту в отношении ПЧНК, экспрес-
сированных в ооцитах лягушки X. laevis. Выделе-
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Рис. 6. Влияние мутации K8E на структуру BeM9. Зеленым показаны остатки К8, Y14, E15 и K20, участвующие в ион-
ных и π-катионных взаимодействиях, оранжевым – они же, но не участвующие, серым – другие остатки. Красным
пунктиром показаны взаимодействия между остатками. Приведенные конформации взяты из расчетов молекулярной
динамики. (а) – Структура BeM9. Сверху показан солевой мостик K8–E15, снизу – солевой мостик Е15–К20 и π-ка-
тионное взаимодействие K8–Y14. Слева от структур показаны доли времени моделирования, в течение которых на-
блюдаются соответствующие контакты, усредненные по трем траекториям; (б) – структура BeМ9EG. Сверху показана
структура RT-петли аналогично рис. 1б и 1в, снизу – общий вид структуры.
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ние ооцитов, получение РНК, а также сбор и ана-
лиз данных проводили, как описано ранее [7, 10].
Мы использовали гены ряда изоформ ПЧНК
млекопитающих: Nav1.2 и 1.4 крысы (r), Nav1.5 че-
ловека (h), Nav1.6 мыши (m), вспомогательных
субъединиц rβ1 и hβ1, а также α-субъединицы
BgNav1 и вспомогательной субъединицы TipE,
клонированных из генома таракана Blattella ger-
manica и дрозофилы. Для оценки эффективности
токсинов мы использовали величину, равную от-
ношению регистрируемой величины тока через
мембрану ооцита спустя 30 мс после подачи те-
стового импульса к пиковому току (I30 мс/Imin). В
случае канала Nav1.5 из-за быстрой кинетики его ра-
боты использовали отношение тока через 5 мс после
тестового импульса к пиковому току (I5 мс/Imin). Все
данные анализировали с помощью программного
обеспечения pClamp Clampfit версии 10.4 (Molec-
ular Devices, США) и Origin Pro версии 8.0 (Origin-
Lab, США).

Молекулярное моделирование. Для сравнитель-
ного анализа использовали комплексы токсинов
BeM9 и BeM9EG с каналами человека Nav1.4 и та-
ракана BgNav. Основой для моделирования стал
комплекс химерного канала hNav1.7-NavPas с
Aah2 (PDB ID: 6NT4 [3]), куда путем простран-
ственного совмещения на место Aah2 вставили ис-
следуемые токсины, а на место hNav1.7-NavPas –
исследуемые каналы. Структуры hNav1.4 и BgNav
получили на основе hNav1.7-NavPas при помощи
моделирования по гомологии в программе
MODELLER v. 9.19 [21]. На основе шаблона по-
строили 20 моделей и выбрали 3 модели с лучшим
показателем оценивающей функции. Для мини-
мизации энергии комплексов использовали ваку-
умные кубические ячейки (160 × 160 × 160 Å3),
программу GROMACS 5.1.2 [22] и силовое поле
amber99sb-ildn.ff [23].

Внутримолекулярные эффекты от мутаций в
BeM9 оценивали с помощью сравнительного мо-
делирования α-подобного токсина BeM9 дикого
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типа (PDB ID: 5MOU) и его двойного мутанта,
специфичного к ПЧНК насекомых, – BeM9EG.
Модель BeM9EG построили на основе гомологии
с BeM9 в программе MODELLER v. 9.19 [21].

Для сравнения динамики молекул использова-
ли метод молекулярной динамики. Радиус отсеч-
ки ван-дер-ваальсовых и электростатических вза-
имодействий составил 10 и 12 Å соответственно.
Для расчетов молекулярной динамики токсинов
построили кубические ячейки (55 × 55 × 55 Å3) c
моделью воды SPC [24], содержащие противоио-
ны для электронейтральности и уравновешенные
по энергии путем нагревания до 300 К в течение
100 пс. Молекулярную динамику проводили в пе-
риодических граничных условиях при Т = 300 К и
P = 1 бар, поддерживаемых при помощи термо-
стата V-rescale [25] и баростата Берендсена [26]
соответственно. Длина и шаг траектории соста-
вили 100 нс и 2 фс соответственно. Для каждой
изучаемой молекулы было проведено по три неза-
висимых расчета для статистического сравнения.

Молекулярные контакты. Для расчета внутри-
и межмолекулярных контактов использовали
программное обеспечение IMPULSE (разработа-
но Н.А. Крыловым, статья готовится к публика-
ции). Все парные взаимодействия, обнаружен-
ные в траекториях, классифицировали как водо-
родные связи, гидрофобные контакты, солевые
мостики (ионные связи), параллельный и Т-об-
разный стэкинг на основании взаимного распо-
ложения, энергии взаимодействия и типа контак-
тирующих остатков. Полученные данные переве-
ли в формат точечных карт размером 66 × 66, где
координаты точек соответствуют номерам остат-
ков, а интенсивность окраски отражает долю вре-

мени существования контакта от времени модели-
рования (100 нс), собственным скриптом Python.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках выполненной работы мы попытались

выяснить, какие механизмы стоят за наблюдае-
мым изменением селективности α-подобного
токсина BeM9 при внесении двух замен (K8E и
Y17G) в его структуру. Мутации привели к неожи-
данному результату: BeM9EG потерял активность
на каналах млекопитающих, оставшись актив-
ным на каналах насекомых, тогда как мы ожидали
обратного эффекта. Чтобы выяснить причину та-
кого изменения активности, мы сравнили модели
комплексов ПЧНК млекопитающих и насекомых
с BeM9 и BeM9EG, а также провели при помощи
метода молекулярной динамики сравнительный
анализ внутримолекулярных контактов в этих
токсинах.

Анализ комплексов показал, что характер взаи-
модействия с ПЧНК изменяется: остаток K1439/1705
каналов формирует ионную связь с E15 у BeM9, а
К8 во взаимодействии не участвует, тогда как в
случае BeM9EG с K1439/1705 контактирует оста-
ток Е8. Однако петля S3–S4 и, в частности, оста-
ток K1439/1705 консервативны, поэтому постро-
енные модели могут объяснить изменение актив-
ности по отношению ко всем ПЧНК, но не
изменение селективности токсина. Это показы-
вает, что простые модели комплексов неинфор-
мативны, а причина изменения селективности
может заключаться в аллостерических эффектах.

Анализ молекулярной динамики изолирован-
ных токсинов показал, что в области замены

Таблица 2. Последовательности синтетических олигонуклеотидов для конструирования ДНК, кодирующей
производные токсина BeM9

Примечание: сайты рестрикции (KpnI в M9f1 и BamHI в M9r) выделены курсивным шрифтом, кодон метионина – жирным
курсивным шрифтом, стоп-кодон – жирным шрифтом. Подчеркнуты нуклеотиды, отличающиеся от последовательности ге-
на BeM9. 
* M9f2 и M9r2/3 использовали для синтеза гена BeM9E, M9f2-2 и M9r2/3-2 – для синтеза гена BeM9EG.

Название Последовательность олигонуклеотида (5'–3')

M9f1 ATATGGTACCATGGCTCGTGACGCTTACATCGCTG
M9f2* AACCGCACAACTGCGTTTACGAATGCTACAACCCGAAAGGTTCTT
M9f2-2* AACCGCACAACTGCGTTTACGAATGCGGCAACCCGAAAGGTTCTT
M9f3 ACTGCAACGACCTGTGCACCGAAAACGGTGCTGAATCTGGTTACT
M9f4 GCCAGATCCTGGGTAAATACGGTAACGCTTGCTGGTGCATCCA
M9f5 GCTGCCGGACAACGTTCCGATCCGTATCCCGGGTAAATGCC
M9r1/2 AAACGCAGTTGTGCGGTTCAGCGATGTAAGCGTCAC
M9r2/3* TGCACAGGTCGTTGCAGTAAGAACCTTTCGGGTTGT
M9r2/3-2* TGCACAGGTCGTTGCAGTAAGAACCTTTCGGGTTGC
M9r3/4 ATTTACCCAGGATCTGGCAGTAACCAGATTCAGCAC
M9r4/5 GAACGTTGTCCGGCAGCTGGATGCACCAGCAAGC
M9r GCATGGATCCCTAGTGGCATTTACCCGGGATAС
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Y17G BeМ9EG имеет бóльшую подвижность. Это
может объясняться потерей стэкингового кон-
такта Y17–Y23, а также гибкостью основной цепи
в области остатка глицина. Замена K8E разрушает
переключаемую систему связей K8–E15–K20 и
Y14–K8–E15, что может уменьшить стабильность
RT-петли и ее окружения. В BeМ9EG эти связи
утеряны, поэтому RT-петля и ее окрестность ста-
новятся более подвижными, и система из двух
стабильных конформаций исчезает. Мы предпо-
лагаем, что такая перестройка токсина в результа-
те внесения мутаций и приводит в конечном ито-
ге к нарушению стабильности его комплекса с
ПЧНК млекопитающих. Дальнейшее детальное
изучение структуры и конформационной мо-
бильности модуля специфичности α-NaTx может
раскрыть природу “двойной” активности α-по-
добных токсинов и способствовать созданию се-
лективных лигандов на различные типы ПЧНК.

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Работа выполнена при поддержке Российского на-
учного фонда (грант № 20-44-01015).

Я. Титгат благодарит за поддержку Исследователь-
ский фонд Фландрии (FWO, гранты G0C2319N,
G0A4919N и G0E7120N). С. Пеньёр выражает благо-
дарность за финансирование Лёвенскому университе-
ту (PDM/19/164).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все манипуляции с лягушками проводились в соот-
ветствии с принципами ARRIVE (Animal Research: Re-
porting of in Vivo Experiments) и Европейской конвен-
цией по защите позвоночных животных, используе-
мых в экспериментальных и других научных целях
(Страсбург, 18.III.1986).

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Catterall W.A. // Neurochem. Res. 2017. V. 42.

P. 2495–2504. 
https://doi.org/10.1007/s11064-017-2314-9

2. Capes D.L., Goldschen-Ohm M.P., Arcisio-Miranda M.,
Bezanilla F., Chanda B. // J. Gen. Physiol. 2013. V. 142.
P. 101–112. 
https://doi.org/10.1085/jgp.201310998

3. Clairfeuille T., Cloake A., Infield D.T., Llongueras J.P., Ar-
thur C.P., Li Z.R. // Science. 2019. V. 363. Р. eaav8573. 
https://doi.org/10.1126/science.aav8573

4. Bosmans F., Tytgat J. // Toxicon. 2007. V. 49. P. 142–158.

5. Gordon D., Karbat I., Ilan N., Cohen L., Kahn R.,
Gilles N. // Toxicon. 2007. V. 49. P. 452–472. 
https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2006.09.023

6. King G.F. // Pest Manag. Sci. 2019. V. 75. P. 2437–2445. 
https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2006.11.016

7. Chugunov A.O., Koromyslova A.D., Berkut A.A., Pei-
gneur S., Tytgat J., Polyansky A.A. // J. Biol. Chem.
2013. V. 288. P. 19014–19027. 
https://doi.org/10.1002/ps.5452

8. Pashkov V.S., Anh Hoang N., Maiorov V.N., Bystrov V.F. //
Peptides. 1988. P. 77–78. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M112.431650

9. Pashkov V.S., Khoang N.A., Maiorov V.N., Bystrov V.F. //
Bioorg. Khim. 1986. V. 12. P. 1306–1316. 
https://doi.org/10.1007/978-94-010-9595-2_21

10. Kuldyushev N.A., Berkut A.A., Peigneur S., Tytgat J.,
Grishin E.V., Vassilevski A.A. // FEBS Lett. 2017.
V. 591. P. 3414–3420. 
https://doi.org/10.1002/1873-3468.12839

11. Kuldyushev N.A., Mineev K.S., Berkut A.A., Peigneur S.,
Arseniev A.S., Tytgat J. // Proteins. 2018. V. 86. P. 1117–
1122. 
https://doi.org/10.1002/prot.25583

12. Arnon T., Potikha T., Sher D., Elazar M., Mao W., Tal T. //
Insect Biochem. Mol. Biol. 2005. V. 35. P. 187–195. 
https://doi.org/10.1016/j.ibmb.2004.11.005

13. Watson J.D., Milner-White E.J. // J. Mol. Biol. 2002.
V. 315. P. 171–182. 
https://doi.org/10.1006/jmbi.2001.5227

14. Housset D., Habersetzer-Rochat C., Astier J.P., Fontecil-
la-Camps J.C. // J. Mol. Biol. 1994. V. 238. P. 88–103. 
https://doi.org/10.1006/jmbi.1994.1270

15. LaVallie E.R., DiBlasio E.A., Kovacic S., Grant K.L.,
Schendel P.F., McCoy J.M. // Biotechnology. 1993.
V. 11. P. 187–193. 
https://doi.org/10.1038/nbt0293-187

16. Shlyapnikov Y.M., Andreev Y.A., Kozlov S.A., Vassile-
vski A.A., Grishin E.V. // Protein Expr. Purif. 2008.
V. 60. P. 89–95. 
https://doi.org/10.1016/j.pep.2008.03.011

17. Studier F.W., Moffatt B.A. // J. Mol. Biol. 1986. V. 189.
P. 113–130. 
https://doi.org/10.1016/0022-2836(86)90385-2

18. Hochuli E., Bannwarth W., Döbeli H., Gentz R.,
Stüber D. // Nat. Biotechnol. 1988. V. 6. P. 1321–1325. 
https://doi.org/10.1038/nbt1188-1321

19. Andreev Y.A., Kozlov S.A., Vassilevski A.A., Grishin E.V. //
Anal. Biochem. 2010. V. 407. P. 144–146. 
https://doi.org/10.1016/j.ab.2010.07.023

20. Kuzmenkov A.I., Sachkova M.Y., Kovalchuk S.I.,
Grishin E.V., Vassilevski A.A. // Biochem. J. 2016.
V. 473. P. 2495–2506. 
https://doi.org/10.1042/BCJ20160436

21. Webb B., Sali A. // Curr. Protoc. Bioinformatics. 2016.
V. 54. P. 5.6.1–5.6.37. 
https://doi.org/10.1002/cpbi.3



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 4  2021

ПРОИЗВОДНОЕ НЕЙРОТОКСИНА СКОРПИОНА BeM9 505

22. Abraham M.J., Murtola T., Schulz R., Páll S., Smith J.C.,
Hess B. // SoftwareX. 2015. V. 1–2. P. 19–25. 
https://doi.org/10.1016/j.softx.2015.06.001

23. Lindorff-Larsen K., Piana S., Palmo K., Maragakis P.,
Klepeis J.L., Dror R.O. // Proteins. 2010. V. 78.
P. 1950–1958. 
https://doi.org/10.1002/prot.22711

24. Jorgensen W.L., Chandrasekhar J., Madura J.D.,
Impey R.W., Klein M.L. // J. Chem. Phys. 1983. V. 79.

P. 926–935. 
https://doi.org/10.1063/1.445869

25. Bussi G., Donadio D., Parrinello M. // J. Chem. Phys.
2007. V. 126. P. 014101. 
https://doi.org/10.1063/1.2408420

26. Berendsen H.J.C., Postma J.P.M., van Gunsteren W.F.,
DiNola A., Haak J.R. // J. Chem. Phys. 1984. V. 81.
P. 3684–3690. 
https://doi.org/10.1063/1.448118

Derivative of Scorpion Neurotoxin BeM9 Is Selective 
for Insect Voltage-Gated Sodium Channels

M. A. Chernykh*, N. A. Kuldyushev*, S. Peigneur**, A. A. Berkut*, J. Tytgat**, R. G. Efremov*, ***, 
A. A. Vassilevski*, ***, #, and A. O. Chugunov*, ***

#E-mail: avas@ibch.ru
*Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,

ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia
**KU Leuven, ON II, Herestraat 49, box 922 Leuven, 3000 Belgium

***Moscow Institute of Physics and Technology (National Research University)
Institutskiy per. 9, Dolgoprudny, 141701 Russia

Scorpion α-neurotoxins are small proteins able to inhibit the inactivation of voltage-gated sodium channels.
They can selectively act on mammalian channels (mammal toxins) or insect channels (insect toxins) or affect
both types of channels (α-like toxins). Currently no model has been proposed to fully explain the dependence
of selectivity upon amino acid sequence, but some patterns have already been established. Thus, most mam-
mal toxins have an aspartic acid residue in position 8, which is involved in the formation of the nest motif, but
it is still not clear whether this residue interacts directly with channels. The objective of our study was to obtain
a derivative of the α-like toxin BeM9 with the replacement of lysine in position 8 by glutamate (K8E), chang-
ing the charge, but excluding the formation of the nest motif. In addition, we replaced the tyrosine in position
17 with glycine (Y17G), which is characteristic of mammal toxins. Surprisingly, the double-mutant derivative
BeM9EG lost its activity on mammalian channels, becoming an insect toxin. To explain these changes, we
constructed models of BeM9 and BeM9EG complexes with channels, and also performed molecular dynam-
ics of isolated toxins. Analysis of intermolecular contacts in the complexes did not explain the reason for the
selectivity change. Nevertheless, the structure of intramolecular contacts and data on molecular mobility in-
dicate an important role of residues K8 and Y17 in stabilizing a certain conformation of BeM9 loops. We as-
sume that the replacement of these residues allosterically affects the efficiency of toxin binding to channels.

Keywords: neurotoxins, voltage-gated sodium channels, protein engineering, molecular dynamics
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Взаимодействием хлорацетамидотиазола с 5-арилтетразолами и 5-меркаптотетразолами получены
2-(5-арилтетразол-2-ил)- и 2-(1H-тетразол-5-илсульфанил)-N-тиазол-2-илацетамиды. Проведено
исследование противовоспалительных свойств синтезированных соединений in vivo на модели кар-
рагенинового воспалительного отека лап крыс линии Вистар. Идентифицированы соединения, ак-
тивность которых превышает активность препарата сравнения ибупрофена. Проведен молекуляр-
ный докинг к циклооксигеназе-1 и циклооксигеназе-2. Показано, что 2-[1-(2,5-диметилфенил)-
1H-тетразол-5-илсульфанил]-N-тиазол-2-илацетамид обладает наибольшей аффиностью к актив-
ным центрам циклооксигеназ.

Ключевые слова: 2-аминотиазол, тетразол, алкилирование, противовоспалительная активность,
молекулярный докинг
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ВВЕДЕНИЕ

Химия тиазол-содержащих соединений – ди-
намично развивающийся раздел органической
химии. Это обусловлено как теоретическим инте-
ресом, так и большим практическим значением
соединений такого типа. Производные тиазола
присутствуют в природных объектах и широко
используются в качестве лекарственных средств.
Важное место среди веществ этого класса занима-
ют соединения, содержащие 2-аминотиазольный
цикл и обладающие противоопухолевой, проти-
вовоспалительной, противовирусной, противо-
микробной и другими видами активности, а так-
же нейропротекторным действием [1–6]. Такие
соединения служат действующим веществом ле-
карственных препаратов. В частности, это из-
вестные препараты фамотидин, абафунгин, цеф-
динир, судоксикам, мелоксикам, прамипексол
[7]. На сегодняшний день 2-аминотиазольный
фрагмент принято считать привилегированной
структурой в медицинской химии [1, 2].

Не меньший интерес вызывают соединения,
содержащие тетразольный цикл. Они обладают
достаточно широким спектром фармакологиче-
ской активности. Среди этого класса соединений
найдены вещества, которые находятся на разных
этапах биологических испытаний [8–10]. Кроме
того, тетразольный цикл – биоизостерный к
карбоксильной группе, что делает производные
тетразола удобными конструкционными блока-
ми в синтезе структур с высокой биологической
активностью [10]. Следует отметить, что среди
производных как тиазола [11–13], так и тетразола
[14–16] найдены вещества, обладающие противо-
воспалительными свойствами.

Мы предположили, что соединения, сочетаю-
щие тетразольный и 2-аминотиазольный циклы в
одной молекуле, могут обладать ценными фарма-
кологическими свойствами. Таким образом, це-
ленаправленный синтез новых соединений среди
этого класса гетероциклов и дальнейшая оценка
их биологической активности представляет науч-
ный и практический интерес.

Цель данной работы – синтез, исследования
противовоспалительной активности и молеку-
лярный докинг серии 2-(5-арилтетразол-2-ил)- и

Сокращения: ЦОГ – циклооксигеназа.
# Автор для связи: (тел.: +38 (067) 675-16-83; эл. почта:

v_matiychuk@ukr.net).

УДК 547.789.18:547.796.1
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2-(1H-тетразол-5-илсульфанил)-N-тиазол-2-ил-
ацетамидов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Развивая наши работы в области дизайна био-

логически активных азолов [17–29], мы осуществи-
ли синтез и изучили противовоспалительные свой-
ства тиазол-тетразольных конъюгатов (IVa–d) и
(Va–i). Нами установлено, что при кипячении

спиртовых растворов хлорацетамидотиазола (I) с
5-арилтетразолами (IIa–d) в присутствии гид-
роксида калия с высокими выходами образуются
2-(5-арилтетразол-2-ил)-N-тиазол-2-илацетами-
ды (IVa–d) (схема 1). В аналогичных условиях при
взаимодействии соединения (I) с 5-меркаптотет-
разолами (IIIa–i) образовывались 2-(1H-тетра-
зол-5-илсульфанил)-N-тиазол-2-илацетамиды
(Va–i) (схема 1).

Схема 1. Синтез 2-(5-арилтетразол-2-ил)- и 2-(1H-тетразол-5-илсульфанил)-
N-тиазол-2-илацетамидов (IVa–d) и (Va–i).

Строение полученных соединений подтвер-
ждено при помощи 1Н-ЯМР-спектроскопии и
элементного анализа. Сигналы всех протонов нахо-
дятся в областях, которые соответствуют структуре
молекулы. В частности, сигнал метиленовой груп-
пы представлен в виде синглета при 4.43–5.83 м.д.
Ароматические сигналы указанных соединений
наблюдаются в виде системы дублетов и мульти-
плетов в относительно широких пределах – в об-
ласти 7.30–8.10 м.д. Сигналы тиазольного цикла
представлены дуплетами или мультиплетами и
находятся в области 7.12–7.50 м.д. Также для дан-
ных соединений характерны синглеты NH-групп,
сигналы которых наблюдаются при 12.52–12.77 м.д.

Противовоспалительная активность синтезиро-
ванных соединений (IVa–d) и (Va–i). Классиче-
ским примером острого воспаления считают экссу-
дативное воспаление. Противовоспалительную ак-
тивность синтезированных соединений (IVa–d) и
(Va–i) in vivo оценивали с использованием функ-
циональной модели каррагенин-индуцированно-
го отека лапы крысы [30]. Для сравнения в анало-
гичных условиях изучали противовоспалитель-
ный эффект известного лекарственного средства
ибупрофена в дозе 50 мг.

Результаты этого исследования приведены в
табл. 1. Как видно из представленных данных,
синтезированные соединения проявляют различ-
ную противовоспалительную активность – от
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практически полного ее отсутствия до выражен-
ного противовоспалительного эффекта. В частно-
сти, среди 2-(5-арилтетразол-2-ил)-N-тиазол-2-ил-
ацетамидов только для соединения (IVb) показатель
ингибирования воспалительной реакции составлял
40.5%, что соизмеримо с данным показателем пре-
парата сравнения ибупрофена. Для всех остальных
2-(5-арилтетразол-2-ил)-N-тиазол-2-илацетами-
дов противовоспалительной эффект был ниже
стандартного показателя. Значительно более вы-
раженную противовоспалительную активность
проявляли 2-(1H-тетразол-5-илсульфанил)-N-
тиазол-2-илацетамиды. В процессе изучения их
противовоспалительной активности выделены
три высокоактивные соединения (Vd), (Ve) и (Vi)
с выраженным противовоспалительным эффек-
том, которые по показателям активности прибли-
жаются к аналогичным показателям препарата
сравнения ибупрофена или превышают его дей-
ствие.

Молекулярный докинг. Молекулярный докинг
синтезированных соединений проводили с ис-
пользованием программного пакета OpenEye
(https://www.eyesopen.com), выявлено их связы-
вание с целевыми белками циклооксигеназами
(ЦОГ) – ЦОГ-1 (1HT5) и ЦОГ-2 (1CX2), кристал-
лографические модели которых доступны в Pro-
tein Data Bank (www.rcsb.org). В качестве рефе-
рентных соединений были использованы несте-
роидные противовоспалительные препараты из
группы неселективных ингибиторов ЦОГ-1 (ас-
пирин, диклофенак, ибупрофен, флурбипрофен,

индометацин, кетопрофен, кеторолак), а также се-
лективные ингибиторы ЦОГ-2 (мелоксикам, паре-
коксиб, лумиракоксиб, эторикоксиб). Перед прове-
дением молекулярного докинга с помощью про-
граммы Omega 2 (https://www.eyesopen.com/omega)
были сгенерированы возможные R-, S-, цис- и
транс-изомеры лигандов и их конформеры.
Молекулярный докинг сгенерированных со-
единений проводили с помощью программы Hybrid
(https://www.eyesopen.com/search?term=hybrid), в ко-
торой для увеличения эффективности докинга ис-
пользуется информация, имеющаяся как в кри-
сталлографической модели белка, так и в связан-
ном с ним лиганде соответствующей модели.
В результате получены величины скоринг-функ-
ции связывания (Hybrid Chemgauss4), в соответ-
ствии с которыми были ранжированы все исследо-
ванные соединения. В табл. 2 приведены рассчи-
танные величины скоринг-функции связывания с
активными центрами ЦОГ-1 и ЦОГ-2.

Анализ полученных результатов молекулярно-
го докинга показывает, что наибольшей аффино-
стью к активным центрам ЦОГ-1 и ЦОГ-2 облада-
ет соединение (Ve). С использованием онлайн-
сервиса ProteinsPlus (https://proteins.plus) програм-
мой PoseView была выполнена 2D-визуализация
связывания соединения (Ve) с активным центром
циклооксигеназ (рис. 1). Связывание (Ve) с ЦОГ-1
происходит за счет образования двух водородных
связей между лигандом и остатком Arg120A и гид-
рофобного взаимодействия с Leu352A, а в случае
ЦОГ-2 образуются четыре водородные связи с

Таблица 1. Противовоспалительное действие соединений (IVa–d), (Va–i) и ибупрофена in vivo на модели карра-
генинового воспалительного отека лап крыс линии Вистар

Соединение или 
лекарственное средство Объем отека лапы, мл

Ингибирование 
воспалительной 

реакции, %

Активность относительно 
ибупрофена, %

Контроль 2.20 ± 0.050 – –
(IVa) 1.71 ± 0.040 22.1 55.6
(IVb) 1.30 ± 0.020 40.5 100
(IVc) 1.80 ± 0.045 15.8 39.0
(IVd) 1.73 ± 0.045 21.5 53.5
(Va) 1.61 ± 0.045 26.9 66.9
(Vb) 1.30 ± 0.020 26.1 64.4
(Vc) 1.80 ± 0.045 33.6 82.9
(Vd) 1.30 ± 0.020 41.0 101.9
(Ve) 1.21± 0.025 44.8 111.5
(Vf) 1.23 ± 0.025 21.5 53.5
(Vg) 1.34 ± 0.020 6.2 15.3
(Vh) 1.35 ± 0.025 32.7 80.8
(Vi) 1.32 ± 0.020 40.0 99.5
Ибупрофен 1.31 ± 0.020 40.5 100
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остатками Arg513D, Tyr355D, Leu352D и происхо-
дит гидрофобное взаимодействие с остатками
Val523D, Leu352D, Ala527D.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и оборудование. Спектры 1H-ЯМР
(δ, м.д., J, Гц) растворов веществ в DMSO-d6 ре-
гистрировали на спектрометре Mercury VX-400
(400 МГц; Varian, США), внутренний стандарт –
ТМС. Температуры плавления синтезированных
соединений определяли в открытых капиллярных
трубках на электротермическом приборе ПТП-М
(МЛК-Сервис, Россия). Контроль за ходом реак-
ций осуществляли методом ТСХ на пластинах Si-
lica gel 60 F254 (Merck, Германия). Элементный
анализ выполняли на приборе Elementar Vario L
cube (Elementar Analysensysteme GmbH, Герма-
ния). В качестве исходных соединений использо-

вали коммерчески доступные реагенты (Merck,
Германия; Sigma-Aldrich, США).

Общая методика синтеза 2-(5-арилтетразол-2-
ил)-N-тиазол-2-илацетамидов (IVa–d) и 2-(1H-
тетразол-5-илсульфанил)-N-тиазол-2-илацетами-
дов (Va–i). В круглодонную колбу с обратным хо-
лодильником помещали 0.53 г (3 ммоль) хлораце-
тамидотиазола (I), 3 ммоль 5-арилтетразола (IIa–d)
или 5-меркаптотетразола (IIIa–i), 0.17 г (3 ммоль)
гидроксида калия и 10 мл этанола. Реакционную
смесь кипятили 5 ч, охлаждали и разбавляли 50 мл
воды. Осадок отфильтровывали и перекристалли-
зовывали из смеси спирт–DMF (1 : 1).

2-(5-Фенилтетразол-2-ил)-N-тиазол-2-ил-
ацетамид (IVa). Выход 59%. Т. пл. 140–145°С.
Спектр 1Н-ЯМР (J, Гц): 12.77 (с, 1H, NH), 8.10
(дд, J 9.2, 2H, C6H5), 7.56–7.48 (м, 3H, C6H5), 7.43
(д, J 3.5, 1H, тиазол), 7.12 (д, J 3.4, 1H, тиазол), 5.81
(с, 2H, CH2). Найдено, %: C 50.28; H 3.47; N 29.40.
C12H10N6OS. Вычислено, %: C 50.34; H 3.52;
N 29.35.

2-[5-(2-Метилфенил)-2H-тетразол-2-ил]-N-
тиазол-2-илацетамид (IVb). Выход 60%. Т. пл.
135–136°С. Спектр 1Н-ЯМР (J, Гц): 12.74 (с, 1H,
NH), 7.97 (д, J 7.4, 2H, C6H4), 7.44 (д, J 3.5, 1H, ти-
азол), 7.41–7.30 (м, 3H, C6H4), 7.12 (д, J 3.6, 1H, ти-
азол), 5.82 (с, 2H, CH2). Найдено, %: C 51.96;
H 4.04; N 27.91. C13H12N6OS. Вычислено, %:
C 51.99; H 4.03; N 27.98.

2-[5-(4-Метилфенил)-2H-тетразол-2-ил]-N-
тиазол-2-илацетамид (IVс). Выход 68%. Т. пл.
160–161°С. Спектр 1Н-ЯМР (J, Гц): 12.70 (с, 1H,
NH), 7.97 (д, J 7.9, 2H, C6H4), 7.44 (д, J 3.5, 1H, ти-
азол), 7.32 (д, J 8.1, 2H, C6H4), 7.13 (д, J 3.6, 1H, ти-
азол), 5.79 (с, 2H, CH2), 2.42 (с, 3H, CH3). Найде-
но, %: C 52.12; H 4.11; N 28.00. C13H12N6OS. Вы-
числено, %: C 51.99; H 4.03; N 27.98.

2-[5-(4-Хлорфенил)-2H-тетразол-2-ил]-N-
тиазол-2-илацетамид (IVd). Выход 71%. Т. пл.
180–181°С. Спектр 1Н-ЯМР (J, Гц): 12.73 (с, 1H,
NH), 8.10 (д, J 7.9, 2H, C6H4), 7.55 (д, J 8.0, 1H,
C6H4), 7.44 (д, J 3.6, 2H, тиазол), 7.14 (д, J 3.6, 1H,
тиазол), 5.83 (с, 2H, CH2). Найдено, %: C 44.85;
H 2.79; N 26.15. C12H9ClN6OS. Вычислено, %:
C 44.93; H 2.83; N 26.20.

2-{[1-(2-Метилфенил)-1H-тетразол-5-ил]тио}-
N-тиазол-2-илацетамид (Vа). Выход 85%. Т. пл.
201–202°С. Спектр 1Н-ЯМР (J, Гц): 12.56 (с, 1H,
NH), 7.63–7.46 (м, 5H, C6H4 + тиазол), 7.24 (д, J 3.6,
1H, тиазол), 4.45 (с, 2H, CH2), 2.06 (с, 3H, CH3).
Найдено, %: C 47.11; H 3.59; N 25.25. C13H12N6OS2.
Вычислено, %: C 46.97; H 3.64; N 25.28.

2-{[1-(3-Метилфенил)-1H-тетразол-5-ил]тио}-
N-тиазол-2-илацетамид (Vb). Выход 79%. Т. пл.
190–191°С. Спектр 1Н-ЯМР (J, Гц): 12.56 (с, 1H,
NH), 7.59–7.47 (м, 5H, C6H4 + тиазол), 7.24 (д, J 3.6,

Таблица 2. Величины скоринг-функции связывания
исследованных соединений (IVa–d), (Va–i) и лекар-
ственных средств циклооксигеназами

Соединение или 
лекарственное 

средство

Скоринг-функция связывания 
(HYBRID Chemgauss4)

1HT5 (ЦОГ-1) 1CX2 (ЦОГ-2)

(IVa) –5.8473 –6.5476
(IVb) –7.5894 –8.3473
(IVc) –6.8277 –9.8217
(IVd) –6.7695 –10.6436
(Va) –8.1091 –10.0272
(Vb) –6.6314 –8.8806
(Vc) –6.6273 –9.5729
(Vd) –7.1038 –10.2140
(Ve) –8.3798 –11.0332
(Vf) –6.2448 –10.7495
(Vg) –6.6809 –8.7692
(Vh) –7.4041 –6.0411
(Vi) –5.9017 –7.6315
Аспирин –7.9772 –8.0863
Диклофенак –8.2990 –9.6989
Эторикоксиб 0.4897 –10.4658
Флурбипрофен –12.7276 –9.2395
Ибупрофен –12.1261 –7.8091
Индометацин –8.8432 –7.5284
Кетопрофен –10.0030 –6.4256
Кеторолак –9.9825 –10.2856
Лумиракоксиб –10.3117 –9.7306
Мелоксикам –6.6105 –11.2182
Парекоксиб –8.2737 –10.4472
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1H, тиазол), 4.46 (с, 2H, CH2), 2.43 (с, 3H, CH3).
Найдено, %: C 46.92; H 3.70; N 25.35. C13H12N6OS2.
Вычислено, %: C 46.97; H 3.64; N 25.28.

2-[1-(2-Этилфенил)-1H-тетразол-5-илсуль-
фанил]-N-тиазол-2-илацетамид (Vс). Выход 79%.
Т. пл. 185–186°С. Спектр 1Н-ЯМР (J, Гц): 12.56 (с,
1H, NH), 7.68–7.49 (м, 5H, C6H4 + тиазол), 7.25 (д,
J 3.6, 1H, тиазол), 4.46 (с, 2H, CH2), 2.33 (дд, J 7.6,
2H, CH2), 1.03 (т, J 7.5, 3H, CH3). Найдено, %:
C 48.41; H 3.95; N 25.25. C14H14N6OS2. Вычислено,
%: C 48.54; H 4.07; N 24.26.

2-[1-(4-Изопропилфенил)-1H-тетразол-5-ил-
сульфанил]-N-тиазол-2-илацетамид (Vd). Выход
87%. Т. пл. 199–200°С. Спектр 1Н-ЯМР (J, Гц):
12.56 (с, 1H, NH), 7.60 (д, J 8.6, 2H, C6H4), 7.54 (д,
J 8.6, 2H, C6H4), 7.50 (д, J 3.6, 1H, тиазол), 7.25 (д,
J 3.6, 1H, тиазол), 4.46 (с, 2H, CH2), 3.06–2.99 (м,
1H, CH), 1.27 (с, 3H, CH3), 1.25 (с, 3H, CH3). Най-
дено, %: C 49.88; H 4.54; N 23.39. C15H16N6OS2.
Вычислено, %: C 49.98; H 4.47; N 23.31.

2-[1-(2,5-Диметилфенил)-1H-тетразол-5-ил-
сульфанил]-N-тиазол-2-ил-ацетамид (Ve). Выход
76%. Т. пл. 223–224°С. Спектр 1Н-ЯМР (J, Гц):
12.54 (с, 1H, NH), 7.50 (д, J 3.6, 1H, тиазол), 7.45–
7.40 (м, 2H, C6H3), 7.32 (с, 1H, C6H3), 7.25 (д, J 3.6,
1H, тиазол), 4.44 (с, 2H, CH2), 2.35 (с, 3H, CH3),
2.00 (с, 3H, CH3). Найдено, %: C 48.47; H 4.12;
N 24.39. C14H14N6OS2. Вычислено, %: C 48.54;
H 4.07; N 24.26.

2-[1-(2-Фторфенил)-1H-тетразол-5-илсуль-
фанил]-N-тиазол-2-илацетамид (Vf). Выход 83%.
Т. пл. 214–215°С. Спектр 1Н-ЯМР (J, Гц): 12.54 (с,
1H, NH), 7.84–7.77 (м, 2H, C6H4), 7.67 (т, J 9.1, 1H,
C6H4), 7.55–7.50 (м, 2H, C6H4 + тиазол), 7.25 (д,

J 3.6, 1H, тиазол), 4.47 (с, 2H, CH2). Найдено, %:
C 42.79; H 2.66; N 24.84. C12H9FN6OS2. Вычисле-
но, %: C 42.85; H 2.70; N 24.98.

2-[1-(4-Хлорфенил)-1H-тетразол-5-илсульфа-
нил]-N-тиазол-2-илацетамид (Vg). Выход 88%.
Т. пл. 240–241°С. Спектр 1Н-ЯМР (J, Гц): 12.52
(с, 1H, NH), 7.77 (с, 4H, C6H4), 7.50 (д, J 3.5, 1H,
тиазол), 7.25 (д, J 3.5, 1H, тиазол), 4.46 (с, 2H,
CH2). Найдено, %: C 40.64; H 2.60; N 23.96.
C12H9ClN6OS2. Вычислено, %: C 40.85; H 2.57;
N 23.82.

2-[1-(2-Метил-5-хлорфенил)-1H-тетразол-5-
илсульфанил]-N-тиазол-2-илацетамид (Vh). Вы-
ход 81%. Т. пл. 236–237°С. Спектр 1Н-ЯМР
(J, Гц): 12.56 (с, 1H, NH), 7.81–7.69 (м, 2H, C6H4),
7.60 (д, J 8.4, 1H, C6H4), 7.50 (д, J 3.5, 1H, тиазол),
7.25 (д, J 3.5, 1H, тиазол), 4.45 (с, 2H, CH2), 2.04 (с,
3H, CH3). Найдено, %: C 42.51; H 2.98; N 22.88.
C13H11ClN6OS2. Вычислено, %: C 42.56; H 3.02;
N 22.91.

2-(1-Бензил-1H-тетразол-5-илсульфанил)-N-
тиазол-2-илацетамид (Vi). Выход 72%. Т. пл.
160–161°С. Спектр 1Н-ЯМР (J, Гц): 12.52 (с, 1H,
NH), 7.50 (д, J 3.5, 1H, тиазол), 7.44–7.36 (м, 3H,
C6H5), 7.31 (д, J 8.0, 2H, C6H5), 7.25 (д, J 3.5, 1H,
тиазол), 5.62 (с, 2H, N-CH2), 4.41 (с, 2H, S-CH2).
Найдено, %: C 46.80; H 3.55; N 25.33. C13H12N6OS2.
Вычислено, %: C 46.97; H 3.64; N 25.28.

Противовоспалительная активность соединений
(IVa–d) и (Va–i). Влияние на протекание экссуда-
тивной фазы воспаления изучали на модели кар-
рагенинового воспалительного отека лап крыс ли-
нии Вистар обоих полов весом 180–250 г (n = 75,
питомник Львовского национального медицин-

Рис. 1. 2D-визуализация связывания соединения (Ve) с активным центром: (а) – ЦОГ-1 (1HT5); (б) – ЦОГ-2 (1CX2).
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ского университета имени Данила Галицкого).
Животные были разделены на 15 групп по пять
крыс на группу. Одну группу использовали в ка-
честве контрольной, остальные 14 групп (тесто-
вые группы) – для определения противовоспали-
тельной активности, вызванной ибупрофеном и
13 соединениями: (IVa–d) и (Va–i). Препарат
сравнения ибупрофен (50 мг/кг массы тела) и ис-
пытуемые соединения (50 мг/кг массы тела) рас-
творяли в DMSO и вводили внутрибрюшинно.
Животным контрольной группы вводили DMSO
в объеме 0.1 мл. Через 30 мин 0.1 мл 2%-ного рас-
твора каррагенина в физиологическом растворе
вводили под подошвенную область правой зад-
ней лапы каждой крысы. Через 4 ч после введения
каррагинина объем отека лапы (мл) измеряли с
помощью водяного плетизмометра (Orchid Scien-
tific, Индия) и сравнивали уменьшение отека ла-
пы у крыс тестовых групп по сравнению с крыса-
ми контрольной группы.

Ингибирование воспалительной реакции вы-
ражали в процентах от уменьшения объема лапы
и рассчитывали по следующей формуле:

где Vк – увеличение объема лапы у контрольной
группы животных; V – увеличение объема лапы
у животных, которым вводили исследуемые ве-
щества.

Молекулярный докинг. Молекулярный докинг
выполняли с помощью программного пакета
OpenEye (OpenEye Scientific Software Inc., США;
https://www.eyesopen.com), который позволяет
проводить in silico поиск молекул, обладающих
сродством к определенным биомишеням. Дву-
мерные диаграммы трехмерной структуры ком-
плексов белок–лиганд создавали с использова-
нием программы PoseView онлайн-сервиса Pro-
teinsPlus (https://proteins.plus).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Синтезирована серия 2-(5-арилтетразол-2-

ил)- и 2-(1H-тетразол-5-илсульфанил)-N-тиазол-
2-илацетамидов. Исследовано in vivo противовос-
палительное действие полученных соединений
на модели каррагенинового отека лап крыс линии
Вистар. Найдены соединения, активность кото-
рых превышает активность препарата сравнения
ибупрофена. Результаты молекулярного докинга
показывают, что наибольшей аффиностью к ак-
тивным центрам ЦОГ-1 и ЦОГ-2 обладает соеди-
нение (Ve).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Исследования на крысах линии Вистар проводи-

лись в соответствии с нормами и принципами Дирек-

к

к

Ингибирование (%) 100,V V
V
−= ×

тивы Совета ЕС по вопросам защиты позвоночных
животных, используемых для экспериментальных и
других научных исследований.
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Synthesis, Anti-Inflammatory Properties and Molecular Docking of 2-(5-Aryltetrazol-
2-yl)- and 2-(1H-Tetrazol-5-ylsulphanyl)-N-Thiazol-2-ylacetamides
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By the reaction of chloroacetamidothiazole with 5-aryltetrazoles and 5-mercaptotetrazoles 2-(5-aryltetrazol-
2-yl)- and 2-(1H-tetrazol-5-ylsulfanyl)-N-thiazol-2-ylacetamides were prepared. The study of the anti-in-
flammatory properties of the synthesized compounds was carried out. Compounds have been identified, the
activity of which exceeds the reference drug Ibuprofen. Molecular docking to сyclooxygenase-1 and сyclo-
oxygenase-2 was carried out and it was shown that 2-[1-(2,5-dimethylphenyl)-1H-tetrazol-5-ylsulfanyl]-N-
thiazol-2-ylacetamide has the highest affinity for active center of the сyclooxygenase.
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минирования при действии АФК опухолевой клетки с высвобождением исходных цитотоксичных
лактонов. Предлагается использовать полученные серосодержащие конъюгаты в качестве АФК-ак-
тивируемых пролекарств сесквитерпеновых лактонов. Антипролиферативные свойства получен-
ных конъюгатов были изучены на опухолевых и псевдонормальной клеточных линиях. Цитоток-
сичность конъюгатов меньше, чем у исходных лактонов, однако иногда, как в случае конъюгатов
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ВВЕДЕНИЕ

Сесквитерпеновые лактоны (СЛ) – обширный
класс веществ преимущественно растительного
происхождения. Для его представителей часто ха-
рактерна выраженная цитотоксическая актив-
ность по отношению к опухолевым клеткам [1, 2].
Цитотоксической активностью обладают в ос-
новном те лактоны, которые несут сопряженную
двойную связь при лактонном цикле и способны
вступать в реакцию присоединения по Михаэлю с
нуклеофилами. В живой клетке в изобилии встре-
чаются молекулы с аминными и тиольными нук-
леофильными группами, которые служат мише-
нями для атаки СЛ с образованием новой кова-
лентной связи. Однако активирующее влияние на
двойную связь карбоксильной группы лактонно-
го цикла невелико, в результате чего СЛ обладают
умеренной способностью к присоединению в ре-
акции Михаэля. Это позволяет СЛ химически
связываться только в сайтах белков с большим
сродством к конкретной молекуле СЛ. Часто та-
кими сайтами выступают активные центры фер-
ментов с гидрофобными карманами с тиольными
группами цистеинов. Разные СЛ ингибируют
разный набор ферментов. Способность к ингиби-
рованию ферментов делает СЛ перспективными

агентами для противоопухолевой терапии. Среди
мишеней СЛ как наиболее значимые следует вы-
делить транскрипционный фактор NF-κB [3],
фарнезилтрансферазу и ферменты основного ме-
таболизма, в том числе гликолиза [4]. В то же вре-
мя СЛ свойственны некоторые недостатки, огра-
ничивающие их применение в качестве противо-
опухолевых агентов: 1) СЛ также действуют на
другие ткани, что приводит к токсическим эф-
фектам в терапевтических дозах; 2) ферменты пе-
чени со временем восстанавливают ненасыщен-
ную связь при лактонном цикле СЛ, что ведет к
утрате активности; 3) СЛ часто – гидрофобные
вещества со слабой биодоступностью. В качестве
возможного решения для устранения этих недо-
статков нами предложено использовать СЛ в виде
их конъюгатов с тиофенолами.

Из химии карбонилов, в частности лактонов,
известна реакция окисления–элиминирования
карбонилов с заместителями в виде тиофеноль-
ной группы в α- [5, 6] или β-положении [7] с об-
разованием енонов при действии разных окисли-
телей, в том числе перекиси водорода. СЛ охотно
реагируют с тиофенолом в реакции присоедине-
ния Михаэля. Образующиеся сульфиды также
способны при действии перекиси водорода всту-
пать в реакции окисления–элиминирования, при
этом продукт реакции – исходный лактон с экзо-
метиленовой группой при лактонном цикле.

С другой стороны, в клетке в процессе метабо-
лизма образуются активные формы кислорода
(АФК), главные из которых – супероксид анион
и перекись водорода. Причем установлено, что в
опухолевых клетках содержание АФК выше, чем

Сокращения: АФК – активные формы кислорода; ПЭ –
петролейный эфир; СЛ – сесквитерпеновые лактоны;
ХФ – хлороформ; ЭА – этилацетат; DCC – дициклогек-
силкарбодиимид; IC50 – значение концентрации, вызыва-
ющее 50%-ное ингибирование роста популяции клеток.
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в клетках соответствующей им нормальной тка-
ни. Это связано как с большей скоростью образо-
вания АФК из-за несбалансированной работы
электрон-транспортной цепи митохондрий, так и
с меньшей способностью опухолевых клеток к де-
токсикации АФК за счет пониженной активно-
сти ферментов антиоксидантной защиты клетки
[8]. Поскольку неважно, происходит реакция
окисления–элиминирования конъюгатов СЛ с
тиофенолом под действием внутриклеточной пе-
рекиси водорода или в процессе химического
синтеза, данную особенность опухолевых клеток
можно использовать для создания из СЛ проле-
карств-конъюгатов с большей избирательностью
цитотоксического действия. Более того, данный
подход позволяет использовать замещенные тио-
фенолы, что дает возможность создавать из СЛ
конъюгаты-пролекарства с требуемой полярно-
стью. Ранее сообщалось о получении АФК-активи-
руемых пролекарств лактона гроссгемина (I) путем
синтеза его конъюгатов с тиофенолами [9]. Мы
предлагаем использовать этот подход для получе-
ния АФК-активируемых пролекарств на основе и
других СЛ. Из литературных источников также из-
вестно о синтезе как промежуточных веществ конъ-
югатов алантолактона (II) [10] и изоалантолактона
(III) [11] с тиофенолом, однако об их цитотоксиче-
ских свойствах ничего не сообщалось. И наконец,
из литературных данных также известно о синтезе
конъюгата СЛ артемизитена (IV) с тиофенолом [12] в
рамках поиска новых антималярийных препаратов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве субстратов для получения конъюга-

тов СЛ с тиофенолом мы использовали СЛ (I–XV),
выделенные нами из растительных источников, а
также СЛ, полученные из природных СЛ с помо-
щью химической модификации. В настоящий

момент описано большое число СЛ [13, 14], одна-
ко подавляющее их количество содержится в рас-
тениях в исчезающее малых концентрациях либо
само растительное сырье малодоступно. Поэтому
мы опирались на те растительные источники с
высоким содержанием СЛ в сухом сырье, кото-
рые либо доступны коммерчески (корни девясила
высокого Inula helenium L., экстракт корней горь-
куши лопуховидной Sausserea lappa (Decne.), полу-
ченный путем свехкритической CO2-экстракции),
либо были выращены собственными силами (со-
цветия пижмы девичьей Tanacetum partenium L.,
листья василька крупноголовчатого Centaurea mac-
rocephala (Muss.-Puschk. ex Willd.)). Другие ис-
пользованные лактоны получены из стартовых
лактонов полусинтетически (схемы 1–4).

Лактоны корней девясила высокого, аланто-
лактон (II) и изоалантолактон (III), обладают
схожими свойствами, что затрудняет их разделе-
ние. Эти два лактона хотя и могут быть выделены
одновременно путем разделения их смеси через
хроматографирование на колонке с силикагелем,
импрегнированным нитратом серебра [15, 16], но
практичнее получать каждый из них из очищен-
ного экстракта [17] по отдельности. Так, аланто-
лактон (II) был получен из смеси аланто- и изо-
алантолактона путем селективного окисления
изоалантолактона при действии диоксида селена
в другой СЛ – изотелекин (V). Последний легко
отделяется хроматографически. Также при окис-
лении смеси соединений (II) и (III) диоксидом
селена в меньших количествах получаются СЛ те-
лекин (VI) и лактон-диол (VII). Изоалантолактон
(III) частично отделяется из смеси лактонов девя-
сила четырехкратной перекристаллизацией из го-
рячего 75%-ного водного метанола. Более по-
дробно способы препаративного разделения лак-
тонов девясила описаны в недавней статье [17].

Схема 1. Синтез сесквитерпеновых лактонов из лактонов девясила (Inula helenium L.).
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Основные лактоны корней горькуши лопухо-
видной – костунолид и дегидрокостус-лактон
(VIII). В качестве источника для выделения лак-
тонов костунолида (XVI) и лактона (VIII) использо-
вали экстракт корней костуса, полученный путем
сверхкритической CO2-экстракции (Guangzhou
Endless Biotech Co., Китай). Использованный
сверхкритический CO2-экстракт примерно на 25%
состоял из смеси СЛ и на 75% – из триглицеридов.
Для удаления последних из экстракта несколько

раз извлекали СЛ горячим водным ацетонитрилом
и очищали фильтрованием через силикагель. Де-
гидрокостус-лактон (VIII) и костунолид (XVI) раз-
деляли на колонке с импрегнированным нитратом
серебра. В меньших количествах из экстракта бы-
ли выделены минорные лактоны горькуши лопу-
ховидной – сантамарин (IX) и рейнозин (XVII),
которые также отделяли друг от друга на колонке
с импрегнированным нитратом серебра (схема 2).

Схема 2. Сесквитерпеновые лактоны горькуши лопуховидной (костуса, Sausserea lappa (Decne.)).

Прочие использованные природные СЛ были
выделены из сухого растительного сырья. Для
этого на основе известных методик нами был
найден оптимальный способ получения лактон-
ной фракции. Он состоит в следующем: высу-
шенные измельченные части растения экстраги-
ровали хлороформом, упаривали, растворяли в
горячем метаноле и небольшими порциями при
взбалтывании добавляли насыщенный раствор
ацетата свинца (20% по объему), оставляли осты-
вать в течение ночи. Жидкую часть декантирова-
ли с осадка пигментов, кислот и полифенольных
соединений, промывали петролейным эфиром от

высоколипофильных примесей, отгоняли мета-
нол из водно-метанольной части при понижен-
ном давлении, разбавляли водой и экстрагирова-
ли этилацетатом. Из обогащенной лактонной
фракции индивидуальные лактоны выделяли
препаративной колоночной хроматографией. Та-
ким способом из соцветий пижмы девичьей был
выделен гермакрановый СЛ партенолид (X) с вы-
ходом 0.78%, из листьев василька крупноголовча-
того – гваянолиды гроссгемин (I) с выходом
0.63% и цинаропикрин (XVIII) с выходом 1.18%
(схема 3).

Схема 3. Выделенные из растений сесквитерпеновые лактоны гроссгемин (I),
цинаропикрин (XVIII) и партенолид (X).

Артемизинин (XIX) – коммерчески доступный
СЛ. Однако он не имеет экзометиленовой группы
при лактонном цикле и не способен вступать в
реакции присоединения по Михаэлю. СЛ арте-
мизитен (IV) (также известный как артемизини-
нен) с экзометиленовой группой при лактонном
цикле синтезирован из дигидроартемизинина
(XX), полученного из коммерческих источников,

а также при восстановлении артемизинина (XIX)
боргидридом натрия [18]. За основу взята извест-
ная методика синтеза артемизитена (IV) [19]. Она
заключается в дегидрировании дигидроартемизи-
нина (XX) с образованием ангидродигидроарте-
мизинина (XXI), который при действии синглет-
ного кислорода дает гидропероксид (XXII). По-
следний при действии уксусного ангидрида в
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пиридине образует лактон (IV). В оригинале син-
тез промежуточного продукта (XXI) из дигидро-
артемизинина (XX) предполагает использование
в качестве дегидрирующего агента DCC и сопро-
вождается количественным выходом. Однако
воспроизведение синтеза соединения (XXI) по
методике El-Feraly et al. [19] дало требуемый про-
дукт лишь с выходом 63.7% от теоретического.
Дициклогексилмочевина и побочный продукт ре-
акции затрудняют дальнейшую обработку реакци-

онной смеси. Практичнее на этом этапе оказалось
заменить DCC в качестве дегидрирующего агента
на трехфтористый бор [20], что повышает выход до
количественного и упрощает очистку продукта. На
следующей стадии реакцию с синглетным кислоро-
дом проводили с присутствием в реакционной сре-
де фотосенсибилизатора бенгальского розового.
Выход на этой стадии невелик даже при большом
времени облучения, что делает ее узким местом в
схеме получения артемизитена (IV) (схема 4).

Схема 4. Синтез артемизитена (IV).

Часть использованных лактонов была получе-
на полусинтетически из природных лактонов,
выделенных из растительных источников. Так,
эпоксиалантолактон (XI) получен эпоксидирова-
нием алантолактона (II) при действии надуксус-
ной кислоты по известной методике [21] с коли-
чественным выходом. Далее синтезом из эпокси-
алантолактона (XI) при действии щавелевой
кислоты в водной среде были получены аланто-
диен (XII) и эремофилановый лактон (XIII) [21].
Изозаллузарин-C (XIV) получен как основной
продукт аллильного окисления дегидрокостус-
лактона (VIII) при реакции с диоксидом селена.
Ацилированный по спиртовой группе изотелекин
(XV) получен обычным способом реакцией лак-
тона (V) с ацилхлоридом в пиридине (схема 1).

Как известно, СЛ охотно вступают в реакции
присоединения по Михаэлю тиолов по лактонно-
му циклу [22, 23], в том числе с тиофенолом [9].
Реакция присоединения по Михаэлю с тиофено-
лом не идет в чистом метаноле в отсутствие ката-
лиза даже при длительной инкубации, но быстро
проходит при добавлении основания триэтил-
амина, что согласуется с литературными данны-
ми [9, 24]. Используя эту реакцию, из полученных
нами ранее СЛ (I–XV) были получены конъюгаты
с тиофенолом (Ia–XVa) (схема 5). Выходы про-
дуктов реакций приведены в табл. 1. Получение
конъюгатов лактонов девясила (II) и (III) с тио-
фенолом и селенофенолом было описано нами в
недавнем сообщении [25]. Стандартный способ
выделения (метод А) продукта реакции заключа-

ется в упаривании реакционной смеси, промыва-
нии в воронке остатка раствором карбоната от
следов тиофенола и кристаллизации на холоде из
минимального количества метанола. Конъюгаты
лактонов, которые выпадают в осадок из метано-
ла, могут быть очищены простой отгонкой рас-
творителя и дополнительной промывкой метано-
лом (способ Б). В случае, если в реакционной
смеси кроме основного продукта по данным ТСХ
обнаруживались примеси, продукты выделяли
колоночной хроматографией (методы В и Г).
В случае, если продукт кристаллизовался из реак-
ционной смеси, но лишь частично, маточный
раствор также упаривали и проводили обработку ре-
акционной смеси стандартным методом (метод Д).
При длительном времени реакции алантолактона
(II) с тиофенолом продукт (IIа) выделялся как не-
делимая смесь изомеров по положению C-11. При
проведении реакции в течение нескольких минут
с незамедлительной последующей обработкой
реакционной смеси продукт реакции представля-
ет собой только один чистый изомер. Для всех
прочих лактонов аддукты выделялись в виде
единственного изомера независимо от времени
реакции. В целом, реакция присоединения тио-
фенола к СЛ полностью проходит за несколько
минут и нет необходимости проводить ее в тече-
ние нескольких дней, однако длительное время
реакции иногда позволяет кристаллизоваться
продуктам напрямую из реакционной смеси, что
позволяет проводить очистку продуктов реакции
простым фильтрованием.
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Схема 5. Конъюгаты сесквитерпеновых лактонов с тиофенолом (Ia–XVa).

СЛ проявляют свое цитотоксическое действие
благодаря наличию электрон-дефицитной двой-
ной связи при лактонном цикле. Конъюгаты СЛ с
тиофенолом лишены этой группы, однако они
выступают в виде пролекарств соответствующих
им исходных лактонов. При действии внутрикле-
точных АФК происходит окисление сульфидной
группы аддуктов тиофенола (Ia–XVa) до сульфок-
сида или сульфона, что ведет к последующему по-
степенному элиминированию с образованием ис-
ходного активного СЛ и сульфиновой или сульфо-
новой кислоты. Таким образом, для проявления
цитотоксического действия тиофенольных аддук-
тов СЛ решающее значение имеет концентрация
АФК внутри клетки, которая может различаться в
разных опухолевых линиях.

Цитотоксическая активность полученных на-
ми конъюгатов СЛ с тиофенолом была протести-
рована на четырех опухолевых (RD, HCT116, HeLa,
A549) и одной псевдонормальной (HEK293) кле-
точных линиях (табл. 2). Вполне ожидаемо, что
цитотоксичность серосодержащих конъюгатов-
пролекарств (Ia–XVa) меньше, чем у чистых СЛ
(I–XV) практически во всех случаях. Однако па-

дение цитотоксичности (IC50) неодинаково как
для разных лактонов, так и для разных клеточных
линий. Для части конъюгатов, таких как конъ-
югаты сантамарина (IXa), телекина (VIa), изозал-
лузарина-C (XIVa) и гроссгемина (Ia), цитотокси-
ческая активность невелика (IC50 > 100 мкМ) на
всех протестированных опухолевых линиях. Ча-
стично это связано с меньшей цитотоксичностью
самих лактонов. С другой стороны, из литератур-
ных данных [9] известно, что один из полученных
нами конъюгатов – аддукт гроссгемина с тиофе-
нолом (Ia) – обладает умеренной цитотоксично-
стью (IC50 = 11.2 мкМ) на опухолевой линии KB,
что может быть следствием повышенной чув-
ствительности этой клеточной линии к действию
лактона (I). Другие полученные нами пролекар-
ства-конъюгаты сохраняют умеренную цитоток-
сичность (IC50 = 5.8–38.4 мкМ) на всех протести-
рованных линиях. Среди них стоит отметить как
наиболее активные конъюгаты алантолактона
(IIa) и артемизитена (IVa). В первом случае удо-
влетворительная цитотоксическая активность
конъюгата-пролекарства (IIa) достигается за счет
высокой активности исходного лактона (II). Во
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втором случае активность конъюгата (IVa) прак-
тически не отличается от активности исходного
лактона (IV), что означает быстрый распад конъ-
югата (IVa) при попадании в клетку. Эти два ве-
щества – конъюгаты алантолактона (IIa) и арте-
мизитена (IVa) – подходят для дальнейшей опти-
мизации структуры путем введения заместителей
в тиофенольную часть.

Недостаток данного рода конъюгатов – высо-
кая гидрофобность, еще большая, чем у исходных
СЛ. Однако она может быть устранена в перспек-
тиве при использовании для синтеза пролекарств
замещенных тиофенолов. В данной работе была
проверена и подтверждена жизнеспособность са-
мого подхода к синтезу АФК-активируемых серо-
содержащих пролекарств из СЛ с различными уг-
леродными скелетами и цитотоксической актив-
ностью.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и методы. Спектры ЯМР (δ, м.д.;
J, Гц) были получены в СDCl3 (где не указано
особо) на приборе Spectrospin (200 MГц для 1H и
50 МГц для 13С) (Bruker, США) с использованием
остаточного сигнала растворителя CHCl3 (δ =
= 7.27) в качестве внутреннего стандарта, в рас-
шифровке спектра символы “a” и “b” обозначают

неэквивалентные протоны при одном атоме угле-
рода. Отнесения сигналов ЯМР осуществляли
сравнением с данными 1D- и 2D-спектров ЯМР
лактонов, полученных нами ранее, и со спектра-
ми ЯМР лактонов из литературных источников.
Нумерация атомов в спектрах – как на схеме 5.
Корни девясила – производства ПКФ “Фито-
фарм” (Анапа, Россия).

ТСХ выполняли на пластинках Silicagel 60 F254
(Merck, Германия). Для обнаружения веществ на
пластинки выливали раствор 4%-ной фосфорно-
молибденовой кислоты в этаноле, после чего пла-
стинки сразу нагревали феном с температурой
250°С до проявления темных пятен. Также для
обнаружения пятен ТСХ использовали опрыски-
вание раствором анисальдегида (75 мл этанола,
1 мл уксусной кислоты, 2.5 мл серной кислоты,
2 мл анисальдегида) и нагревали феном (250°С)
до проявления разноцветных пятен.

Выделение лактонов гроссгемина (I) и цинаро-
пикрина (XVIII) из листьев василька групноголов-
чатого. Василек крупноголовчатый (гроссгемия
крупноголовчатая, Centauria macrocephala (Muss.-
Puschk. ex Willd.)) был посеян и выращен на тер-
ритории д. Останкино, Борский р-н, Нижегород-
ская область. Сбор и сушку листьев производили
в течение лета 2017 г., начиная с начала периода
цветения. Высушенные листья (442.5 г) измель-
чали вручную и экстрагировали 2 × 5 л хлорофор-
ма в течение нескольких суток. Хлороформные
вытяжки упаривали при пониженном давлении и
получали экстракт массой 24.0 г. Экстракт рас-
творяли в 200 мл метанола и на водяной бане
(70°С) постепенно, при покачивании колбы, до-
бавляли 50 мл насыщенного раствора ацетата
свинца и давали медленно остывать до комнат-
ной температуры. Спустя ночь декантировали с
осадка, промывали в воронке 3 × 50 мл петролей-
ным эфиром, водно-метанольную часть упарива-
ли при пониженном давлении до удаления легко-
летучего метанола, остаток разбавляли 150 мл во-
ды и 2 × 150 мл этилацетата, органические слои
упаривали и вакуумировали, получили 9.31 г ве-
щества в виде пены. Экстракт хроматографировали
на колонке с силикагелем в системе ХФ/ЭА 9 : 1, за-
тем ХФ/ацетон 9 : 1, ХФ/ацетон 4 : 1, ХФ/ацетон
7 : 3, ХФ/MeOH 9 : 1, смешанные фракции рехро-
матографировали. Состав фракций контролиро-
вали в системе ХФ/ацетон 2 : 1. Получили в сумме
2.768 г гроссгемина (I) в виде крупных, почти ку-
бических кристаллов и 5.243 г цинаропикрина
(XVIII) в виде аморфной твердой пены. ЯМР-
спектры лактонов гроссгемина (I) [9, 26] и цина-
ропикрина (XVIII) [26] аналогичны описанным
ранее.

Получение алантолактона (II) и продуктов ал-
лильного окисления изоалантолактона. В колбе
растворяли в 350 мл CH2Cl2 при перемешивании

Таблица 1. Выходы продуктов реакции присоедине-
ния тиофенола и лактонов

* Продукт реакции в виде смеси изомеров.

Исходный 
лактон Метод Выход, % Время 

реакции

(I) Д 100 3 сут
(II) А 89.0* 3 сут

Б 100 10 мин
(III) А 100 3 сут
(IV) Г 60.3 3 сут
(V) А 38.5 3 сут

Б 81.5 3 сут
(VI) Д 67.1 3 сут
(VII) В 56.6 1 ч
(VIII) А 100 3 сут

Б 92.0 14 сут
(IX) В 38.5 3 сут
(X) Г 76.4 1 сут
(XI) Б 93.4 3 сут
(XII) A 98.6 3 сут
(XIII) А 92.2 7 сут
(XIV) В 91.4 18 ч
(XV) А 81.6 3 сут
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78.9 г предварительно очищенной [17] смеси лак-
тонов корней девясила высокого (Inula helenium
L.), вносили 2 г диоксида селена и 40 мл 70%-ного
t-BuOOH. Перемешивали 5 ч при комнатной тем-
пературе и оставляли на ночь при 4°C. Отгоняли
растворитель при пониженном давлении, тща-
тельно вакуумировали. Очищали колоночной
хроматографией на силикагеле, элюировали бен-
золом, затем бензол/ЭА 19 : 1, бензол/ЭА 9 : 1,
бензол/ЭА 8 : 2, бензол/ацетон 8 : 2, бензол/изо-
пропанол 1 : 1. С колонки последовательно элюи-
ровали фракции, содержащие чистый алантолак-
тон (II), 33.9 г, желтое масло, быстро застываю-
щее в белое твердое вещество (Rf = 0.71 на ТСХ в

системе бензол/ЭА 9 : 1), затем телекин (VI) 7.4 г
(Rf = 0.32 на ТСХ в системе бензол/ЭА 9 : 1), изо-
телекин (V) 31.6 г (Rf = 0.16 на ТСХ в системе бен-
зол/ЭА 9 : 1) и лактон (VII) 3.29 г (Rf = 0.26 на ТСХ
в системе бензол/ацетон 9 : 1). ЯМР-спектры
алантолактона (II) [21], телекина (VI) [27], изоте-
лекина (V) [27] и лактона (VII) [27] аналогичны
описанным ранее.

Синтез артемизитена (IV). Дегидратация дигид-
роартемизинина (XX). В 2-л колбу вносили 1 л ди-
этилового эфира и суспендировали в нем 20 г
коммерчески доступного дигидроартемизинина
(XX, 70.3 ммоль). Охлаждали колбу до 0°С в бане

Таблица 2. Цитотоксическая активность лактонов и их конъюгатов

* Прочерк – отсутствие цитотоксичности в МТТ-тесте (IC50 > 600 мкМ).

Соединение
IC50, мкМ

RD HCT116 HeLa А549 HEK293

(I) 38.35 ± 3.31 17.80 ± 2.16 31.07 ± 1.79 44.06 ± 0.68 46.86 ± 5.10
(Ia) 256.66 ± 9.71 160.43 ± 25.94 458.79 ± 42.86 557.26 ± 38.62 –*
(II) 6.23 ± 0.11 5.73 ± 0.08 5.38 ± 0.04 2.71 ± 0.07 15.44 ± 1.27

(IIa) 18.42 ± 0.94 31.68 ± 2.45 34.33 ± 0.02 38.37 ± 1.49 34.24 ± 0.18
(III) 10.30 ± 0.01 8.09 ± 0.97 5.94 ± 0.06 18.55 ± 0.21 35.68 ± 1.52

(IIIa) 99.62 ± 7.42 124.77 ± 3.48 156.65 ± 2.22 74.66 ± 6.95 78.80 ± 7.69
(IV) 8.23 ± 0.01 33.97 ± 4.51 2.95 ± 0.04 38.37 ± 0.66 7.98 ± 0.11
(IVa) 14.93 ± 0.38 33.94 ± 0.34 5.82 ± 0.01 34.14 ± 0.44 11.80 ± 1.49
(V) 34.50 ± 4.97 47.55 ± 3.38 33.05 ± 0.44 43.27 ± 1.29 36.35 ± 0.33
(Va) 76.94 ± 8.99 79.84 ± 3.28 100.80 ± 1.16 102.38 ± 5.71 67.10 ± 5.85
(VI) 63.58 ± 1.12 22.15 ± 0.02 28.97 ± 2.91 46.30 ± 5.39 22.17 ± 0.63

(VIa) 130.54 ± 1.88 139.10 ± 5.10 202.17 ± 3.83 638.91 ± 10.54 153.85 ± 9.29
(VII) 20.30 ± 0.56 34.76 ± 5.66 24.47 ± 0.96 79.87 ± 10.10 17.52 ± 2.91

(VIIa) 104.36 ± 2.95 127.87 ± 3.49 78.20 ± 6.91 185.29 ± 8.98 69.23 ± 4.70
(VIII) 61.89 ± 2.96 37.48 ± 2.51 10.11 ± 0.13 34.22 ± 1.62 20.92 ± 0.69

(VIIIa) 36.86 ± 0.57 54.48 ± 9.09 60.51 ± 4.48 66.69 ± 3.82 57.72 ± 0.06
(IX) 88.27 ± 5.68 99.67 ± 8.35 77.71 ± 4.73 155.05 ± 6.14 66.08 ± 2.89

(IXa) 231.90 ± 7.99 –* –* 686.75 ± 40.24 124.57 ± 3.35
(X) 15.69 ± 3.45 34.01 ± 2.32 15.58 ± 0.43 64.31 ± 2.85 67.29 ± 4.58

(Xa) 61.89 ± 2.96 74.45 ± 3.17 81.45 ± 5.96 185.00 ± 11.02 100.41 ± 1.38
(XI) 13.27 ± 0.20 30.56 ± 0.94 6.23 ± 0.73 31.54 ± 2.44 8.60 ± 0.22

(XIa) 46.31 ± 3.76 155.20 ± 2.14 196.41 ± 8.73 146.48 ± 15.65 57.45 ± 3.03
(XII) 3.60 ± 0.25 6.99 ± 0.46 41.03 ± 3.13 74.68 ± 7.54 29.64 ± 3.88

(XIIa) 18.22 ± 1.44 44.93 ± 3.24 18.33 ± 0.76 48.84 ± 0.92 32.66 ± 3.11
(XIII) 17.47 ± 0.15 21.54 ± 3.59 20.39 ± 0.79 91.56 ± 3.13 34.05 ± 2.23

(XIIIa) 24.15 ± 0.27 36.48 ± 1.57 31.46 ± 1.82 88.78 ± 1.54 28.46 ± 1.49
(XIV) 100.04 ± 2.72 137.75 ± 10.20 190.56 ± 2.38 347.17 ± 11.65 –*
(XIVa) 123.84 ± 3.87 143.47 ± 16.75 173.44 ± 21.76 238.36 ± 19.88 112.72 ± 5.80
(XV) 70.27 ± 2.01 33.06 ± 3.00 21.04 ± 0.48 74.29 ± 0.13 29.86 ± 0.63
(XVa) 237.99 ± 7.20 191.08 ± 22.78 334.83 ± 19.13 581.64 ± 7.71 165.32 ± 19.38
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со льдом и при интенсивном перемешивании на
магнитной мешалке по каплям вносили 30 мл
эфирата трехфтористого бора, закрывали проб-
кой, оставляли перемешиваться еще 24 ч при
охлаждении. Полностью прозрачную реакцион-
ную смесь порциями промывали насыщенным
раствором NaHCO3, органические слои объеди-
няли, отгоняли эфир, остаток быстро хромато-
графировали на колонке с силикагелем, элюируя
смесью бензол/ЭА 10 : 1. Получили ангидроди-
гидроартемизинин (XXI) с количественным вы-
ходом в виде белого твердого вещества.

Реакция ангидродигидроартемизинина (XXI) с
синглетным кислородом. В 500-мл колбу, снаб-
женную магнитной мешалкой, вносили 250 мл
изопропанола, 5 г ангидродигидроартемизинина
(XXI, 18.8 ммоль) и 100 мг бенгальского розового.
В колбу вставляли барботер со стеклянным филь-
тром от склянки Дрекселя. На барботер подавали
ток осушенного воздуха, пропущенного через ко-
лонку со щелочью. Скорость потока регулирова-
ли установкой капилляра на входе насоса. На рас-
стоянии 10 см от колбы устанавливали ртутную
лампу высокого давления ДРЛ-125, которую под-
ключали в сеть через дроссель ПРА-125. Оставля-
ли смесь в колбе интенсивно перемешиваться
при одновременном пропускании тока воздуха и
освещении. Периодически к реакционной массе
подливали испарившийся изопропанол. Через
1 сут реакции отгоняли растворитель при пони-
женном давлении, остаток растворяли в хлоро-
форме, наносили на колонку с силикагелем и
элюировали смесью бензол/ЭА 9 : 1. Получили
2.879 г гидропероксида (XXII), 9.7 ммоль, выход
51.6%.

Конверсия гидропероксида (XXII) в лактон (IV).
Полученные на предыдущем этапе 2.879 г гидро-
пероксида (XXII) растворяли в смеси 20 мл уксус-
ного ангидрида и 1 мл пиридина, перемешивали
2 ч на магнитной мешалке. Выливали в насыщен-
ный водный раствор NaHCO3 и оставляли пере-
мешиваться до растворения слоя уксусного ан-
гидрида. Добавляли в колбу хлороформ и после
разделения в делительной воронке органический
слой сушили над Na2SO4 в течение ночи. После
отгонки растворителя получили 2.641 г артемизи-
тена (IV, 9.4 ммоль, 97%) в виде белого твердого
вещества. Спектр ЯМР артемизитена (IV) анало-
гичен описанному ранее [28].

Выделение лактонов костуса. Сверхкритиче-
ский CO2-экстракт корней костуса (горькуша ло-
пуховидная, Sausserea lappa (Decne.)) был получен
из коммерческого источника (Guangzhou Endless
Biotech Co., Китай). В 2-л делительной воронке
порциями разбавляли 400 мл CO2-экстракта во-
дой и хлороформом, органические слои отделя-
ли, сушили Na2SO4, фильтровали через бумажные
фильтры, растворитель отгоняли при понижен-

ном давлении. В 2-л колбе к очищенному от меха-
нических и полярных примесей CO2-экстракту
прибавляли 600 мл ацетонитрила, доводили до
кипения на водяной бане при перемешивании,
еще горячий MeCN-слой декантировали с бес-
цветного масла, целиком состоящего из тригли-
церидов. К ацетонитрильному экстракту прибав-
ляли 60 мл воды (10% от объема MeCN), также
нагревали на водяной бане до кипения и деканти-
ровали с масла на дне, отгоняли растворитель.
Получили 114 г экстракта, состоящего преимуще-
ственно из СЛ. Полученный MeCN-экстракт
фракционировали на колонке с силикагелем, со-
став фракций контролировали по ТСХ в системе
ПЭ/Et2O 15 : 5. Фракции, содержащие смесь ко-
стунолида (XVI) и дегидрокостус-лактона (VIII),
объединяли, упаривали и разделяли в воронке
между MeCN и ПЭ, MeCN-слой отделяли и упа-
ривали. Избавлялись от части костунолида путем
кристаллизации из ПЭ при –20°С, супернатант
упаривали и хроматографировали на колонке с
силикагелем, импрегнированным 5%-ным нит-
ратом серебра. Собирали фракции, содержащие
чистый дегидрокостус-лактон (VIII), масло, за-
стывающее в длинные бесцветные призмы, с вы-
ходом 48.4 г, затем собирали фракции, дающие
7.71 г костунолида (XVI), который быстро изоме-
ризуется в другие лактоны в присутствии следов
AgNO3.

Более полярные фракции MeCN-экстракта
объединяли и хроматографировали на силикаге-
ле, элюируя смесью ПЭ/ЭА 2 : 1. Собрали 7.9 г
фракций, богатых сантамарином (IX) и рейнози-
ном (XVII), которые после хроматографии на си-
ликагеле с импрегнированным нитратом серебра
дают небольшое количество чистых лактонов (IX)
и рейнозина (XVII). Очищенные на колонке с се-
ребром лактоны после этого фильтровали через
слой окиси алюминия для удаления остатков нит-
рата серебра. Спектры ЯМР дегидрокостус-лак-
тона (VIII) [29], костунолида (XVI) [29], сантама-
рина (IX) [30, 31] и рейнозина (XVII) [30, 31] ана-
логичны описанным ранее.

Выделение партенолида (X). Несортовая форма
пижмы девичьей (Tanacetum partenium L.) была
посеяна и выращена территории ИФАВ РАН
(г. Черноголовка, Московская область), в тече-
ние июля–августа 2018 г. происходил сбор соцве-
тий с интервалом в 2 недели. Высушенные соцве-
тия пижмы девичьей массой 356.5 г измельчали
на лабораторной мельнице и экстрагировали два-
жды смесью 5 л бензола с этилацетатом при ком-
натной температуре. После отгонки растворителя
экстракт массой 36.03 г разбавляли 450 мл мета-
нола, добавляли 50 мл насыщенного водного рас-
твора ацетата свинца при нагревании на водяной
бане (50°С), после чего водяную баню оставляли
постепенно остывать. Спустя ночь водно-мета-
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нольную часть декантировали, промывали в во-
ронке гексаном. Гексановая часть массой 2.6 г со-
держала камфору и жиры. Из водно-метанольной
оставшейся части при пониженном давлении от-
гоняли метанол, к остатку прибавляли хлоро-
форм и воду, хлороформную часть массой 16.56 г
отделяли и промывали раствором NaHCO3 и на-
сыщенным раствором NaCl, сушили над Na2SO4,
обогащенный экстракт хроматографировали на
колонке с силикагелем в бензоле с возрастающим
градиентом ЭА. Фракции, содержащие партено-
лид (X) (Rf = 0.24 в системе бензол/ЭА 9 : 1 на
ТСХ-пластинках Merck, Rf = 0.49 – на пластинках
Силуфол), собирали, отгоняли растворитель и ва-
куумировали, дополнительно кристаллизовали
из холодного эфира. Выход 2.77 г, бесцветный,
слегка желтый порошок. Спектр ЯМР партено-
лида (X) аналогичен описанному ранее [31].

Синтез изозаллузарина-C (XIV) из дегидроко-
стус-лактона (VIII). В 500-мл колбе растворяли
8.0 г дегидрокостус-лактона (X) (34.7 ммоль, Rf =
= 0.76 в системе бензол/ЭА 10 : 1, Rf = 0.9 в систе-
ме бензол/ЭА 2 : 1) в 250 мл хлороформа, добавля-
ли 1 г диоксида селена, интенсивно перемешива-
ли 10 мин при комнатной температуре. Затем до-
бавляли 10 мл 70%-ного t-BuOOH порциями по
1 мл раз в 1 мин и перемешивали еще 2.5 ч, кон-
тролируя прохождение реакции по ТСХ. Затем
к реакционной смеси добавляли безводный
Na2SO4, упаривали растворитель при понижен-
ном давлении без нагрева, несколько раз промы-
вали оставшийся Na2SO4 этилацетатом и также
упаривали, вакуумировали и наносили на колон-
ку с силикагелем, элюировали возрастающим
градиентом бензол/ЭА, затем ацетоном, собира-
ли фракции, содержащие лактон (XIV) (Rf = 0.11 в
системе бензол/ЭА 10 : 1, Rf = 0.43 в системе бен-
зол/ЭА 2 : 1), при необходимости дополнительно
очищали рехроматографией для выделения из
смешанных фракций, а также удаления примеси
окиси селена. Выход 4.76 г, белое твердое веще-
ство, 1H-ЯМР-спектр соответствует описанному
ранее [32].

Ацилирование изотелекина (V). В колбе раство-
ряли 4 г (16.1 ммоль) изотелекина (V) в 40 мл пи-
ридина. Затем по каплям добавляли 1.77 г ацил-
хлорида при перемешивании, закрывали пробкой
и оставляли реакцию идти в течение ночи при
комнатной температуре. После этого при пони-
женном давлении отгоняли основную часть пи-
ридина, добавляли к остатку воду и эфир, держа-
ли на ультразвуковой бане до растворения смолы.
Водный слой трижды экстрагировали эфиром,
после чего сумму органических частей промыва-
ли раствором винной кислоты и упаривали, полу-
чили 5.05 г остатка неочищенного лактона (XV).
Очищали колоночной хроматографией на сили-
кагеле, собирая фракции с Rf = 0.77 на ТСХ в си-

стеме ХФ/ацетон 20 : 1 (подвижность изотелеки-
на Rf = 0.39). Выход чистого ацилированного про-
дукта (XV) составил 3.55 г (12.2 ммоль, 76.0%), 1H-
ЯМР-спектр соответствует литературному [33].

Общий метод присоединения тиофенола к сеск-
витерпеновым лактонам. Способ А (стандартный):
в виале при комнатной температуре растворяли
1 ммоль лактона в 10 мл метанола, туда же добав-
ляли 232 мкл (2.1 ммоль) тиофенола и 100 мкл
триэтиламина. После перемешивания виалу за-
крывали, изолировали слоем парафильма и
оставляли на 3 сут. Ход реакции контролировали
по ТСХ. При пониженном давлении на водяной
бане (40°С) отгоняли растворитель, растворяли в
хлороформе и промывали в воронке последова-
тельно раствором Na2CO3, водой и слабым рас-
твором NaCl, каждый раз дополнительно экстра-
гировали еще одной порцией хлороформа. Объ-
единенные органические слои сушили над
Na2SO4, отгоняли растворитель, вакуумировали,
кристаллизовали остаток с 2 мл метанола при
‒10°С, убирали с помощью пипетки метанол и
снова вакуумировали. Получили продукт в виде
светлого порошка.

Способ Б: в виале при комнатной температуре
растворяли 1 ммоль лактона в 10 мл метанола,
прибавляли 232 мкл (2.1 ммоль) тиофенола и
100 мкл триэтиламина и перемешивали. К быстро
закристаллизовавшейся реакционной смеси до-
бавляли 5 мл хлороформа и выдерживали еще
10 мин, после чего отгоняли растворитель при
пониженном давлении. Остаток вакуумировали
и кристаллизовали из 5 мл холодного метанола
(–10°С). Выпавшие кристаллы быстро отфиль-
тровывали на стеклянном фильтре при понижен-
ном давлении и сушили в вакууме.

Способ В: реакционную смесь упаривали при
пониженном давлении, остаток сразу хромато-
графировали на колонке с силикагелем.

Способ Г: реакционную смесь обрабатывали
как в способе А, остаток хроматографировали на
колонке с силикагелем.

Способ Д: выпавшие из реакционной смеси
кристаллы отфильтровывали на стеклянном
фильтре, оставшийся в маточном растворе про-
дукт извлекали, как в способе А.

(3S,3aR,4S,6aR,9S,9aR,9bR)-4-Гидрокси-9-ме-
тил-6-метилен-3-((фенилтио)метил)октагидроазу-
лено[4,5-b]фуран-2,8(3H,4H)-дион (Ia). Крупные
бесцветные прямоугольные кристаллы, ТСХ Rf =
= 0.51 в системе хлороформ/ацетон 20 : 2.

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, CDCl3): 1.23 (3H, д,
J 6.7, H15), 2.05 (1H, дд, J1 12.1, J2 10.2, H9a), 2.25
(2H, м, H4 + H5), 2.50 (1H, с, H2a), 2.51 (1H, д,
J 10.7, H2b), 2.73 (2H, м, H9b + H7), 2.99 (2H, м,
H1 + H11), 3.42 (1H, дд, J1 13.8, J2 4.2, H13a), 3.66
(1H, дд, J1 14.3, J2 4.9, H13b), 3.70 (1H, м, H8), 3.93
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(1H, т, J 9.0, H6), 4.74 (1H, с, H14a), 5.04 (1H, с,
H14b), 7.20–7.51 (5H, Ph + CHCl3).

Спектр 13C-ЯМР (50 МГц, CDCl3): 14.4 (C15),
34.2 (C13), 39.6 (C4), 43.5 (C9), 46.9 (C5), 47.2 (C1),
48.5 (C2), 49.7 (C7), 51.2 (C11), 75.1 (C8), 83.2 (C6),
115.1 (C14), 126.9 (Cd), 129.2 (Cc), 130.2 (Cb), 135.5
(Ca), 143.6 (C10), 175.8 (C12), 218.8 (C3).

(3S,5aS,6R,8aS,12S)-3,6-Диметил-9-((фенил-
тио)метил)октагидро-12H-3,12-эпокси[1,2]диок-
сипино[4,3-i]изохромен-10(3H)-он (IVa). Аморф-
ный, ТСХ в системе бензол/ЭА 2 : 1 Rf = 0.62.

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, CDCl3): δ 0.96 (3H,
д, J 5.5, H14), 1.46 (3H, с, H15), 3.17 (1H, дд, J1 13.7,
J2 11.8, H13a), 3.91 (1H, дд, J1 13.8, J2 3.3, H13b),
5.93 (1H, с, H5), 7.20–7.42 (5H, Ph + CHCl3).

Спектр 13C-ЯМР (50 МГц, CDCl3): δ 19.8 (C14),
24.7 (C8), 25.4 (C2), 31.3 (C15), 33.8 (C9), 35.8 (C3),
37.6 (C10), 38.0 (C13), 41.1 (C11), 43.4 (C7), 50.3
(C1), 80.7 (C6), 94.0 (C5), 105.4 (C4), 126.5 (Cd),
129.2 (Cc), 129.4 (Cb), 134.5 (Ca), 170.5 (C12).

(3R,3aR,6R,8aR,9aR)-6-Гидрокси-8a-метил-5-
метилен-3-((фенилтио)метил)декагидронафто[2,3-
b]фуран-2(3H)-он (Va). Серые кристаллы, ТСХ в
системе бензол/ЭА 9 : 1 для продукта, Rf = 0.19 для
изотелекина.

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, CDCl3): δ 0.80 (1H,
с, H15), 1.53 (1H, дд, J1 15.5, J2 4.5, H9a), 2.17 (1H,
д, J 15.1, H9b), 2.39 (1H, уш.д, J 11.8, H5), 2.63 (1H,
м, H7), 2.92 (1H, д, J 7.1, H11), 3.51 (2H, м, H13a +
+ H13b), 4.33 (1H, уш.с, H3), 4.46 (1H, уш.с, H8),
4.61 (1H, с, H15a), 5.03 (1H, с, H15b), 7.20–7.54
(5H, Ph + CHCl3).

Спектр 13C-ЯМР (50 МГц, CDCl3): δ 17.0 (C14),
20.1 (C6), 29.0 (C13 + C2), 34.7 (C10), 35.8 (C1),
38.5 (C7), 40.4 (C5), 41.1 (C9), 48.6 (C11), 73.3 (C3),
78.2 (C8), 109.9 (C15), 126.8 (Cd), 127.4 (Cc), 129.0
(Cb), 129.9 (Ca), 150.3 (C4), 176.9 (C12).

(3R,3aR,4aR,8aR,9aR)-4a-Гидрокси-8a-метил-
5-метилен-3-((фенилтио)метил)декагидронаф-
то[2,3-b]фуран-2(3H)-он (VIa). Выход 481 мг
(67.1%) в сумме при расчете реакции на 2 ммоль
лактона (20). Крупные кристаллы.

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, CDCl3): δ 0.93 (3H,
с, H14), 1.14 (1H, уш.с, H1a), 1.60 (2H, м, H2a +
+ H2b), 1.86 (1H, дд, J1 15.4, J2 2.4, H6a), 2.15 (1H,
дт, J1 13.7, J2 3.5, H3a), 2.56 (2H, м, H3b + H7), 2.92
(2H, м, H13a + H11), 3.52 (1H, д, J 9.7, H13b), 4.51
(1H, уш.с, H8), 4.68 (1H, с, H15a), 4.87 (1H, с,
H15b), 7.20–7.44 (5H, Ph + CHCl3).

Спектр 13C-ЯМР (50 МГц, CDCl3): δ 21.5 (C2),
21.6 (C14), 26.7 (C6), 29.3 (C13), 31.6 (C3), 35.2
(C7), 35.3 (C1), 35.7 (C9), 36.9 (C10), 46.3 (C11),
74.2 (C5), 78.3 (C8), 108.8 (C15), 126.9 (Cd), 129.2
(Cc), 130.3 (Cb), 135.6 (Ca), 150.5 (C4), 177.0 (C12).

(3R,3aR,4aS,6R,8aR,9aR)-4a,6-Дигидрокси-8a-
метил-5-метилен-3-((фенилтио)метил)декагидро-
нафто[2,3-b]фуран-2(3H)-он (VIIa). Белое аморф-

ное твердое вещество, ТСХ в системе бензол/ЭА
2 : 1 Rf = 0.67.

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, CDCl3): δ 0.82 (3H,
с, H14), 1.04 (1H, дд, J1 13.2, J2 4.1, H1a), 2.90 (1H,
дд, J1 6.1, J2 2.3, H11), 3.11 (1H, дд, J1 12.3, J2 2.4,
H13a), 3.43 (1H, дд, J1 12.3, J2 4.9, H13b), 4.32 (1H,
уш.с, H3), 4.43 (1H, т, J 4.2, H8), 4.83 (1H, с, H15a),
5.04 (1H, с, H15b), 7.14-7.31 (5H, Ph + CHCl3).

Спектр 13C-ЯМР (50 МГц, CDCl3): δ 21.4 (C14),
26.0 (C1), 28.4 (C2), 29.4 (C13), 30.1 (C6), 34.8
(C10), 35.6 (C9), 37.2 (C7), 46.0 (C11), 74.9 (C3),
75.5 (C5), 78.3 (C8), 112.9 (C15), 126.9 (Cd), 129.3
(Cc), 129.7 (Cb), 130.8 (Ca), 148.3 (C4), 176.9 (C12).

(3S,3aS,6aR,9aR,9bS)-6,9-Диметилен-3-((фе-
нилтио)метил)декагидроазулено[4,5-b]фуран-2(3H)-
он (VIIIa). Иглы из метанола или твердое белое
вещество.

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, CDCl3): δ 2.83 (1H,
м, H5), 3.15 (1H, дд, J1 13.8, J2 6.8, H13a), 3.55 (1H,
дд, J1 13.6, J2 4.1, H13b), 3.92 (1H, т, J 8.8, H6), 4.76
(1H, с, H14a), 4.84 (1H, с, H14b), 5.06 (1H, уш.с,
H15a), 5.20 (1H, уш.с, H15b), 7.20–7.54 (5H, Ph +
+ CHCl3).

Спектр 13C-ЯМР (50 МГц, CDCl3): δ 30.1 (C2),
32.5(C8), 32.9 (C9), 33.4 (C3), 37.2 (C13), 46.8 (C1),
46.9 (C7), 47.1 (C11), 52.0 (C5), 85.2 (C6), 109.3 (C14),
112.0 (C15), 126.6 (Cd), 127.5 (Cc), 129.0 (Cb), 135.6
(Ca), 137.0 (C10), 149.6 (C4), 176.3 (C12).

(3S,3aS,5aR,6R,9bS)-6-Гидрокси-5a,9-диме-
тил-3-((фенилтио)метил)-3a,4,5,5a,6,7,9a,9b-ок-
тагидронафто[1,2-b]фуран-2(3H)-он (IXa). Масло.
ТСХ в системе бензол/ЭА 10 : 1 Rf = 0.23.

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, CDCl3): δ 0.86 (3H,
с, H14), 1.17 (1H, м, H9a), 1.80 (3H, с, H15), 2.07
(1H, м, H8a), 2.43 (1H, м, H7), 2.58 (1H, ддд,
J1 12.6, J2 8.1, J3 3.7, H11), 3.03 (1H, дд, J1 13.7, J2 8.1,
H13a), 3.57 (1H, дд, J1 13.6, J2 3.7, H13b), 3.67 (1H,
дд, J1 10.0, J2 6.7, H1), 3.93 (1H, дд, J1 11.4, J2 10.0, H6),
5.34 (1H, уш.с., H3), 7.20–7.45 (5H, Ph + CHCl3.

Спектр 13C-ЯМР (50 МГц, CDCl3): δ 11.0 (C14),
23.3 (C8), 23.6 (C15), 32.7 (C2), 33.0 (C13), 34.5
(C9), 40.5 (C10), 45.4 (C7), 50.5 (C11), 52.0 (C5),
75.2 (C1), 81.1 (C6), 121.3 (C3), 126.6 (Cd), 129.1
(Cc), 129.6 (Cb), 133.4 (C4), 135.6 (Ca), 176.96
(C12).

(3S,3aS,9aR,10aR,10bS,Z)-6,9a-Диметил-3-
((фенилтио)метил)-3a,4,5,8,9,9a,10a,10b-октагид-
рооксирено[2',3':9,10]циклодека[1,2-b]фуран-
2(3H)-он (Xa). Выход 411 мг (76.4%) при расчете
реакции на 1.5 ммоль лактона (X). Медленно кри-
сталлизующееся масло, ТСХ в системе бензол/ЭА
9 : 1 Rf = 0.36.

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, CDCl3): δ 1.31 (3H,
с, H15), 1.69 (3H, с, H14), 2.36 (1H, ддд, J1 12.1,
J2 6.8, J3 4.3, H11), 2.72 (1H, д, J 9.0, H5), 3.32 (1H,
дд, J1 14.1, J2 5.4, H13a), 3.51 (1H, дд, J1 14.2, J2 4.2,
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H13b), 3.84 (1H, т, J 9.0, H6), 5.08 (1H, дд, J1 12.0,
J2 2.1, H2), 7.23–7.52 (5H, Ph + CHCl3).

Спектр 13C-ЯМР (50 МГц, CDCl3): δ 16.9 (C14),
17.1 (C15), 24.0 (C2), 30.1 (C8), 32.9 (C13), 36.5
(C3), 40.5 (C9), 47.7 (C7), 47.9 (C-11), 61.5 (C4),
66.4 (C5), 82.3 (C6), 124.9 (Cd), 128.8 (C1), 129.2
(Cc), 130.0 (Cb), 134.4 (C10), 135.8 (Ca), 175.1 (C12).

(1aR,2S,5aR,6aR,9R,9aR,9bS)-2,5a-Диметил-9-
((фенилтио)метил)октагидро-2H-оксирено[2',3':4,4a]
нафто[2,3-b]фуран-8(9H)-он (XIa). Белый поро-
шок. ТСХ в системе бензол/ЭА 9 : 1 Rf = 0.67.

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, CDCl3): δ 1.10 (3H,
д, J 7.6, H15), 1.21 (3H, с, H14), 1.41–1.58 (5H, м,
H3 + H4 + H2b + H9b), 1.60 (1H, дд, J1 14.8, J2 2.8,
H1a), 1.83 (3H, м, H2a + H1b + H9b), 2.92 (1H, т,
J 12.2, H11), 3.07 (1H, дд, J1 10.0, J2 2.8, H7), 3.16
(1H, с, H6), 3.20 (1H, м, H13a), 3.69 (1H, дд, J1 12.9,
J2 2.6, H13b), 4.58 (1H, дт, J1 6.2, J2 2.9, H8), 7.23–
7.46 (5H, Ph + CHCl3).

Спектр 13C-ЯМР (50 МГц, CDCl3): δ 16.5 (C2),
17.8 (C15), 24.1 (C14), 29.6 (C3), 30.8 (C13), 32.1
(C10), 35.3 (C9), 37.8 (C4 + C7), 38.7 (C1), 41.8
(C11), 56.8 (C6), 68.4 (C5), 75.9 (C8), 127.2 (Cd),
129.3 (Cc), 130.3 (Cb), 134.1 (Ca), 176.1 (C12).

(3R,3aR,8aR,9aR)-5,8a-Диметил-3-((фенил-
тио)метил)-3a,7,8,8a,9,9a-гексагидронафто[2,3-
b]фуран-2(3H)-он (XIIa). Светлый порошок, ТСХ
Rf = 0.86 в системе бензол/ЭА 9 : 1.

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, CDCl3): δ 1.08 (3H,
с, H14), 1.40 (1H, м, H1a), 1.52 (1H, д, J 3.4, H1b),
1.59 (1H, д, J 2.4, H9a), 1.75 (3H, с, H15), 2.09 (1H,
м, H2a), 2.22 (2H, дд, J1 14.9, J2 3.0, H2b + H9b),
2.91 (1H, т, J 12.2, H11), 3.06 (1H, ддд, J1 14.6, J2 9.0,
J3 4.8, H7), 3.38 (1H, м, H13a), 3.58 (1H, дд, J1 12.5,
J2 2.6, H13b), 4.78 (1H, дт, J1 5.5, J2 2.7, H8), 5.47
(1H, д, J 3.2, H6), 5.63 (1H, уш.с, H3), 7.21–7.53
(5H, Ph + CHCl3).

Спектр 13C-ЯМР (50 МГц, CDCl3): δ 20.1 (C15),
22.2 (C2), 24.7 (C14), 30.6 (C13), 30.8 (C10), 37.2
(C7), 37.7 (C1), 39.5 (C9), 45.4 (C11), 69.1 (C8),
112.6 (C6), 124.6 (Cd), 126.9 (C3), 129.2 (Cc), 130.2
(Cb), 130.5 (C4), 137.0 (Ca), 145.2 (C5), 176.4 (C12).

(3R,3aS,4S,4aR,5S,9aR)-4-Гидрокси-4a,5-ди-
метил-3-((фенилтио)метил)-3a,4,4a,5,6,7,9,9a-ок-
тагидронафто[2,3-b]фуран-2(3H)-он (XIIIa). Твер-
дое белое вещество, ТСХ Rf = 0.34 в системе бен-
зол/ЭА 9 : 1.

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, CDCl3): δ 0.84 (3H,
s, H-14), 0.89 (3H, d, J 6.8, H-15), 1.38–1.48 (2H, м,
H3), 1.93–2.06 (3H, м, H2 + H4), 2.24 (1H, уш.т,
J 12.2, H9a), 2.60 (1H, дд, J1 14.0, J2 7.2, H9b), 2.71
(1H, м, H7), 3.02 (1H, т, J 9.0, H11), 3.21 (1H, м,
H13a), 3.68 (1H, дд, J1 12.5, J2 2.4 H13b), 4.08 (1H,
дд, J1 6.0, J2 4.4, H6), 4.68 (1H, дт, J1 10.7, J2 7.4,
H8), 5.66 (1H, дт, J1 4.7, J2 2.3, H1), 7.23–7.52 (5H,
Ph + CHCl3).

Спектр 13C-ЯМР (50 МГц, CDCl3): δ 16.0 (C15),
18.8 (C14), 25.6 (C2), 26.6 (C3), 32.6 (C4), 34.9
(C13), 35.3 (C9), 41.7 (C7), 41.9 (C5), 48.0 (C11),
73.7 (C6), 76.4 (C8), 127.1 (Cd), 128.0 (C1), 129.2
(Cc), 129.3 (Cb), 134.6 (Ca), 135.0 (C10), 176.9
(C12).

(3S,3aS,6aR,8R,9aR,9bS)-8-Гидрокси-6,9-ди-
метилен-3-((фенилтио)метил)декаазулено[4,5-
b]фуран-2(3H)-он (XIVa). Бесцветное масло. ТСХ
Rf = 0.58 в системе бензол/ЭА 2 : 1.

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, CDCl3): δ 3.03 (2H,
м, H1 + H5), 3.15 (1H, дд, J1 13.8, J2 6.8, H13a), 3.52
(1H, дд, J1 13.8, J2 4.0, H13b), 3.87 (1H, т, J 9.2, H6),
4.67 (1H, уш.с, H3), 4.74 (1H, с, H14a), 4.88 (1H, с,
H14b), 5.35 (1H, с, H15a), 5.44 (1H, с, H15b), 7.22–
7.43 (5H, Ph + CHCl3).

Спектр 13C-ЯМР (50 МГц, CDCl3): δ 32.9 (C8),
33.3 (C9), 37.5 (C13), 39.7 (C2), 43.8 (C1), 46.7 (C7),
47.3 (C11), 49.5 (C5), 74.5 (C3), 84.8 (C6), 112.6
(C14), 112.9 (C15), 126.7 (Cd), 129.2 (Cc), 129.7
(Cb), 135.5 (Ca), 148.9 (C10), 154.3 (C4), 176.1
(C12).

(3R,3aR,6R,8aR,9aR)-8a-Метил-5-метилен-2-
окси-3-((фенилтио)метил)додеканафто[2,3-b]фу-
ран-6-ил ацетат (XVa). Легкоплавкое белое веще-
ство.

Спектр 1H-ЯМР (200 МГц, CDCl3): δ 0.82 (3H,
с, H14), 1.14 (1H, д, J 12.6, H1a), 1.39 (1H, дт,
J1 12.7, J2 3.5, H1b), 1.53 (1H, дд, J1 10.4, J2 4.5,
H6a), 1.59 (1H, уш.с, H9a), 1.68 (1H, дд, J1 10.6,
J2 5.0, H6b), 1.81 (2H, м, H5 + H2a), 2.08 (3H, с, Me-
COO3), 2.20 (2H, м, H9b + H2b), 2.65 (1H, дд,
J1 11.6, J2 5.6, H11), 2.91 (2H, м, H7 + H13a), 3.52
(1H, м, H13b), 4.47 (1H, дд, J1 5.5, J2 3.6, H8), 4.74
(1H, уш.с, H15a), 5.15 (1H, уш.с, H15b), 5.37 (1H, т,
J 2.8, H3), 7.20–7.40 (5H, Ph + CHCl3).

Спектр 13C-ЯМР (50 МГц, CDCl3): δ 17.2 (С14),
20.0 (С6), 21.52 (MeCOO3), 27.0 (C2), 29.0 (C13),
34.4 (C10), 36.4 (C1), 38.5 (C7), 41.1 (C9), 41.7 (C5),
46.6 (C11), 75.2 (C3), 78.0 (C8), 112.5 (C15), 126.84
(Cd), 127.1 (Cc), 127.5 (Cc'), 129.0 (Cb), 129.2 (Cb'),
129.9 (Ca), 145.65 (C4), 170.0 (MeCOO3), 176.67
(C12).

Культуры клеток. Культуры клеток человека
RD (рабдомиосаркома, ATCC® CCL-136™), HCT116
(карцинома кишечника, ATCC® CCL-247™), HeLa
(аденокарцинома шейки матки, ATCC® CCL-2™),
А549 (карцинома легкого, ATCC® CCL-185™) и
HEK293 (ATCC® CCL-1573™) выращивали в сре-
де DMEM (для A549, HCT116 и RD) и ЕМЕМ (для
HeLa) с добавлением 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки, 2 мM L-глутамина и 1% гента-
мицина в качестве антибиотика при 37°C и 5%
CO2 во влажной атмосфере. Исходные культуры
клеток получены из коллекции Института цито-
логии РАН (Санкт-Петербург, Россия).
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Цитотоксичность in vitro. Цитотоксичность
синтезированных соединений определяли с по-
мощью МТТ-теста. Клетки сеяли в концентра-
ции 1 × 104 клеток на 200 мкл в 96-луночный
планшет и культивировали при 37°C во влажной
атмосфере с 5% CO2. После 24 ч инкубации к
культурам клеток добавляли различные концен-
трации тестируемых соединений (100–1.56 мкМ),
далее клетки культивировали в тех же условиях в
течение 72 ч. Эксперимент проводили в трех по-
вторностях для каждой концентрации. Все веще-
ства растворяли в ДМСО, конечная концентра-
ция ДМСО в лунке не превышала 0.1% и не была
токсична для клеток. Контрольными выступали
лунки, в которые добавляли растворитель в ко-
нечной концентрации не более 0.1%. После инку-
бации в каждую лунку добавляли 20 мкл MTT
(3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетра-
золиум бромид, 5 мг/мл), планшеты инкубирова-
ли еще 2 ч. Далее из планшетов удаляли среду и в
каждую лунку добавляли 100 мкл ДМСО для рас-
творения образовавшихся кристаллов формаза-
на. С помощью планшетного анализатора (Vic-
tor3, PerkinElmer, США) определяли оптическую
плотность при 530 нм за вычетом измеренного
фонового поглощения при 620 нм. Значение кон-
центрации, вызывающее 50%-ное ингибирова-
ние роста популяции клеток (IC50), определяли на
основе дозозависимых кривых с помощью про-
граммного обеспечения OriginPro 9.0 (Perkin-
Elmer, США).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Многие представители веществ из класса сеск-

витерпеновых лактонов проявляют выраженную
цитотоксическую активность и выступают пер-
спективными противоопухолевыми агентами.
В то же время стоит задача повысить селектив-
ность их действия по отношению к опухолевым
клеткам. С этой целью нами синтезирована серия
конъюгатов СЛ с тиофенолом по реакции Михаэ-
ля. Такого рода конъюгаты способны к окисле-
нию по атому серы под действием внутриклеточ-
ных АФК с последующим ретрораспадом продук-
та присоединения по Михаэлю, что ведет к
высвобождению активного СЛ. Цитотоксическая
активность полученных пролекарств-конъюгатов
показывает, что они, как правило, вполне ожида-
емо обладают в несколько раз меньшей активно-
стью, чем исходный лактон, но, что более важно,
все еще демонстрируют цитотоксичность по от-
ношению к протестированным опухолевым ли-
ниям. Это говорит о целесообразности примене-
ния такого подхода для создания пролекарств СЛ.
Можно было предположить, что уменьшение ци-
тотоксичности конъюгатов будет пропорцио-
нальным для всех СЛ и будет зависеть только от
типа клеточной линии, однако это не так, разные
лактоны показывают разное падение цитоток-
сичности. Из протестированных веществ стоит

выделить конъюгаты лактонов алантолактона
(IIa) и артемизитена (IVa) как перспективные для
дальнейшей оптимизации.

Данный подход к созданию пролекарств сеск-
витерпеновых лактонов в перспективе также поз-
воляет использовать замещенные тиофенолы для
придания молекуле конъюгата как целому нуж-
ной липофильности без вмешательства в структу-
ру СЛ или для прикрепления остатка СЛ к моле-
кулам-векторам для более избирательной достав-
ки в ткань опухоли.
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Synthesis and Cytotoxic Activity of Adducts of Thiophenol to Sesquiterpene Lactones
A. V. Semakov*, #, L. V. Anikina*, and S. G. Klochkov*

#Phone: +7 (919) 96-49-347; e-mail: L_vok@list.ru
*Institute of Physiologically Active Compounds of the Russian Academy of Sciences,

Severnyi proezd 1, Chernogolovka, 142432 Russia

Derivatives of sesquiterpene lactones modified by the lactone cycle with a thiophenol residue were obtained.
The resulting conjugates are capable of oxidation-elimination reaction under the action of tumor cell ROS
with the release of the original cytotoxic lactones. It is proposed to use the obtained sulfur-containing conju-
gates as ROS-activated prodrugs of sesquiterpene lactones. The antiproliferative properties of the resulting
conjugates were studied on four tumor and one pseudonormal cell lines. The cytotoxicity of the conjugates is
less than that of the parent lactones, but sometimes, as in the case of the conjugates of alantolactone and ar-
temisitene, it remains moderate in all tested tumor lines.

Keywords: thiophenol, prodrugs, reactive oxygen species, sesquiterpene lactones, cytotoxicity in vitro, MTT-test
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В последнее время возрос интерес к многокомпонентным реакциям, главным образом из-за воз-
можности собирать сложные органические молекулы всего за несколько шагов. Ключевой реагент
многокомпонентной реакции Уги – изоцианид, проявляющий двойственные свойства – как элек-
трофила, так и нуклеофила. Существует несколько способов формирования изонитрильных произ-
водных, но один из основных – внутримолекулярная дегидратация формамида. В данной работе мы
осуществили синтез изонитрильных производных диалкилглицерина и D-глюкозы, которые при
дальнейшем взаимодействии в условиях многокомпонентных реакций способны служить новыми
полезными блоками для построения химических библиотек липофильных полиаминов, содержа-
щих остаток углевода при терминальном атоме азота. Структуры всех синтезированных соединений
были подтверждены физико-химическими методами анализа и могут быть использованы в качестве
строительных блоков для многокомпонентной реакции Уги.

Ключевые слова: многокомпонентная реакция Уги, липиды, углеводы, изонитрилы, ЯМР
DOI: 10.31857/S0132342321040163

ВВЕДЕНИЕ

В последние годы возрос интерес к многоком-
понентными реакциям, главным образом из-за
возможности собирать сложные органические
молекулы за несколько шагов [1]. Одна из них –
четырехкомпонентная реакция Уги, в которой
первичный амин, карбонильное соединение,
карбоновая кислота и изоцианид взаимодейству-
ют с образованием α-ациламиноамидов. Карбо-
нильное соединение и первичный амин требуют-
ся для формирования промежуточного имина.

Изоцианид – ключевой реагент четырехком-
понентной реакции Уги, обладающий уникаль-
ными реакционными свойствами, поскольку
атом углерода изоцианидной группы способен
действовать как нуклеофил и электрофил [2, 3].
Кроме того, электроноакцепторный характер

изоцианидной группы приводит к повышенной
кислотности α-протонов на атоме углерода, при-
мыкающем к изоцианидной группе. Существует
несколько способов создания изонитрильных
групп: по реакции Хоффмана [4], дегидратацией
соответствующего формамида (оксихлоридом
фосфора [5], комбинацией трифенилфосфина с
четырехбромистым углеродом [6] или иодом [7]),
в реакции замещения галогенида на изоцианид
[8, 9], с раскрытием оксирановых циклов [10],
превращением алкенов в изонитрилы [11] и кон-
версией спиртов [12].

Ранее нами были синтезированы липофиль-
ные катионные полиамины, содержащие остаток
диалкилглицерина (рис. 1), на основе подхода,
включающего взаимодействие 2-нитробензолсуль-
фонильных производных полиаминов с бромпро-
изводными диглицеридов [13, 14]. Мы показали,
что эти соединения угнетают рост раковых клеток
(аденокарциномы хронического миелогенного

# Автор для связи: (тел.: 8 (499) 215-65-65 (доб. 807); эл. поч-
та: ashpwnz77@gmail.com).

УДК 577.115:577.125:547.915.5
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лейкоза человека K562, толстой кишки HCT116 и
молочной железы MCF7) в микромолярных кон-
центрациях [15]. Было установлено, что наличие
алкильных заместителей при терминальной ами-
ногруппе этих соединений снижает значение IC50

(концентрации, при которой происходит гибель
50% клеток в популяции) в среднем на 30%. Так-
же было показано, что соединения (I–III) обла-
дают низким индексом селективности относи-
тельно клеток фибробластов кожи человека в тех
же условиях.

Известно, что нейтральные гликозилирован-
ные глицеролипиды (IV) и (V) также проявляют
антипролиферативный эффект на линиях кле-
ток K562, HCT116, меланомы человека B16 и
острого промиелоцитарного лейкоза HL60 по
апоптоз-независимому механизму [16]. Их высо-
кая токсичность в отношении опухолевых кле-
ток и отсутствие мутагенности указывают на
возможность использования этих соединений
как индивидуально, так и в комбинации с други-
ми противоопухолевыми агентами. Введение в
структуру гликоглицеролипидов положительно

заряженных групп может увеличивать антипро-
лиферативное действие этих соединений [17, 18].
Следует отметить, что углеводы широко исполь-
зуются для создания новых противоопухолевых
агентов [19–22].

Согласно разработанной нами ретросинтети-
ческой схеме (схема 1), для синтеза липофильных
полиаминов, содержащих при терминальном
атоме азота углеводный фрагмент, используется
2-(гидроксиметил)бензойная кислота, которая во
время финальной стадии реакции Уги (перегруп-
пировки Мамма) подвергается элиминированию
с образованием фталида [23]. Для реализации та-
кой схемы необходимо получить изонитрильные
производные диалкилглицерина и углевода.
Следует отметить, что в литературе отсутствует
метод синтеза изонитрильных производных ди-
глицеридов.

Цель данной работы – разработка подходов к
получению изонитрильных производных дигли-
церида и углеводов.

Рис. 1. Липофильные катионные глицеролипиды и углевод-содержащие липиды.
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Схема 1. Ретросинтетическая схема синтеза липофильных полиаминов с помощью реакции Уги.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Предварительно нами было опробовано не-

сколько синтетических подходов (схема 2) к по-

лучению липофильных изонитрилов из модель-
ного октадециламина (VI).

Схема 2. Получение октадецилизонитрила. Реагенты и условия: a – NaOH, CHCl3, TBAB, DCM; b – HCOOCH2CN, 
DCM, DIPEA; c – 1) CBr4, Ph3P, TEA, DCM; 2) T3P®, TEA, EtOAc; 3) POCl3, TEA, DCM; 4) I2, Ph3P, TEA.

В первом подходе из исходного амина (VI) по
реакции Хоффмана [4] получали изонитрил (VIII)
в одну стадию с выходом 37% (схема 2). Данный
метод – простой и удобный, однако выход недо-
статочен для получения целевых соединений.

Второй подход основан на количественном полу-
чении 1-октадецилформамида (VII) действием
(формилокси)ацетонитрила на амин (VI) и после-
дующей трансформации формамида (VII) в изо-
нитрил (VIII). Согласно первому способу, соеди-
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нение (VII) вводили в реакцию с CBr4 и Ph3P в
среде триэтиламина, получая изоцианид (VIII) с
выходом 51% [24]. Во втором способе формамид
(VII) обрабатывали ангидридом трипропилтри-
метафосфорной кислоты в безводном этилацета-
те, получая изоцианид с выходом 42% [25]. Тре-
тий способ включал взаимодействие соединения
(VII) с хлорокисью фосфора в безводном дихлор-
метане в присутствии триэтиламина (выход 20%)
[26], а четвертый – взаимодействие с молекуляр-
ным иодом и трифенилфосфином в присутствии
триэтиламина [7]. Следует отметить, что только
использование четвертого подхода позволило по-
лучить изоцианид (VIII) с выходом 72%, при этом
сам метод характеризуется доступностью реаген-
тов и легкостью масштабирования.

Структура октадецилизонитрила (VIII) была
подтверждена данными спектроскопии 1H- и
13С-ЯМР. В спектре 1Н-ЯМР присутствуют сиг-
налы протонов α-метиленового звена при изоци-
анидной группе (3.51 м.д.), а также сигналы про-
тонов в сильном поле алкильного заместителя.
В спектре 13С-ЯМР присутствуют характерные
сигналы атомов углерода изоцианидной группы в
виде триплета (δ = 155.9 м.д., J = 5.7 Гц), а также
атомов углерода α-метиленового звена при изо-
цианидной группе (41.6 м.д.). Такой сигнал изо-
цианидного заместителя вызван симметричным
распределением электронов вокруг атома азота,

что приводит к спин-спиновому взаимодействию
атомов 13С-14N.

Синтез изонитрильного производного 1-О-де-
цил-2-О-этил-rac-глицерина осуществляли из
rac-глицидола последовательным введением ал-
кильных заместителей (схема 3). Исходный rac-
глицидол (IX) обрабатывали 1.3-кратным избыт-
ком бензилбромида в присутствии гидрида на-
трия в DMF, получая после хроматографической
очистки (система петролейный эфир–этилаце-
тат, 85 : 15) соединение (X) с выходом 96%. Рас-
крытие оксиранового цикла соединения (X) про-
водили действием алкоголята децилового спирта,
который предварительно получали при взаимо-
действии деканола с гидридом натрия. В ходе ре-
акции также образовывался дидециловый эфир,
имеющий близкую хроматографическую по-
движность с соединением (XI), который не влиял
на протекание следующей реакции. Этилирова-
ние вторичной гидроксильной группы соедине-
ния (XI) проводили этилбромидом в присутствии
гидрида натрия. Соединение (XII) выделяли ме-
тодом колоночной хроматографии на силикагеле,
используя систему петролейный эфир – этилаце-
тат (25 : 1), и получили его с выходом 30% (в рас-
чете на соединение (X)). После удаления бензиль-
ной защиты гидрогенолизом в присутствии
5%Pd/C получали 1-О-децил-2-О-этил-rac-гли-
церин (XIII) с выходом 98%.

Схема 3. Получение изонитрильного производного диглицерида. Реагенты и условия: a – BnBr, NaH, DMF; 
b – C10H21OH, NaH, THF; c – EtBr, NaH, THF; d – H2/Pd, EtOAc; e – CBr4, PPh3, СH2Cl2; f – NaN3, DMF; 
g – H2, 5% Pd/C, EtOAc; h – CH3COOCHO, DIPEA; i – 1) CBr4, Ph3P, TEA, DCM; 2) I2, Ph3P, TEA, DCM.

Последующую замену гидроксильной группы
соединения (XIII) на атом брома проводили в
условиях реакции Аппеля [27] действием CBr4 в
присутствии трифенилфосфина и триэтиламина.
Выход соединения (XIV) составил 99%. Посколь-
ку хроматографическая подвижность бромида
(XIV) сравнима с подвижностью азида (XV), про-
текание реакции введения азидной группы кон-
тролировали методом спектроскопии 13С-ЯМР,
фиксируя исчезновение сигнала атома углерода
CH2Br (δ = 32.7 м.д.) и появление сигнала атома

углерода CH2N3-группы с химическим сдвигом
52.2 м.д. Восстановление азидной группы прово-
дили в присутствии 5% Pd/C, получая амин (XVI)
с выходом 95% на две стадии. Взаимодействие
амина (XVI) с (формилокси)ацетонитрилом в
присутствии DIPEA приводило к образованию
формамида (XVII) с выходом 71%.

Синтез изонитрила (XVIII) проводили теми же
способами, как описано для октадецилформами-
да (VII). Было замечено, что соединение (XVIII)
образовывалось только при использовании в ка-
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честве реагентов смеси иода и трифенилфосфина
в присутствии триэтиламина, во всех остальных
случаях целевой продукт в реакционной смеси
отсутствовал. На спектре 13С-ЯМР целевого изо-
нитрила (XVIII) присутствуют сигналы атомов уг-
лерода алкильных заместителей в области сильно-
го поля, глицеринового остова (66.2–76.0 м.д.), а
также сигналы атомов углерода CH2N- (43.1 м.д.) и
NC-групп (157.5 м.д.) в виде триплетных сигналов
с J = 7.0 и 5.5 Гц соответственно, что подтвержда-
ет образование целевого изонитрила (XVIII).

Следующим этапом стала разработка синтеза
1-дезокси-1-изонитрил-2,3,4,6-О-тетраацетил-
β-D-глюкопиранозы (XXIII) из ацетобромглюко-
зы (XIX) (схема 4), которая была получена по из-
вестной методике [28]. Взаимодействие бромида
(XIX) с азидом натрия в DMF приводило к обра-
зованию соединения (XX), которое выделяли
хроматографией на силикагеле в системе толу-
ол–этилацетат (1 : 1) с выходом 90%. После вос-
становления азидной группы гидрогенолизом на
катализаторе 5% Pd/C получали аминогликозид
(XXI) с выходом 91%.

Схема 4. Получение изонитрильного производного D-глюкозы. Реагенты и условия: a – NaN3, DMF; b – H2, 
5%Pd/C, MeOH; c – CH3COOCHO, DIPEA; d – 1) CBr4, Ph3P, TEA, DCM; 2) I2, Ph3P, TEA, DCM.

В отличие от синтеза диалкилглицерина (XVII),
формилирование 1-амино-1-дезокси-2,3,4,6-тетра-
О-ацетил-β-D-глюкопиранозы (XXI) действием
(формилокси)ацетонитрила не приводило к обра-
зованию соединения (XXII). Литературный поиск
показал, что возможна замена (формилокси)аце-
тонитрила на формилацетат [29]. Использование
свежеприготовленного формилацетата, получен-
ного при взаимодействии муравьиной кислоты с
уксусным ангидридом, позволило получить амид
(XXII) с выходом 82%.

Для синтеза изонитрила (XXIII) нами были
опробованы два подхода. Согласно первому под-
ходу, формамид (XXII) обрабатывали иодом в
присутствии Ph3P и триэтиламина. После хрома-
тографической очистки на силикагеле выход со-
единения (XXIII) составил 65%. Замена иода на
CBr4 приводила к образованию изонитрила
(XXIII) с выходом 60%.

Спектр 1Н-ЯМР изоцианида (XXIII) соответ-
ствует спиновой системе ABCDX, при этом сиг-
нал аномерного протона представляет собой
сложный мультиплет с сильно выраженными эф-
фектами не первого порядка, которые также на-
блюдаются у сигналов протонов H-2, H-3 и H-4
из-за близости их резонансных частот, разность

которых не превышает 6× КССВ между ними.
Установление конфигурации аномерного прото-
на основано на величинах КССВ, определение
которых непосредственно из тонкой мультиплет-
ной структуры сигналов не первого порядка не-
возможно и требует проведения анализа спектра
по полной форме линии.

Поскольку анализ по полной форме линии
спектров ЯМР основан на применении квантово-
механического формализма для спиновых си-
стем, сложность которого находится в экспонен-
циальной зависимости от числа спинов в спино-
вой системе, было решено применить селектив-
ную спиновую развязку для понижения числа
спинов с 7 до 4. Был зарегистрирован спектр
1H{1H, sel)-ЯМР с развязкой от протона H-5 (Х)
пиранозы и проанализирован в рамках спиновой
системы ABCD по полной форме линии с помо-
щью программы ANATOLIA [30] (рис. 2). В ре-
зультате были определены уточненные значения
химических сдвигов и КССВ для редуцированной
спиновой системы. Исследование показало, что
величина КССВ между аномерным протоном и
протоном при атоме С-2 составляет 9.25 Гц, что
указывает на β-конфигурацию изоцианида.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и оборудование. В работе использо-

вали коммерчески доступные растворители рос-
сийского (ООО “Химмед”, ООО “Компонент-
Реактив”) и зарубежного производства (Sigma-
Aldrich, США; Acros, США). Все реакции прово-
дили под положительным давлением аргона с ис-
пользованием растворителей класса HPLC
(MeOH, DMF, CHCl3). Перед реакцией THF вы-
держивали над KOH, кипятили над натрием в
присутствии бензофенона, DCM кипятили над
CaH2, этилацетат кипятили над P2O5, перегоняли.

Ход реакции контролировали методом тонко-
слойной хроматографии (ТСХ) на пластинках Si-
lica gel 60 F254 (Merck, Германия). Визуализацию
пятен осуществляли в УФ-свете (254 нм) реакти-
вом Драгендорфа, раствором фосфорномолибде-
новой кислоты – сульфат церия(IV) с последую-
щим прогреванием. Колоночную хроматографию
проводили на силикагеле Kieselgel 60 (0.040–
0.063 мм или 0.063–0.200 мм; Merck, Германия).

Спектры 1Н- и 13С-ЯМР регистрировали на им-
пульсных Фурье-спектрометрах Bruker DPX-300,
Bruker Avance II 400, Bruker Avance II 600 (Bruker,
Германия) в CDCl3. Химические сдвиги (δ) указа-
ны в миллионных долях по отношению к пику
остаточного протона растворителя, константы
спин-спинового взаимодействия (J) – в Гц.

Масс-спектры регистрировали на масс-спек-
трометрах LCQ Deca XP Plus (Thermo Finnigan,
США) и Advion Expression (Advion, США), обору-

дованных источниками ESI и детекторами ион-
ной ловушки.

Октадецилформамид (VII). К 0.1 М раствору
октадециламина (VI) (1.08 г, 4.0 ммоль) в безвод-
ном DCM добавляли (формилокси)ацетонитрил
(0.43 мл, 6.0 ммоль) и перемешивали 2 ч при 50°С.
Реакционную смесь охлаждали до 24°С, раство-
ритель удаляли под вакуумом, остаток хромато-
графировали на силикагеле, элюируя системой
петролейный эфир – этилацетат (9 : 1). Получили
287 мг (96%) соединения (VII) в виде желтого масла.

1H-ЯМР (300 МГц, основной ротамер): 0.87
(т, 3H, J 6.9, CH3), 1.25 (уш. с, 30H, (CH2)15), 1.52
(п, 2H, J 7.2, CH2CH2N), 3.28 (кв, 2Н, J 6.7,
CH2N), 8.13 (д, 1H, J 1.9, NHCHO).

13C-ЯМР (75 МГц): 14.07, 22.64, 26.77, 29.18,
29.31, 29.33, 29.47, 29.50, 29.52, 29.57, 29.59, 29.61,
29.65, 31.87, 38.34, 48.61, 161.68.

HRMS-ESI, m/z: [M + H]+ рассчитано для
C19H40NO 298.3104, найдено 298.3105.

Октадецилизоцианид (VIII). Способ А: к рас-
твору 0.5 М октадециламина (6.2 г, 0.023 моль) в
DCM добавляли 50%-ный водный раствор NaOH
(28 г, 0.69 моль), CHCl3 (2.8 мл, 0.035 моль) и
TBAB (8.5 г, 0.026 моль). Реакционную смесь пе-
ремешивали 12 ч при 24°С, затем экстрагировали
DCM (3 × 50 мл). Органический слой сушили
безводным Na2SO4, концентрировали в вакууме,
остаток хроматографировали на силикагеле. По-
лучили 2.38 г (37%) соединения (VIII).

Рис. 2. (a) – Спектр 1Н-ЯМР соединения (XIII); (б) – спектр 1Н{1H, sel}-ЯМР соединения (XIII); (в) – расчетный
спектр 1H{1Н, sel}-ЯМР соединения (XIII).
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Способ C1: к 0.1 М раствору октадецилформа-
мида (VII) (298 мг, 1.0 ммоль) в DCM добавляли
Ph3P (393 мг, 1.5 ммоль), CBr4 (332 мг, 1.0 ммоль)
и TEA (0.14 мл, 1.0 ммоль). Реакционную смесь
перемешивали 20 ч при 40°С. Охлаждали до 24°С,
концентрировали, выделяли колоночной хрома-
тографией на силикагеле, элюируя системой пет-
ролейный эфир–этилацетат (95 : 5). Получили
143 мг (51%) соединения (VIII).

Способ C2: к 0.1 М раствору октадецилформа-
мида (VII) (298 мг, 1.0 ммоль) в этилацетате до-
бавляли 50%-ный раствор трипропилтримета-
фосфорной кислоты (1.3 мл, 2.2 ммоль) в этил-
ацетате и TEA (0.28 мл, 2.0 ммоль). Реакционную
смесь перемешивали в течение 20 ч при 75°С.
Охлаждали до 24°С, концентрировали в вакууме,
выделяли колоночной хроматографией на сили-
кагеле. Получили 118 мг (42%) соединения (VIII).

Способ C3: к 0.1 М раствору октадецилформа-
мида (VII) (298 мг, 1.0 ммоль) в DCM добавляли
POCl3 (0.14 мл, 1.5 ммоль) и TEA (0.35 мл,
2.5 ммоль). Реакционную смесь перемешивали в
течение 20 ч при 75°С. Охлаждали до 24°С, кон-
центрировали, выделяли колоночной хромато-
графией на силикагеле. Получили 56 мг (20%) со-
единения (VIII).

Способ C4: к 0.1 М раствору октадецилформа-
мида (VII) (1.0 ммоль) в DCM добавляли Ph3P
(393 мг, 1.5 ммоль), I2 (380 мг, 1.5 ммоль) и TEA
(0.42 мл, 3.0 ммоль). Реакционную смесь переме-
шивали в течение 48 ч при 24°С, концентрирова-
ли, выделяли колоночной хроматографией на си-
ликагеле. Получили 202 мг (72%) соединения
(VIII).

1H-ЯМР (400 МГц): 0.88 (т, 3H, J 6.8, CH3), 1.27
(уш. с, 28H, (CH2)14), 1.43 (п, 2H, J 6.9,
CH2CH2CH2NC), 1.67 (м, 2H, CH2CH2CH2NC),
3.36 (тт, 2H, J 1.9, 6.7, CH2CH2CH2NC).

13C-ЯМР (101 МГц): 14.03, 22.63, 26.28, 28.66,
29.09, 29.31, 29.46, 29.55, 29.59, 29.61, 29.64, 31.88,
41.45 (т, J 6.4, CH2NC), 155.77 (т, J 5.8, NC).

rac-1-О-Бензилглицидиловый эфир (X). К рас-
твору rac-глицидола (IX) (6.7 мл, 0.09 моль) в
75 мл безводного DMF добавляли бензилбромид
(14 мл, 0.120 моль). Охлаждали до 0°С и вносили
порционно NaH (2.39 г, 1.0 моль). Перемешивали
18 ч при 24°С. Реакционную смесь разбавляли во-
дой (250 мл), экстрагировали диэтиловым эфи-
ром (3 × 100 мл), органический слой промывали
водой (3 × 70 мл), сушили Na2SO4, фильтровали,
упаривали. Продукт выделяли колоночной хро-
матографией на силикагеле, элюируя системой
петролейный эфир–этилацетат (85 : 15). Получи-
ли 14.23 г (96%) соединения (X) в виде масла свет-
ло-желтого цвета.

1H-ЯМР (300 МГц): 2.56–2.68 (м, 1Н, CHaHbOCH)
и 2.74–2.84 (м, 1Н, CHaHbOCH), 3.11–3.26 (м, 1H,
CH2OCH), 3.44 (дд, 1H, CHaHb) и 3.77 (дд, 1H,
J 3.0, 11.4, CHaHbOBn), 4.59 (с, 2H, OCH2Ph),
7.21–7.44 (м, 5H, Ph).

13C-ЯМР (75 МГц): 44.41, 50.99, 70.94, 73.44,
76.78, 77.20, 77.63, 127.89, 128.56, 138.07.

rac-3-Бензилокси-1-децилокси-пропан-2-ол (XI).
К 0.25 М раствору н-деканола (6 г, 0.04 моль) в
THF добавляли NaH (1.4 г, 0.06 моль) при 0°С и
перемешивали 1 ч при 90°С. После охлаждения
реакционной смеси до 25°С по каплям добавляли
раствор соединения (X) (4.8 г, 0.03 ммоль) в 1 М
растворе DMF и перемешивали 12 ч при 90°С.
Органические растворители удаляли в вакууме, к
остатку добавляли 150 мл DCM, промывали во-
дой (5 × 70 мл). Водный слой дополнительно экс-
трагировали DCM (4 × 70 мл). Объединенный ор-
ганический экстракт сушили Na2SO4, фильтрова-
ли, упаривали. Продукт выделяли колоночной
хроматографией на силикагеле, элюируя систе-
мой петролейный эфир–этилацетат (85 : 15). По-
лучили 6.21 г соединения (XI).

rac-3-Бензилокси-1-децилокси-2-этоксипро-
пан (XII). К раствору 6.21 г соединения (XI) в
150 мл безводном THF добавляли NaH (0.9 г,
0.04 ммоль) и перемешивали 2 ч при 90°С, охла-
ждали до 24°С, затем добавляли этилбромид
(3 мл, 0.04 ммоль) и перемешивали 6 ч при 90°С.
Реакционную смесь концентрировали в вакууме,
добавляли DCM (10 мл) и воду (10 мл), экстраги-
ровали DCM (4 × 50 мл), органический слой про-
мывали водой (4 × 50 мл). Объединенный органи-
ческий экстракт сушили Na2SO4, фильтровали,
упаривали. Продукт выделяли колоночной хро-
матографией на силикагеле, элюируя смесью пет-
ролейный эфир–этилацетат (50 : 1). Получили
3.06 г (32% по двум стадиям) соединения (XII) в
виде бесцветного масла.

1H-ЯМР (300 МГц): 0.88 (т, 3H, J 6.8,
(СН2)9СН3), 1.14 (т, 3H, J 7.0, OCH2CH3), 1.17–1.32
(уш. с., 14H, (CH2)7CH3), 1.38–1.58 (м, 2H, OCH2CH2),
3.32–3.65 (м, 9H, OCH2CH(OCH2CH3)CH2OCH2),
4.49 (с, 2H, CH2Ph), 7.16–7.31 (м, 5H, C6H5).

13C-ЯМР (75 МГц): 14.07. 15.62, 22.66, 26.10,
29.31, 29.46, 29.56, 29.60, 29.64, 31.89, 65.70, 70.36,
70.77, 71.67, 73.37, 77.72, 127.48, 127.57, 128.29,
138.46.

rac-3-Децилокси-2-этоксипропан-1-ол (XIII).
К суспензии 5% Pd/C (0.2 г) в безводном THF
(80 мл) добавляли соединение (XII) (3.06 г,
8.7 ммоль) и вакуумировали в течение 5 мин. За-
тем выдерживали при перемешивании в атмосфе-
ре водорода в течение 12 ч. Далее реакционную
смесь фильтровали через Celite® 545 (Sigma,
США), целевое вещество выделяли колоночной
хроматографией на силикагеле, элюируя систе-
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мой петролейный эфир–этилацетат (25 : 1). По-
лучили 2.27 г (98%) соединения (XIII) в виде бес-
цветного масла.

1H-ЯМР (300 МГц): 0.88 (т, 3H, J 6.7,
(СН2)9СН3), 1.15 (т, 3H, J 7.0, OCH2CH3), 1.21–
1.47 (уш. с., 14H, (CH2)7CH3), 1.47–1.62 (м, 2H,
OCH2CH2), 2.13 (с, 1H, CH2OH), 3.34–3.82 (м, 9H,
OCH2CH(OCH2CH3)CH2OCH2).

13C-ЯМР (75 МГц): 13.96, 15.46, 22.56, 25.98,
29.20, 29.34, 29.45, 29.48, 29.51, 31.79, 62.89, 65.44,
70.83, 71.73, 78.18.

MS-ESI, m/z: [M + NH4]+ рассчитано для
C15H36NO3 278.27, найдено 277.85.

rac-1-Бромо-3-децилокси-2-этоксипропан (XIV).
К раствору соединения (XIII) (2.27 г, 8.7 ммоль) в
безводном DCM (20 мл) добавляли Ph3P (3.43 г,
13.1 ммоль) при 0°C. Через 15 мин добавляли CBr4
(4.34 г, 13.1 ммоль) и перемешивали 2 ч при 25°С.
Добавляли 25 мл MeOH и перемешивали 15 мин.
Полученный раствор упаривали, выделяли коло-
ночной хроматографией на силикагеле, элюируя
системой петролейный эфир–этилацетат (30 : 1).
Получили 2.80 г (99%) соединения (XIV) в виде
бесцветного масла.

1H-ЯМР (300 МГц): δ 0.88 (т, 3H, J 6.7,
O(СН2)9СН3), 1.15–1.49 (уш. с, 17H, (CH2)7CH3;
OCH2CH3), 1.48–1.66 (м, 2H, OCH2CH2), 3.39–
3.73 (м, 9H, BrCH2CH(OCH2CH3)CH2OCH2).

13C-ЯМР (75 МГц): δ 14.08, 15.45, 22.66, 26.07,
29.30, 29.43, 29.55, 29.59, 31.89, 32.66, 65.75, 70.75,
71.78, 77.71.

HRMS-ESI, m/z: [M + Na]+ рассчитано для
C15H31NaBrO2 345.1405, найдено 345.1405.

rac-1-Азидо-3-децилокси-2-этоксипропан (XV).
К раствору бромида (XIV) (2.76 г, 8.5 ммоль) в
DMF (40 мл) добавляли NaN3 (0.8 г, 12.8 ммоль) и
перемешивали 4 ч при 90°С. Реакционную смесь
охлаждали, полученный раствор концентрирова-
ли в вакууме, добавляли воду (25 мл) и экстраги-
ровали этилацетатом (3 × 50 мл). Органический
слой промывали водой (5 × 50 мл), сушили над
безводным Na2SO4, фильтровали и упаривали.
Получили 2.38 г (98%) соединения (XV) в виде
бесцветного масла.

1H-ЯМР (300 МГц): 0.88 (т, 3H, J 6.8,
(CH2)7CH3), 1.15–1.40 (м, 17H, CH2CH3,
(CH2)7CH3), 1.55 (п, 2H, J 6.9, OCH2CH2), 3.25–
3.75 (м, 9H, 3CH2O, CHO, CH2N3).

13C-ЯМР (75 МГц): 14.07, 15.49, 22.66, 26.08,
29.30, 29.43, 29.55, 29.58, 31.88, 52.03, 65.86, 70.22,
71.79, 77.70.

HRMS-ESI, m/z: [M + Na]+ рассчитано для
C15H31O2N3Na 308.2314, найдено 308.2307.

rac-1-Амино-3-децилокси-2-этоксипропан (XVI).
К раствору азида (XV) (856 мг, 3.0 ммоль) в этил-
ацетате (30 мл) добавляли каталитическое коли-
чество 10% Pd/C (0.03 ммоль). Реакционную
смесь охлаждали до 5°С и перемешивали в атмо-
сфере водорода в течение 6 ч. Реакционную смесь
фильтровали через подложку с Celite® 545, про-
мывали этилацетатом (15 мл), растворитель уда-
ляли в вакууме. Остаток хроматографировали на
силикагеле, элюируя системой DCM–MeOH
(30 : 1). Получили 350 мг (45%) соединения (XVI)
в виде бесцветного масла.

1H-ЯМР (300 МГц): 0.86 (т, 3H, J 6.6,
(CH2)7CH3), 1.14–1.37 (м, 23H, (CH2)7CH3,
CH2CH3), 1.54 (п, 3Н, J 6.6, OCH2CH2), 2.20 (уш. с,
2H, NH2), 2.64–2.97 (м, 2H, CH2NH2), 3.29–3.79
(м, 7H, 3OCH2, OCH).

13C-ЯМР (75 МГц): 14.05, 15.60, 22.63, 26.08,
29.28, 29.43, 29.53, 29.56, 29.62, 31.86, 43.33, 65.48,
71.23, 71.72, 79.27.

HRMS-ESI, m/z: [M + H]+ рассчитано для
C15H34NO2 260.2584, найдено 260.2557.

rac-1-Децилокси-3-формамидо-2-этоксипро-
пан (XVII). К раствору соединения (XVI) (2.73 г,
11.0 ммоль) и DIPEA (1.87 мл, 11.0 ммоль) в DCM
(42 мл) добавляли (формилокси)ацетонитрил
(0.8 мл, 11.0 ммоль) и перемешивали 5 ч. Затем ре-
акционную смесь концентрировали в вакууме,
хроматографировали на силикагеле, элюируя си-
стемой DCM–MeOH (50 : 1). Получили 2.14 г
(71%) соединения (XVII) в виде бесцветного масла.

1H-ЯМР (300 МГц, основной ротамер): 0.85 (т,
3Н, J 6.8, (CH2)7CH3), 1.11–1.36 (м, 17H,
(CH2)7CH3, CH2CH3), 1.53 (п, 2H, J 6.0,
OCH2CH2), 3.19–3.73 (м, 9H, 3OCH2, CHO,
CH2N), 6.17 (c, 1H, NH), 8.16 (c, 1H, NHCHO).

13C-ЯМР (75 МГц): δ 14.11, 15.50, 22.67, 26.07,
29.31, 29.43, 29.54, 29.56, 29.58, 31.88, 39.37, 65.38,
71.35, 71.90, 76.06, 161.46.

HRMS-ESI, m/z: [M + H]+ рассчитано для
C16H34NO3 288.2533, найдено 288.2533.

HRMS-ESI, m/z: [M + Na]+ рассчитано для
C16H33NO3Na 310.2353, найдено 310.2351.

rac-1-Децилокси-3-изоциано-2-этоксипропан
(XVIII). К 0.1 М раствору соединения (XVII)
(287 мг, 1.0 ммоль) в DCM добавляли Ph3P
(393 мг, 1.5 ммоль), I2 (380 мг, 1.5 ммоль) и TEA
(0.42 мл, 3.0 ммоль). Реакционную смесь переме-
шивали в течение 48 ч при 24°С, концентрировали,
выделяли колоночной хроматографией на силика-
геле, элюируя системой петролейный эфир–этил-
ацетат (8 : 2). Получили 202 мг (72%) соединения
(XVIII).

1H-ЯМР (400 МГц): δ 0.90 (т, 3H, J 6.8,
(CH2)7CH3), 1.20–1.39 (м, 17H, (CH2)7CH3,
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CH2CH3), 1.58 (п, 2H, J 6.9, OCH2CH2), 3.40–3.72
(м, 9H, 3OCH2, CHO, CH2N).

13C-ЯМР (101 МГц): δ 14.09, 15.37, 22.65, 26.03,
29.29, 29.40, 29.50, 29.53, 29.56, 31.87, 42.96 (т, J 7.0,
CH2NC), 66.05, 69.23, 71.87, 75.79, 157.35 (т, J 5.5, NC).

MS-ESI, m/z: [M + NH4]+ рассчитано для
C16H35N2O2 287.27, найдено: 287.42.

MS-ESI, m/z: [M + Na]+ рассчитано для
C16H31NNaO2 292.23, найдено 293.08.

1-Азидо-1-дезокси-2,3,4,6-тетра-O-ацетил-β-
D-глюкопираноза (XX). К раствору бромида (XIX)
(27 г, 67.0 ммоль) в DMF (113 мл) добавляли NaN3
(6 г, 0.1 моль) и перемешивали 3 ч при 90°С. К ре-
акционной смеси добавляли CHCl3 (150 мл) и
H2O (150 мл). Экстрагировали CHCl3 (4 × 100 мл),
объединенный органический экстракт промыва-
ли H2O (3 × 100 мл). Сушили безводным Na2SO4,
фильтровали, упаривали, остаток хроматографи-
ровали на силикагеле, элюируя системой толуол–
этилацетат (1 : 1). Получили 22 г (90%) соедине-
ния (XX) в виде желтого кристаллизующегося
масла.

1H-ЯМР (300 МГц): δ 2.00, 2.02, 2.07, 2.09 (все
с по 3H, 4OAc), 3.79 (ддд, 1H, J 2.4, 4.7, 9.9, H-5),
4.16 (дд, 1H, J 2.4, 12.5, Н-6), 4.27 (дд, 1H, J 4.7,
12.5, H-6), 4.64 (д, 1H, J 8.9, H-1), 4.95 (дд, 1H,
J 8.9, 9.5, H-2), 5.09 (дд, 1H, J 9.4, 9.9, H-4), 5.21
(дд, 1H, J 9.4, 9.5, H-3).

13C-ЯМР (75 МГц): δ 20.62, 20.77, 61.73, 67.94,
70.69, 72.66, 74.07, 87.96, 169.29, 169.39, 170.19,
170.69.

MS-ESI, m/z: [M + Na]+ рассчитано для
C14H19NaO9 396.10, найдено 396.78.

1-Амино-1-дезокси-2,3,4,6-тетра-O-ацетил-β-
D-глюкопираноза (XXI). Суспензию соединения
(XX) (20 г, 0.05 моль) и 10% Pd/C (57 мг, 0.5 ммоль)
в этилацетате (107 мл) вакуумировали 5 мин, за-
тем выдерживали в атмосфере водорода при пере-
мешивании в течение 12 ч. Растворитель удаляли
на роторном испарителе, хроматографировали в
системе толуол–этилацетат (6 : 3). Получили 17 г
(91%) соединения (XXI) в виде желтого кристал-
лизующегося масла.

1H-ЯМР (300 МГц): δ 2.00, 2.01, 2.07, 2.08 (все с
по 3H, 4OAc), 2.98 (уш. c, 2H, NH2), 3.70 (ддд, 1H,
J 2.4, 4.8, 10.0, H-5), 4.05–4.15 (м, 1H, H-6), 4.17–
4.29 (м, 2H, H-1, H-6), 4.86 (дд, 1H, J 9.5, 9.7, H-2),
5.04 (дд, 1H, J 9.4, 10.0, H-4), 5.23 (дд, 1H, J 9.4,
9.5, H-3).

13C-ЯМР (75 МГц): δ 20.61, 20.78, 20.86, 62.17,
68.64, 71.84, 72.91, 73.08, 84.50, 169.53, 170.18,
170.27, 170.73.

MS-ESI, m/z: [M + H]+ рассчитано для C14H22NO9
348.1289, найдено 348.1298.

2,3,4,6-Тетра-O-ацетил-1-дезокси-1-формами-
до-β-D-глюкопираноза (XXII). К охлажденному до
0°С раствору уксусного ангидрида (6 мл, 0.06 моль)
добавляли муравьиную кислоту (3 мл, 0.9 моль) и
перемешивали при 60°С в течение 2 ч. Затем рас-
твор охлаждали до 24°С и добавляли к соедине-
нию (XXI) (1 г, 3.0 ммоль), далее добавляли
DIPEA (2 мл, 0.01 моль). Реакционную массу пе-
ремешивали 3 ч, переносили в делительную во-
ронку, приливали этилацетат (50 мл) и 25%
NH3 · H2O (25 мл). Экстрагировали этилацетатом
(3 × 25 мл), органический остаток промывали во-
дой (3 × 25 мл). Сушили Na2SO4, фильтровали,
упаривали. Получили 0.9 г (82%) соединения
(XXII) в виде желтого кристаллизующегося масла.

1H-ЯМР (300 МГц): δ 2.01, 2.03, 2.05, 2.07 (все с
по 3H, 4 OAc), 3.83 (ддд, 1H, J 2.2, 4.5, 10.2, H-5),
4.04–4.18 (м, 2H, H-1, H-6), 4.30 (дд, 1H, J 4.5,
12.5, H-6), 4.94 (дд, 1H, J 9.5, 9.6, H-2), 5.06 (дд,
1H, J 9.4, 10.2, H-4), 5.30 (дд, 1H, J 9.4, 9.6, H-3),
6.50 (д, 1H, J 9.3, NH), 8.21 (c, 1H, CHO).

13C-ЯМР (75 МГц): δ 20.69 (2CH3, +), 20.78
(CH3, +), 20.84 (CH3, +), 61.73 (CH2, –), 68.18 (CH, +),
70.54 (CH, +), 72.71 (CH, +), 73.86 (CH, +), 169.68
(C, –), 169.98 (C, –), 170.13 (C, –), 170.74 (C, –),
171.11 (C, –).

HRMS-ESI, m/z: [M + H]+ рассчитано для
C15H22NO10 376.1238, найдено 376.1239.

1-Дезокси-1-изоциано-2,3,4,6-тетра-O-ацетил-β-
D-глюкопираноза (XXIII). Способ А: к раствору
соединения (XXII) (1 г, 3.0 ммоль), Ph3P (2 г,
8.0 ммоль) и TEA (2 мл, 11.0 ммоль) в DCM (27 мл)
добавляли CBr4 (3 г, 8.0 ммоль) и перемешивали
3 ч при 24°С. Растворитель удаляли в вакууме,
остаток хроматографировали, элюируя смесью
толуол–этилацетат (7 : 3). Получили 0.7 г (69%)
соединения (XXIII) в виде желтого кристаллизу-
ющегося масла.

Способ Б: к раствору соединения (XXII) (1 г,
3.0 ммоль), Ph3P (2 г, 8.0 ммоль) и TEA (2 мл,
11.0 ммоль) в DCM (27 мл) добавляли I2 (3 г,
8.0 ммоль) и перемешивали 3 ч при 24°С. Раство-
ритель удаляли в вакууме, остаток хроматографи-
ровали, элюируя системой толуол–этилацетат (7 : 3).
Получили 0.6 г (60%) соединения (XXIII) в виде
желтого кристаллизующегося масла.

1H-ЯМР (600 МГц): δ 2.02, 2.03, 2.11, 2.12 (все с
по 3H, 4 OAc), 3.74 (ддд, 1H, J 2.2, 4.8, 10.0, 5-CH),
4.15 (дд, 1H, J 2.2, 12.6, 6-HaHb), 4.25 (дд, 1H, J 4.8,
12.6, 6-HaHb), 4.85 (ABCD, 1H, J 9.3 Гц, Н-1), 5.14
(ABCD, 1H, J 9.1, 10.0, 4-СН), 5.20 (ABCD, 1H,
J 9.3, 9.5, H-2) 5.22 (ABCD, 1H, J 9.1, 9.5, Н-3).

13C-ЯМР (151 МГц): δ 20.44, 20.50, 20.66, 61.70,
67.95, 71.64, 72.50, 75.08, 79.74, 165.85, 168.87,
169.17, 169.97, 170.43.
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HRMS-ESI, m/z: [M + H]+ рассчитано для
C15H20NO9 358.1133, найдено 357.1152.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведен синтез изонитрильных производ-

ных углеводов и диглицерида, содержащего про-
тяженный алкильный заместитель при атоме С-1
и этильный – при атоме С-2 глицерина. Впервые
установлены и описаны точные значения КССВ
для изонитрильного производного D-глюкозы,
что позволяет говорить о пространственной гео-
метрии молекулы. Полученные соединения пла-
нируется в дальнейшем использовать в качестве
строительных блоков в многокомпонентных ре-
акциях Уги для получения липофильных поли-
аминов.

БЛАГОДАРНОСТИ

Работа выполнена с использованием оборудования
центра коллективного пользования МИРЭА – Рос-
сийского технологического университета при под-
держке Минобрнауки России.

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Исследование выполнено при финансовой под-
держке Российского фонда фундаментальных иссле-
дований (проект № 19-33-90301).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит описания исследо-
ваний, выполненных кем-либо кроме авторов данной
работы, с участием людей или использованием живот-
ных в качестве объектов.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Giovenzana G.B., Tron G.C., Di Paola S., Menegotto I.G.,

Pirali T. // Angewandte Chem. 2006. V. 118. P. 1117–
1120. 
https://doi.org/10.1002/ange.200503095

2. Giustiniano M., Basso A., Mercalli V., Massarotti A., No-
vellino E., Tron G.C., Zhu J. // Chem. Soc. Rev. 2017.
V. 46. P. 1295–1357. 
https://doi.org/10.1039/c6cs00444j

3. Mossetti R., Pirali T., Saggiorato D., Tron G.C. // Chem.
Commun. 2011. V. 47. P. 6966–6968. 
https://doi.org/10.1039/c1cc12067k

4. Hofmann A.W. // Justus Liebigs Annalen der Chem.
1867. V. 144. P. 114–120. 
https://doi.org/10.1002/jlac.18671440116

5. Ugi I., Meyr R. // Angewandte Chem. 1958. V. 70.
P. 702–703. 
https://doi.org/10.1002/ange.19580702213

6. Josien H., Ko S.B., Bom D., Curran D.P. // Chem. Europ.
J. 1998. V. 4. P. 67–83. 
https://doi.org/10.1002/(SICI)1521-3765(199801)4:
1<67::AID-CHEM67>3.0.CO;2-F

7. Wang X., Wang Q.G., Luo Q.L. // Synthesis. 2015. V. 47.
P. 49–54. 
https://doi.org/10.1055/s-0034-1379111

8. Gautier A. // Justus Liebigs Annalen der Chem. 1867.
V. 142. P. 289–294. 
https://doi.org/10.1002/jlac.18671420304

9. El Kaim L., Grimaud L., Schiltz A. // Org. Biomol.
Chem. 2009. V. 7. P. 3024–3026. 
https://doi.org/10.1039/b908541f

10. Gassman P.G., Guggenheim T.L. // J. Am. Chem. Soc.
1982. V. 104. P. 5849–5850. 
https://doi.org/10.1021/ja00385a078

11. Kitano Y., Chiba K., Tada M. // Synlett. 1999. V. 1999.
P. 288–290. 
https://doi.org/10.1055/s-1999-2615

12. Kitano Y., Chiba K., Tada M. // Synthesis. 2001.
V. 2001. P. 0437–0443. 
https://doi.org/10.1055/s-2001-11423

13. Пучков П.А., Перевощикова К.А., Карташова И.А.,
Лунева А.С., Кабилова Т.О., Морозова Н.Г., Зенкова М.А.,
Маслов М.А. // Биоорг. химия. 2017. Т. 43. С. 543–
552. [Puchkov P.A., Perevoshchikova K.A., Kartashova I.A.,
Luneva A.S., Kabilova T.O., Morozova N.G., Zenkova M.A.,
Maslov M.A. // Russ. J. Bioorg. Chem. 2017. V. 43.
P. 561–569.] 
https://doi.org/10.1134/S1068162017050107

14. Petukhov I.A. Maslov M.A. Morozova N.G., Serebren-
nikova G.A. // Russ. Chem. Bull. 2010. V. 59. P. 260–
268. 
https://doi.org/10.1007/s11172-010-0071-x

15. Perevoshchikova K.A., Nichugovskiy A.I., Isagulieva A.K.,
Morozova N.G., Ivanov I.V., Maslov M.A., Shtil A.A. //
Mend. Comm. 2019. V. 29. P. 616–618. 
https://doi.org/10.1016/j.mencom.2019.11.003

16. Morozova N.G., Timofeev G.A., Timakova A.A., Shmen-
del E.V., Kubasova T.S., Tyutyunnik L.L., Markova A.A.,
Maslov M.A., Shtil A.A. // Mend. Comm. 2015. V. 25.
P. 248–249. 
https://doi.org/10.1016/j.mencom.2015.07.003

17. Morozova N.G., Shmendel E.V., Timofeev G.A., Ivanov I.V.,
Kubasova T.S., Plyavnik N.V., Markova A.A., Maslov M.A.,
Shtil A.A. // Mend. Comm. 2019. V. 29. P. 166–168. 
https://doi.org/10.1016/j.mencom.2019.03.016

18. Shmendel E.V., Perevoshchikova K.A., Shishova D.K.,
Kubasova T.S., Tyutyunnik L.L., Maslov M.A., Morozo-
va N.G., Shtil A.A. //Russ. Chem. Bull. 2015. V. 64.
P. 1648–1654. 
https://doi.org/10.1007/s11172-015-1055-7

19. Lashin W.H., Nassar I.F., El Farargy A.F., Abdelha-
mid A.O. // Russ. J. Bioorg. Chem. 2020. V. 46.
P. 1074–1086. 
https://doi.org/10.1134/S1068162020060163

20. Tolan H.E., Radwan M.A., Soliman H.A., Awad H.M.,
El-Sayed W.A. // Russ. J. Bioorg. Chem. 2020. V. 46.
P. 1136–1147. 
https://doi.org/10.1134/S1068162020060345



536

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 47  № 4  2021

НИЧУГОВСКИЙ и др.

21. Горюнова О.В., Захарчук Г.М., Жукова О.С., Фети-
сова Л.В., Кузьмина Н.Е. // Биоорг. химия. 2014.
Т. 40. С. 12–19. [Goryunova O.V., Zakharchuk G.M.,
Zhukova O.S., Fetisova L.V., Kuzmina N.E. // Russ. J.
Bioorg. Chem. 2014. V. 40. P. 9–15.] 
https://doi.org/10.1134/S106816201401004X

22. Морозова Н.Г., Маслов М.А., Мягченков В.В., Сереб-
ренникова Г.А. // Биоорг. химия. 2010. Т. 36. С. 714–720.
[Morozova N.G., Maslov M.A., Myagchenkov V.V., Sere-
brennikova G.A. // Russ. J. Bioorg. Chem. 2010. V. 36.
P. 657–662.] 
https://doi.org/10.1134/S1068162010050146

23. La Spisa F., Feo A., Mossetti R., Tron G.C. // Org. Lett.
2012. V. 14. P. 6044–6047. 
https://doi.org/10.1021/ol302935y

24. Zheng Q., Tang S., Fu X., Chen Z., Ye Y., Lan X., Jiang L.,
Huang Y., Ding J., Geng M., Huang M., Wan H. // Bio-
org. Med. Chem. Lett. 2017. V. 27. P. 5262–5266. 
https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2017.10.029

25. Lemieux R.U., Brice C. // Canad. J. Chem. 1952. V. 30.
P. 295–310. 
https://doi.org/10.1139/v52-041

26. Polisar J.G., Li L., Norton J.R. // Tetrahedron Lett.
2011. V. 52. P. 2933–2934. 
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2011.03.122

27. Appel R. // Angewandte Chem. Int. Ed. Engl. 1975.
V. 14. P. 801–811. 
https://doi.org/10.1002/anie.197508011

28. Arezzini B., Ferrali M., Ferrari E., Frassineti C., Lazzari S.,
Marverti G., Spagnolo F., Saladini M. // Eur. J. Med.
Chem. 2008. V. 43. P. 2549–2556. 
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2008.02.045

29. Hu G., Li W., Hu Y., Xu A., Yan J., Liu L., Zhang X., Liu K.,
Zhang A. // Macromol. 2013. V. 46. P. 1124–1132. 
https://doi.org/10.1021/ma302536t

30. Cheshkov D.A., Sheberstov K.F., Sinitsyn D.O., Chert-
kov V.A. // Magnet. Reson. Chem. 2018. V. 56. P. 449–
457. 
https://doi.org/10.1002/mrc.4689
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Recent years have shown a rapidly growing interest in multicomponent reactions, mainly due to their ability
to assemble complex molecular structures in just a few steps. The key reagent of multicomponent reactions is
isocyanide, which exhibits dual properties – both electrophile and nucleophile. There are several ways to
form isonitrile derivatives, but one of the main ones is intramolecular dehydration of formamide. In this
work, we have performed the synthesis of isonitrile derivatives of dialkylglycerol and D-glucose, which, upon
further interaction under the conditions of multicomponent reactions, can serve as new useful blocks for the
construction of chemical libraries of lipophilic polyamines containing a carbohydrate residue at the terminal
nitrogen atom. The structures of all synthesized compounds were confirmed by physicochemical methods of
analysis, and can be used as building blocks for the multicomponent Ugi reaction.
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