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Симптомы появившейся в 2019 г. новой коронавирусной инфекции (COVID-19) варьируют от не-
значительного повышения температуры тела и слабости до острой пневмонии и полиорганной не-
достаточности. Клиническая картина COVID-19 гетерогенна и полисистемна, поэтому для лечения
необходимы лекарственные средства с широким спектром действия. До сих пор не решена пробле-
ма выбора стратегии лечения постковидного синдрома. Полисахариды с высоким содержанием фу-
козы, выделенные из морских водорослей и животных, могут составить основу для последующего
создания перспективных агентов для лечения COVID-19 и постковидного синдрома. Этот класс
биополимеров проявляет разнообразную биологическую активность, включая противовирусную,
антитромботическую, антикоагулянтную, гемостимулирующую, противовоспалительную и имму-
норегуляторную. Низкомолекулярные производные указанных полисахаридов, а также синтетиче-
ские олигосахариды с оптимизированными параметрами (размер и структура углеводной цепи, сте-
пень сульфатирования, положение сульфатных групп) можно рассматривать как наиболее перспек-
тивные соединения из-за высокой биодоступности, что, несомненно, увеличивает их
терапевтический потенциал.
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различной структуры. Наиболее изучены полиса-
хариды с высоким содержанием фукозы, выде-
ленные из иглокожих (морских ежей и морских
огурцов) и бурых водорослей. Так, в стенке тела
голотурий (морских огурцов) содержатся два типа
указанных полисахаридов: фукозилированные
хондроитинсульфаты (ФХС) и сульфатирован-
ные фуканы (СФ). ФХС – уникальные полисаха-
риды голотурий. В основе их молекул лежит ли-
нейная цепь, построенная из чередующихся
остатков N-ацетилгалактозамина и глюкуроно-
вой кислоты, соединенных в дисахаридный блок
→3)-β-D-GalNAc-(1→4)-β-D-GlcA-(1→. Строе-
ние этой цепи не отличается от строения углевод-
ной цепи ФХС позвоночных [1], однако молеку-
лы ФХС несут разветвления, чаще всего в виде
остатков α-L-фукозы при О-3 остатков глюкуро-
новой кислоты. Встречаются и более сложные бо-
ковые цепи, такие как дисахаридные блоки, со-
стоящие из остатков Fuc, Gal и GalNAc, присо-
единенные не только к О-3 глюкуроновой
кислоты, но и также к О-4 или О-6 N-ацетил-га-
лактозамина. Сульфатные группы обычно распо-
ложены при О-4 или О-6 (или одновременно при
О-4 и О-6) остатков N-ацетил-галактозамина, за-
нимают различные положения в остатках фукозы
и иногда могут встречаться при О-2 или О-3

остатков глюкуроновой кислоты (рис. 1) [2–4].
Структуры ФХС, выделенных из различных ви-
дов голотурий, специфичны для данных видов
животных [5].

Образцы СФ были впервые получены из мор-
ских ежей. СФ – компоненты гидрофильной обо-
лочки яйцеклеток, играющие ключевую роль в
процессе оплодотворения. Цепи этих полисаха-
ридов, как правило, линейны и построены из со-
единенных через (1→3)-связь остатков α-L-фу-
козы с различным профилем сульфатирования.
Специфичное расположение сульфатных групп в
цепи обычно приводит к образованию тетрасаха-
ридного повторяющегося звена [6]. Эти полиса-
хариды могут быть получены из морских ежей в
очень ограниченных количествах, но похожие
СФ вместе с ФХС присутствуют в более значимых
количествах в стенке тела голотурий. СФ из голо-
турий более разнообразны по структуре, они
представляют собой линейные цепи, построен-
ные из (1→3)- или (1→4)-связанных остатков фу-
козы, которые могут содержать разветвления.
Сульфатные группы в СФ могут располагаться
как в основной цепи, так и в боковых звеньях
(рис. 2). В одном виде морских огурцов часто об-
наруживают только один тип СФ [7], но известны
примеры выделения из одного вида (например,

Рис. 1. Примеры фукозилированных хондроитинсульфатов (ФХС) из голотурий: (а) – полисахарид из Cucumaria
japonica [2], имеющий трисахаридное повторяющееся звено, типичное для большинства известных ФХС; (б) – фраг-
мент углеводной цепи ФХС из Cucumaria frondosa [3], содержащий разветвления как при О-3 остатка глюкуроновой
кислоты, так и при О-6 остатка N-ацетил-галактозамина; (в) – фрагмент углеводной цепи ФХС из Eupentacta fraudatrix,
содержащий в качестве боковой цепи (1→2)-связанный дифукозильный остаток [4]; (г) – фрагмент другого ФХС из
Eupentacta fraudatrix, содержащего 2,3-дисульфатированный остаток глюкуроновой кислоты [4]. Красным цветом вы-
делены сульфаты в фиксированных положениях и варьируемые заместители R.
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Рис. 2. Примеры сульфатированных фуканов из голотурий: высокорегулярный полисахарид из Stichopus horrens [7] (а)
и смесь различающихся по структуре полисахаридов из Pattalus mollis [8] (б). Красным цветом выделены сульфаты
в фиксированных положениях и варьируемые заместители R.
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из Pattalus mollis) нескольких различных по струк-
туре СФ [8].

Бурые водоросли – практически неисчерпае-
мый источник сульфатированных полисахаридов
с высоким содержанием фукозы, но эти биополи-
меры обычно обладают более сложным строени-
ем, чем ФХС и СФ. Наряду с остатками фукозы,
они могут содержать другие моносахариды, такие
как галактоза, ксилоза, манноза, глюкуроновая
кислота [9]. Эти гетерогенные полисахариды бы-
ли названы специфическим термином “фукоида-
ны”. Полисахаридная фракция, полученная из
водорослей, часто представляет собой смесь раз-
личных по структуре биополимеров, у которых
СФ может быть главным компонентом. Состав
такой смеси зависит от вида и возраста водоросли,
а также от условий произрастания. Цепи водорос-
левых СФ могут быть построены из повторяющих-
ся (1→3)-связанных остатков фукозы [10] или из
чередующихся (1→3)- и (1→4)-связанных фукоз-
ных звеньев [11], часто с ответвлениями в виде еди-
ничных остатков фукозы или разнообразных ко-
ротких олигосахаридов. Структурная регуляр-
ность, как правило, замаскирована произвольным
расположением сульфатов или разветвлений. По-
лисахаридный экстракт из водорослей обычно со-
держит другие сульфатированные полисахариды,
такие как галактофуканы, фукоглюкурономанна-
ны и фукоглюкуронаны [12] (рис. 3).

Сульфатированные полисахариды демонстри-
руют различную биологическую активность благо-
даря взаимодействию с белками, определяющими
протекание многих физиологических процессов.
Наиболее хорошо изученным примером выступает
антикоагулянтное действие, подобное эффекту ге-
парина [13]. Поскольку фукоиданы – это неток-
сичные, биосовместимые и относительно легко
доступные соединения, их рассматривают как пер-
спективную основу для разработки новых меди-
цинских препаратов с противовирусной, противо-
воспалительной, противоопухолевой, иммуномо-
дулирующей и антикоагулянтной активностью.
Уже опубликованы сотни статей, посвященных
потенциальному терапевтическому эффекту фу-

коиданов и других полисахаридов с высоким со-
держанием фукозы [14–20].

Биологическое действие фукоиданов связыва-
ют, в первую очередь, с их высокой степенью суль-
фатирования, хотя другие тонкие детали структуры
и молекулярный вес также играют существенную
роль. Детальный структурный анализ фукоида-
нов чрезвычайно сложен из-за нерегулярности и
гетерогенности их структуры [9]. Важно отме-
тить, что большинство опубликованных биологи-
ческих исследований фукоиданов было выполне-
но с использованием коммерческих образцов, ко-
торые получают без специальной очистки и
подтверждения химического строения. В резуль-
тате точная корреляция между структурой и био-
логической активностью таких продуктов не мо-
жет считаться корректно установленной.

Большинство работ, предметом которых вы-
ступает биологическая активность сульфатиро-
ванных фукозосодержащих полисахаридов, по-
священы характеристике их антикоагулянтного и
антитромботического действия [21–23]. Однако
недавно противовирусная активность этих поли-
сахаридов, сходная с действием гепарина [24],
привлекла повышенное внимание из-за панде-
мии, вызванной вирусом SARS-CoV-2 (корона-
вирус тяжелого острого респираторного синдро-
ма 2) [25–31]. Детальное рассмотрение этой про-
блемы представлено в данном обзоре.

Клиническая картина COVID-19 варьирует от
бессимптомного течения заболевания до потенци-
ально опасной для жизни пневмонии, которая в
конечном итоге может привести к острому респи-
раторному дистресс-синдрому (ОРДС) [32, 33].
Хотя большинство случаев COVID-19 можно отне-
сти к легкой или средней степени, тем не менее
~15% составляют тяжелые заболевания, требующие
кислородной поддержки, и ~5% – критические за-
болевания, требующие искусственной вентиля-
ции легких. SARS-CoV-2 инфицирует различные
клетки, включая альвеолярные макрофаги, что
активирует их и вызывает развитие цитокинового
шторма [34, 35].
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Исследования показали, что COVID-19 может
значительно влиять на гемопоэз и иммунную си-
стему, приводя к лимфопении, тромбоцитопе-
нии, дисфункции нейтрофилов и анемии [36–39].
В настоящее время для лечения COVID-19 ис-
пользуются лекарственные препараты с различ-
ным механизмом действия, которые наряду с
клинической эффективностью могут вызывать
нежелательные явления. Особая проблема заклю-
чается в разработке тактики лечения постковид-
ного синдрома у больных, требующих длительной
сопроводительной терапии. Поэтому природные

препараты привлекают значительное внимание,
поскольку они содержат биологически активные
соединения, которые можно использовать для
разработки лекарств с широким спектром биологи-
ческой активности с минимальными побочными
эффектами [40]. Один из перспективных классов
природных соединений – фукоиданы, обладаю-
щие целым спектром свойств: антиоксидантной,
противовоспалительной, иммунорегулирующей,
антифиброзной, противовирусной и антикоагу-
лянтной активностью, которые уже отмечались
выше, а также способностью стимулировать ге-

Рис. 3. Примеры сульфатированных полисахаридов, продуцируемых бурыми водорослями Chordaria flagelliformis [10] (а),
Fucus evanescens [11] (б) и Saccharina latissima [12] (в). Красным цветом выделены сульфаты в фиксированных положениях
и варьируемые заместители R.
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мопоэз [41]. Проведенные в последнее время ис-
следования свидетельствуют о возможном тера-
певтическом потенциале фукоиданов при лече-
нии COVID-19 и профилактике постковидного
синдрома [17, 42, 43]. Этому вопросу отчасти по-
священ и недавний обзор Pradhan et al. [44], однако
в нем не рассматриваются гемостимулирующая,
антифиброзная, антикоагулянтная и противовос-
палительная активность фукоиданов, которые
проанализированы в нашем обзоре.

ПРОТИВОКОРОНАВИРУСНАЯ 
АКТИВНОСТЬ СУЛЬФАТИРОВАННЫХ 

ПОЛИСАХАРИДОВ
Коронавирусы SARS, несмотря на разнообра-

зие, обладают общими функциональными эле-
ментами, в том числе гликопротеинами Spike
(SGP, Spike glycoprotein, S-белок, S-гликопроте-
ин), образующими характерные “шипы” на по-
верхности вируса, которые придают ей вид коро-
ны, определившей название этой группы виру-
сов. Ранее считалось, что взаимодействие S-белка
с ангиотензин-превращающим ферментом 2 (an-
giotensin-converting enzyme 2, ACE2) – начальный
этап инфицирования [40, 45–47], но в последнее
время выяснено, что инфицирование начинается
со взаимодействия S-белка с гепарансульфатом
[24, 48], экспонированном на поверхности моно-
цитов и макрофагов. Вирус SARS-CoV-2 может
проникать в клетку организма-хозяина также за
счет взаимодействия S-гликопротеина с еще од-
ним рецептором – нейропилином-1 (NRP1) [41,
42, 49, 50].

Ингибирование взаимодействия S-гликопро-
теинов SARS-CoV-2 с гепарансульфатом и ACE2 с
помощью сульфатированных полисахаридов, фу-
коиданов, хондроитинсульфатов, фукозилиро-
ванных хондроитинсульфатов и других полисаха-
ридов, в настоящее время активно изучается в
специализированных лабораториях для создания
средств профилактики и лечения COVID-19. На-
пример, в опытах in vitro было показано, что
фракции фукоиданов RPI-27 (100 кДа) и RPI-28
(~12 кДа) из морской водоросли Saccharina japo-
nica специфически и эффективно связываются с
S-белком SARS-CoV-2 и, вероятно, тем самым
могут препятствовать связыванию S-белка с гепа-
рансульфатом на клетках организма-хозяина и
подавлять вирусную инфекцию [25]. Предполага-
ется, что противовирусный эффект фукоиданов
аналогичен ранее описанному действию гепари-
нов [51]. При этом полисахариды из Saccharina
japonica эффективнее ингибировали связывание с
S-белком SARS-CoV-2, чем гепарин, и не оказы-
вали цитотоксического действия на клетки линии
Vero [25].

Установлено, что противовирусная актив-
ность зависит от молекулярной массы и степени

сульфатирования полисахаридов. Так, фукоида-
ны с более высокой молекулярной массой и уров-
нем сульфатирования проявляли более выражен-
ную вирус-ингибирующую активность. Таким
образом, молекулярная масса и уровень сульфа-
тирования – это два важных фактора, определяю-
щие противовирусную активность фукоиданов,
что было продемонстрировано на примерах и
других полисахаридов [26]. Противовирусная ак-
тивность фукоиданов ранее была показана по от-
ношению к другим возбудителям, таким как ви-
рус гриппа A, вирус гепатита B, вирус чумы собак
и вирус иммунодефицита человека [30, 52, 53].

ЛЕЧЕНИЕ И ПРОФИЛАКТИКА 
ИММУНОСУПРЕССИИ ПРИ COVID-19
При тяжелых формах COVID-19, как и при

других инфекциях и сепсисе, обычно наблюдает-
ся глубокая иммунная дисрегуляция, характери-
зующаяся переходом от гипервоспалительных со-
стояний к иммуносупрессии. Аналогичные меха-
низмы были описаны для тяжелой формы
COVID-19 с присоединением вторичной инфек-
ции [54]. Тяжелая форма COVID-19 характеризу-
ется появлением предшественников нейтрофи-
лов, что свидетельствует об экстренном миелопо-
эзе (emergency myelopoiesis) [55]. Этот процесс
характеризуется мобилизацией незрелых миело-
идных клеток, что приводит к иммуносупрессии
и, соответственно, к резкому снижению противо-
инфекционной функции иммунитета [56]. При
COVID-19 отмечается тесная корреляция тяже-
сти заболевания и выраженности лимфопении. У
инфицированных детей редко наблюдается лим-
фопения и смертность близка к нулю, в то время
как у лиц пожилого возраста лимфопения встре-
чается чаще, особенно в тяжелых случаях, и
смертность от COVID-19 высокая. Было обнару-
жено, что повышенное отношение нейтрофилов
к лимфоцитам, соотношение моноцитов и лим-
фоцитов и повышенные уровни цитокинов, та-
ких как растворимый рецептор интерлейкина-2
(IL-2R), а также отношение IL-2R к количеству
лимфоцитов коррелируют с тяжестью заболева-
ния и неблагоприятным прогнозом [57]. У паци-
ентов с тяжелой формой COVID-19 отмечали ис-
тощение лимфоидных клеток-предшественников
костного мозга и накопление незрелых клеток.
Эти данные свидетельствуют о том, что тяжелые
формы COVID-19 приводят к нарушению регуля-
ции кроветворения в костном мозге [58].

Лимфопения на фоне тяжелых форм COVID-19
сопровождается резким снижением числа есте-
ственных киллеров (NK) и активированных
CD8+-Т-клеток – основных эффекторов проти-
воинфекционного иммунитета [59]. В частности,
NK-клетки проявляют противовирусную актив-
ность, снижая количество клеток, инфицирован-
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ных SARS-CoV-2, а также продуцируют противо-
вирусный цитокин IFN-γ.

Помимо противовирусной активности, IL-2-
активированные NK-клетки также ограничивают
фиброз тканей, снижая экспрессию генов про-
фибротических маркеров COL1A1 и ACTA2 в
фибробластах легких человека [60]. Функция
NK- и CD8+-Т-клеток истощена у пациентов с
COVID-19, а у выздоравливающих количество
NK- и CD+-Т-клеток восстанавливается. Эти
факты позволяют предположить, что функцио-
нальное истощение цитотоксических лимфоци-
тов связано с инфекцией SARS-CoV-2. Следова-
тельно, инфекция SARS-CoV-2 может нарушить
противовирусный иммунитет уже на ранней ста-
дии [61, 62]. Было высказано предположение, что
SARS-CoV-2 вследствие взаимодействия с рецеп-
торами ACE2, CD147 и CD26 эритроцитов вызы-
вает гемолиз и, соответственно, гипохромную
анемию [63, 64]. Дисфункция гемопоэза в виде
снижения числа лимфоидных предшественников
и накопления незрелых и дисфункциональных
фагоцитов в костном мозге, а также признаки
тромбоцитопении и анемии требуют проведения
коррекции несбалансированной дифференци-
ровки клеток костного мозга.

Перспективным кандидатом на роль иммуно-
корректоров могут быть сульфатированные поли-
сахариды и олигосахариды, большинство из кото-
рых безопасны, о чем свидетельствуют данные
острой и хронической токсичности [65]. Ряд ис-
следований продемонстрировал иммуностиму-
лирующий эффект пероральных полисахаридов у
взрослых людей. Например, при потреблении здо-
ровыми взрослыми фукоиданов из бурой водорос-
ли Undaria pinnatifida наблюдались как иммуности-
мулирующий, так и подавляющий эффекты,
включая увеличение содержания стромального
фактора-1, IFN-γ, CD34+-клеток и CXCR4-экс-
прессирующих CD34+-клеток, а также снижение
числа лейкоцитов и лимфоцитов в крови [66].

Фукоидан из водоросли Chordaria flagelliformis
активирует поглощение бактерий и дрожжей ней-
трофилами (начальная фаза фагоцитоза), но не
опосредованную кислородзависимыми механиз-
мами деструкцию фагоцитированных микроорга-
низмов (завершение фагоцитоза). Эту особен-
ность действия полисахарида на нейтрофилы
можно рассматривать как стимулирующее влия-
ние на клеточный противоинфекционный имму-
нитет, исключающее избыточное выделение ак-
тивных радикалов кислорода, которые способны
вызывать повреждение органов и тканей [67]. В
данных условиях также отмечена стимуляция ци-
тотоксической активности NK-клеток. Молеку-
лярный механизм стимулирующего действия
фукоидана из C. flagelliformis на эффекторы про-
тивоинфекционного иммунитета реализуется с уча-

стием интегрина CD11c. Способность стимулиро-
вать активность NK-клеток, как и в случае нейтро-
филов, опосредована активацией экспрессии
мембраносвязанных молекул CD11c в NK-клетках,
обеспечивающих контакт эффекторов с клетка-
ми-мишенями.

Ряд исследований показал, что сульфатиро-
ванные полисахариды обладают, наряду с низкой
токсичностью, способностью стимулировать
кроветворение. Недавно было обнаружено, что
фукан, выделенный из морского огурца Holothu-
ria polii, ускорял восстановление количества лей-
коцитов (в том числе нейтрофилов) у мышей по-
сле воздействия циклофосфамида [68]. Авторы
также отмечают тенденцию к восстановлению
числа эритроцитов. Ранее мы наблюдали анало-
гичные эффекты для фукоидана из бурой водо-
росли C. flagelliformis [10] и фукозилированного
хондроитинсульфата из морского огурца Massini-
um magnum [69], а также для их модифицирован-
ных производных [70, 71]. Кроме того, показано,
что исследуемые полисахариды способны восста-
навливать пролиферативный потенциал гемопоэ-
тических стволовых клеток костного мозга. Учиты-
вая способность фукоиданов и фукозилированных
хондроитинсульфатов стимулировать гемопоэз и
уменьшать проявления иммуносупрессии, а также
их способность снижать уровень IL-6, представля-
ется целесообразным изучение этих полисахаридов
и их производных с точки зрения потенциала
данных соединений в комплексной профилакти-
ке и иммуносупрессивной терапии у больных
COVID-19 [41].

АНТИКОАГУЛЯНТНЫЕ СВОЙСТВА 
СУЛЬФАТИРОВАННЫХ ПОЛИСАХАРИДОВ

Тромботические осложнения – одна из основ-
ных причин неблагоприятных исходов COVID-19
[72]. Гиперкоагуляция связана с прямым дей-
ствием вируса SARS-CoV-2 и развитием цитоки-
нового шторма [73]. У пациентов с COVID-19 на-
блюдается тромбоцитоз, повышенный уровень
D-димера, продукта деградации фибрина, что
коррелирует с тяжестью заболевания и плохим
прогнозом [74]. Показано, что частота тромботи-
ческих осложнений у пациентов с тяжелым тече-
нием COVID-19, находящихся в отделениях ин-
тенсивной терапии, может достигать 79% [75, 76].
Кроме того, патоморфологическое исследование
пациентов, умерших от COVID-19, показало, что
у 58% были недиагностированные тромбозы глу-
боких вен, при этом непосредственной причиной
смерти в ряде случаев была массивная легочная
эмболия [77]. Поэтому тромбопрофилактика стала
неотъемлемой частью терапевтического метода
лечения COVID-19. Однако до настоящего време-
ни окончательно не решен вопрос о выборе анти-
коагулянта, дозы и длительности антикоагулянт-
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ной терапии для пациентов с COVID-19. Кроме
того, до конца не ясно, необходима ли антикоагу-
лянтная терапия для амбулаторных пациентов и
выздоравливающих больных [78].

Вместе с тем у пациентов с постковидным
синдромом нередко развивается коагулопатия в
виде тромботических явлений, что требует дли-
тельного применения антикоагулянтов [79]. Хо-
тя такие препараты снижают риск органной и
полиорганной недостаточности и смерти при
коронавирусной инфекции, у критически боль-
ных пациентов гепарин в терапевтических дозах
не улучшал исходы заболевания и с высокой ве-
роятностью вызывал развитие побочных эффек-
тов [80, 81]. Наиболее значимое нежелательное
последствие антикоагулянтной терапии – инду-
цируемая гепарином тромбоцитопения (hepa-
rin-induced thrombocytopenia, HIT) – иммуно-
опосредованное осложнение, приводящее к
транзиторной тромбоцитопении, сопровождаю-
щейся протромботическим состоянием [82].

Применение нефракционированного гепари-
на (unfractionated heparin, UFH) или низкомоле-
кулярного гепарина (low-molecular-weight hepa-
rin, LMWH) показано госпитализированным па-
циентам с COVID-19, однако их широкое
применение может привести к увеличению часто-
ты HIT из-за гиперстимуляции иммунитета, свя-
занной с COVID-19 [83]. Однако до настоящего
времени нет четкого представления о необходи-
мости продолжительной антикоагулянтной тера-
пии у выздоравливающих больных. На этом этапе
лечения пероральные антикоагулянты предпо-
чтительнее парентеральных антикоагулянтов для
удобства пациента. Вместе с тем предлагается из-
бегать длительной антикоагулянтной терапии для
снижения риска развития кровотечений [84].
Растущая частота тромбозов во время и после ин-
фекции COVID-19 требует дальнейшего изучения
предполагаемых механизмов тромбозов и поиска
новых методов лечения.

Многочисленные исследования свидетель-
ствуют о том, что сульфатированные полисахари-
ды, подобно гепарину, обладают антикоагулянт-
ной и антитромботической активностью, что поз-
воляет рассматривать этот класс соединений в
качестве перспективных препаратов для профи-
лактики тромбозов [85]. Механизмы антикоагу-
лянтной и антитромботической активности суль-
фатированных фукоиданов из морских водорос-
лей включают воздействие на факторы внешнего
и внутреннего путей свертывания крови [86].
Несмотря на сходство эффектов, механизм анти-
тромботического действия фукоидана отличается
от такового у гепарина и включает воздействие на
завершающий этап свертывания – превращение
фибриногена в фибрин под влиянием тромбина.
При этом важная особенность низкомолекуляр-

ных фракций фукоиданов, обладающих антитром-
ботическим эффектом при венозном и артери-
альном тромбозе, – низкий геморрагический
риск [87]. Эта особенность фукоиданов может
иметь большое значение для проведения длитель-
ной антикоагулянтной терапии при COVID-19 и у
пациентов с постковидным синдромом, склон-
ных к геморрагическим реакциям. Установлено,
что низкомолекулярный фукоидан оказывает за-
метное ингибирующее действие на индуцирован-
ную тромбином агрегацию тромбоцитов in vivo и
in vitro, в то время как эти полисахариды со сред-
ней молекулярной массой могут стимулировать
агрегацию тромбоцитов человека in vitro и не ока-
зывают значительного ингибирующего действия
на индуцированную тромбином агрегацию тром-
боцитов у крыс. Это свидетельствует о перспек-
тивности низкомолекулярных фукоиданов и род-
ственных синтетических олигосахаридов [88, 89]
в качестве потенциальных антитромботических
агентов при терапии COVID-19 и постковидного
синдрома.

ПРОТИВОФИБРОЗНАЯ АКТИВНОСТЬ 
СУЛЬФАТИРОВАННЫХ ПОЛИСАХАРИДОВ

Фиброз легких – одно из основных осложне-
ний у пациентов с COVID-19. Патогенез постин-
фекционного легочного фиброза включает по-
вреждение легочного эпителия и эндотелия сосу-
дов с неконтролируемой фибропролиферацией, а
также нарушение регуляции высвобождения мат-
ричных металлопротеиназ во время воспалитель-
ной фазы ОРДС. Существует также сосудистая
дисфункция, выступающая ключевым моментом
перехода от ОРДС к фиброзу, с вовлечением фак-
тора роста эндотелия сосудов (VEGF) и цитоки-
нов, таких как IL-6 и TNF-α. Пораженный виру-
сом эпителий способствует высвобождению ме-
диаторов воспаления посредством активации
нейтрофилов и макрофагов, которые управляют
активацией, миграцией, пролиферацией и диф-
ференцировкой фибробластов, что приводит к
продукции компонентов внеклеточного матрик-
са и разрушению легочной архитектуры [87].
Кроме того, наблюдается трансдифференциров-
ка эпителиальных клеток в фибробластоподоб-
ные клетки – эпителиально-мезенхимальный пе-
реход [90, 91]. Его основной индуктор – транс-
формирующий фактор роста-β1 (TGF-β1), хотя
различные цитокины, хемокины и факторы роста
также вовлечены в этот процесс [92]. Несмотря на
то что в настоящее время существуют антифибро-
тические препараты (пирфенидон и нинтеданиб),
их эффективность при COVID-19 требует даль-
нейших исследований [93, 94].

В целом ряде работ было показано, что фукои-
даны обладают способностью предотвращать раз-
витие фиброза легких. В частности, в одном из



640

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 6  2022

КИСЕЛЕВСКИЙ и др.

первых исследований в данном направлении бы-
ло продемонстрировано, что фракция сульфати-
рованных олигосахаридов MS80 со средней моле-
кулярной массой 8 кДа, выделенная из морских
водорослей, ингибировала развитие фиброза лег-
ких у крыс, индуцированного блеомицином, без
признаков токсичности. Применение MS80 при-
водило к уменьшению патологических парамет-
ров и снижению содержания коллагена в легких
за счет конкурентного ингибирования взаимо-
действия с TGF-β1 и угнетения активности мат-
риксной металлопротеиназы [95].

При использовании низкомолекулярной фрак-
ции фукоидана из бурых водорослей Saccharina
japonica также наблюдалось значительное ингиби-
рование блеомицин-индуцированного легочного
фиброза у мышей линии C57BL/6 за счет сниже-
ния уровня экспрессии TGF-β1, ингибирования
эпителиально-мезенхимального перехода, сни-
жения экспресии E-кадгерина и фибронектина
[96]. Фукоидан, выделенный из Sargassum hemi-
phyllum, ингибировал проявление постлучевого
фиброза легких у мышей линии C57BL/6, полу-
чавших облучение (10 Гр/выстрел) [91]. Введение
этого фукоидана значительно ослабляло отложе-
ние коллагена 1α, инфильтрацию ткани легких
нейтрофилами и макрофагами, а также вызывало
снижение экспрессии провоспалительных цито-
кинов и хемокинов (TIMP-1, CXCL1, MCP-1,
MIP-2, IL-1RA, TREM-1, SDF-1/CXCL12, IL-16)
в плевральном выпоте, индуцированном облуче-
нием [97].

Необходимо отметить, что легочные макрофа-
ги экспрессируют несколько фиброзных медиа-
торов и играют важную роль в развитии фиброза.
Их в настоящее время подразделяют на два фено-
типа: классически активированные макрофаги
(M1) с секрецией Th1-связанных цитокинов
(включая TNF-α, IL-1β и IL-6) и альтернативно
активированные макрофаги (M2) с высвобожде-
нием Th2-связанных цитокинов, таких как IL-10
и IL-13. При этом способность к миграции и ин-
вазии макрофагов M1 и M2 поддерживается хе-
мотаксическим белком 1 моноцитов (MCP-1), хе-
мокин в основном экспрессируется в альвеоляр-
ных макрофагах и участвует в хемотаксисе клеток
[98]. Введение фукоидана, выделенного из Sargas-
sum hemiphyllum, мышам с лучевым пневмонитом
значительно снижало продукцию активирован-
ными макрофагами провоспалительных цитоки-
нов (TNF-α, IL-1β, IL-6) и продукцию коллагена
фибробластами, что коррелировало со снижени-
ем инфильтрации нейтрофилами и макрофагами
ткани легких. Низкомолекулярный фукоидан,
выделенный из Laminaria japonica, нивелировал
проявления фиброза и воспалительных факторов в
легочной ткани у мышей, стимулированных блео-
мицином, за счет снижения экспрессии β-катени-
на, TGF-β, TNF-α и IL-6. Кроме того, этот фуко-

идан блокировал развитие эпителиально-мезен-
химального перехода, индуцированное TGF-β1,
посредством ингибирования сигнальных путей
TGF-β/Smad и PI3K/AKT.

Таким образом, многочисленные эксперимен-
тальные исследования свидетельствуют о том, что
фукоиданы воздействуют на все основные звенья
патогенеза фиброза легких, нивелируя воспали-
тельный каскад и ослабляя процесс формирова-
ния межклеточного матрикса. Эти данные позво-
ляют рассматривать фукоиданы как основу для
создания многообещающего терапевтического
агента для лечения и профилактики постковид-
ного фиброза легких [99, 100].

ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫЙ ЭФФЕКТ 
СУЛЬФАТИРОВАННЫХ ПОЛИСАХАРИДОВ

В патогенезе COVID-19 значительную роль иг-
рает чрезмерная реакция иммунного ответа, на-
зываемая цитокиновым штормом. Цитокиновый
шторм характеризуется гиперпродукцией про-
воспалительных цитокинов, приводящей к раз-
витию острого респираторного дистресс-синдро-
ма и полиорганной недостаточности, выступаю-
щих основными причинами смерти [101, 102].
Критическая роль цитокинового шторма согласу-
ется с благоприятным исходом при введении сте-
роидов, а также ингибиторов или блокаторов ре-
цепторов IL-6 у пациентов на фоне инфекции
SARS-CoV-2 [103]. Однако использование стеро-
идов и ингибиторов IL-6 или его рецепторов у па-
циентов с COVID-19 может вызывать иммуносу-
прессию, а следовательно, способствовать угнете-
нию противовирусного иммунитета и приводить к
развитию вторичных бактериальных и грибковых
инфекций [104, 105]. При этом у пациентов с
COVID-19 и вторичной инфекцией в несколько
раз увеличивается вероятность летального исхода.

Другой механизм чрезмерной воспалительной
реакции – оксидативный стресс, индуцируемый
продукцией свободных радикалов фагоцитами в
ответ на вирусную инфекцию. Это, в свою оче-
редь, стимулирует макрофаги продуцировать ци-
токин IL-6, формируя “порочный круг” [106].
Высокий уровень IL-6 и других воспалительных
маркеров, включая C-реактивный белок, ферри-
тин, D-димер и лактатдегидрогеназу, коррелиру-
ет с высоким риском летального исхода [107]. По-
являются новые данные, указывающие на то, что
тяжелое течение инфекции SARS-CoV-2 вызыва-
ет нарушение кишечного барьера вследствие ин-
фицирования вирусом энтероцитов и активации
врожденного и адаптивного иммунитета, способ-
ствуя системному распространению бактерий
и/или микробных продуктов. Транслокация мик-
робных продуктов из желудочно-кишечного
тракта в периферическую кровь может усиливать
гипервоспалительное состояние и тяжесть тече-
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ния COVID-19 [108–110] за счет активации мак-
рофагов в инфицированной ткани и поддержа-
ния цитокинового шторма во время инфекции
SARS-CoV-2 [111]. Это положение подтверждает-
ся тем, что у больных COVID-19 в критических со-
стояниях наблюдалось значительное увеличение
количества бактериального липополисахарида
(LPS) и растворимого рецептора sCD14, связанное
с повышенными системными уровнями IL-6,
TNF-α, CCL5/RANTES и CCL2/MCP-1 [112].

Таким образом, нарушение функции кишечно-
го барьера может быть одним из механизмов, кото-
рые способствуют присутствию бактериального
токсина и бактериальной ДНК в крови пациентов
с тяжелой формой COVID-19 [112]. Кишечная бак-
териальная транслокация может играть аддитив-
ную/синергетическую роль в синдроме высвобож-
дения цитокинов, лежащего в основе неблагопри-
ятного развития COVID-19 [113].

Фукоиданы обладают выраженной противо-
воспалительной активностью [114] и действуют
на различные стадии воспалительного процесса.
Один из возможных механизмов действия фукои-
дана – подавление сигнальных путей MAPK и
NF-κB, последующее снижение продукции про-
воспалительных цитокинов и ингибирование ак-
тивности селектинов [115]. Фукоиданы снижают
секрецию провоспалительных медиаторов макро-
фагами в ответ на действие LPS. Так, было показа-
но, что фракции фукоидана из Fucus vesiculosus
угнетают секрецию TNF-α и IL-1β и ингибируют
нейтрофильную инфильтрацию, что свидетель-
ствует о способности фукоиданов подавлять ран-
ние стадии воспаления [116]. Другое исследование
показало, что фукоидан снижает LPS-индуциро-
ванную продукцию оксида азота макрофагами по
типу действия противовоспалительного цитоки-
на IL-10 [117].

Фукоиданы могут конкурировать с бактери-
альным эндотоксином за связывание с Toll-по-
добными рецепторами и снижать эффект стиму-
ляции LPS [118–120], а также ингибировать син-
тез PGE2 и провоспалительных медиаторов,
таких как TNF-α, IL-1β и IL-6 [121]. В частности,
фракционированные фукоиданы из Ecklonia cava
значительно снижали продукцию NO и уровни
TNF-α, IL-1β и IL-6 LPS-стимулированными
макрофагами [122]. Показано, что фукоиданы из
бурой водоросли Sargassum horneri снижают
продукцию NO, PGE2 и провоспалительных ци-
токинов TNF-α и IL-6 макрофагами мыши, обра-
ботанными LPS [123, 124]. Другие авторы [125] со-
общили об ингибировании рекомбинантной цик-
лооксигеназы человека COX-1 фукоиданом из
Fucus vesiculosus in vitro. Фукоидан, полученный из
Undaria pinnatifida, уменьшал воспаление при экс-
периментальном артрите, вызванном введением
адъюванта Фрейнда у крыс [126].

Противовоспалительная активность фукоида-
на из бурых водорослей in vitro может быть связа-
на с угнетением синтеза NO и экспрессии iNOS,
снижением секреции PGE2, TNF-α, IL-1β, IL-6
и IL-8. Исследования in vivo показали, что проти-
вовоспалительный эффект фукоидана может
быть связан со снижением уровней сывороточ-
ных IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ,
PGE2, TGF-β1, миелопероксидазы, уменьшени-
ем продукции свободных радикалов, ингибиро-
ванием миграции нейтрофилов и повышением
уровня IL-10 [127]. Фукоиданы из Macrocystis py-
rifera снижали экспрессию провоспалительных
цитокинов, индуцированных LPS. Примечатель-
но, что полисахарид с наименьшей молекулярной
массой был наиболее мощным ингибитором
TNF-α и IL-1β при стимуляции LPS лимфоид-
ных клеток человека. При пероральном введении
фукоиданы, как показано в опытах на мышах с
экспериментальным колитом, могут снижать
уровни провоспалительных цитокинов, включая
TNF-α, IL-1β и IL-6 [128, 129]. Ингибирование
воспалительного каскада подтверждает потенци-
альную терапевтическую роль фукоиданов в ка-
честве противовоспалительных препаратов при
терапии больных COVID-19.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Сульфатированные высоко- и низкомолеку-

лярные полисахариды, содержащие значительное
количество фукозных звеньев, обладают широ-
ким спектром биологических свойств, включая
противовирусную, противофиброзную, антикоа-
гулянтную, гемостимулирующую, противовоспа-
лительную и иммуннокоррегирующую актив-
ность, что позволяет рассматривать этот класс
биополимеров в качестве основы для создания
лекарственных средств лечения и профилактики
COVID-19 и постковидного синдрома. Наиболее
перспективны низкомолекулярные фукоиданы и
другие полисахариды, поскольку они демонстриру-
ют высокую скорость абсорбции и биодоступность,
что подтверждает их биологический потенциал [30,
130]. Данные о строении этих полисахаридов позво-
ляют провести дизайн структурно родственных
олигосахаридов строго определенного строения,
которые с использованием имеющихся на сего-
дняшний день методов [88, 89, 131] могут быть
произведены в промышленных масштабах с со-
блюдением стандартов качества фармацевтиче-
ского производства.

Ключевой вопрос, который пока еще ждет сво-
его решения, связан с необходимостью детально-
го выяснения механизма биологического дей-
ствия рассматриваемых полисахаридов. Очевид-
но, что он связан с их способностью выступать в
роли миметиков биологически значимых сиали-
лированных и сульфатированных олигосахарид-
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ных цепей, представленных на поверхности кле-
ток человека. Отметим, что ферментативное по-
лучение [132] и химический синтез такого рода
соединений, особенно сиалилированных, пред-
ставляют достаточно сложную задачу [132–135].
Это делает сульфатированные фукоолигосахари-
ды, которые более доступны для препаративного
получения, чем названные выше клеточные оли-
госахариды, перспективной основой в создании
лекарственных средств для лечения и профилак-
тики COVID-19 и постковидного синдрома.
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Prospects for the Use of Marine Fucose-Rich Sulfated Polysaccharide
in Treatment and Prevention of COVID-19 and Post-COVID-19 Syndrome

M. V. Kiselevskiy*, #, N. Yu. Anisimova*, M. I. Bilan**, A. I. Usov**, N. E. Ustyuzhanina**,
A. A. Petkevich*, I. Zh. Shubina*, G. E. Morozevich***, and N. E. Nifantiev**, #
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Symptoms of the new coronavirus infection that appeared in 2019 (COVID-19) range from low fever and fa-
tigue to acute pneumonia and multiple organ failure. The clinical picture of COVID-19 is heterogeneous and
involves most physiological systems; therefore, drugs with a wide spectrum of mechanism of action are re-
quired. The choice of the treatment strategy for post-COVID-19 syndrome is still a challenge to be resolved.
Polysaccharides with a high fucose content derived from seaweed and marine animals can form the basis for
the subsequent development of promising agents for the treatment of COVID-19 and post-COVID-19 syn-
drome. This class of biopolymers is characterized by a variety of biological activities, including antiviral, an-
tithrombotic, anticoagulant, hemostimulating, anti-inflammatory and immunoregulatory. Low molecular
weight derivatives of these polysaccharides, as well as synthetic oligosaccharides with optimized structure and
molecular size, as well as degree and position of sulfates may be considered as the most promising compounds
due to their better bioavailability, which undoubtedly increases their therapeutic potential.

Keywords: fucoidan, fucosylated chondroitin sulfate, COVID-19, S-glycoprotein, heparan sulfate
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Синтез гибридных молекул, содержащих фрагменты природных соединений и фармакофорные
группы, дает возможность получения широкого спектра новых потенциально биологически ак-
тивных веществ. Ацилгидразоновые фрагменты присутствуют во многих биологически активных
молекулах и придают им разнообразные виды фармакологической активности: антибактериаль-
ную, противотуберкулезную, противогрибковую, противоопухолевую, противовоспалительную,
противосудорожную, противовирусную и антипротозойную. В обзоре рассмотрены примеры
синтеза N-ацилгидразонов различного строения на основе природных и синтетических соедине-
ний, приведены данные по их фармакологическим свойствам: противотуберкулезной активности
(против Mycobacterium tuberculosis H37Rv), противомикробной и антибактериальной активности,
противовирусной (вирусы гриппа, простого герпеса 1-го типа, Эпштейна–Барр, иммунодефицита
человека) и противовоспалительной (в том числе анальгетической) активности, противоопухоле-
вой активности (против линий клеток рака легких, груди, желудка, печени, толстой кишки и др.),
а также пестицидной активности (фунгициды, ларвициды, инсектициды и регуляторы роста).

Ключевые слова: ацилгидразоны, синтез, биологическая активность
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время поиск химических соедине-

ний, обладающих биологической активностью, про-
водят на основании научных принципов и количе-
ственных подходов, позволяющих прогнозировать
структуру соединений и проводить их целенаправ-
ленный синтез. В развитии научных исследований в
этой области прослеживается несколько тенденций,
одна из которых – введение в структуру искомой мо-
лекулы фармакофорных фрагментов. К таким фраг-
ментам можно отнести гидразидную группу [1, 2].

Ацилгидразоны – перспективный класс органи-
ческих соединений, который привлекает внимание
ученых благодаря наличию в молекуле связанных
азометиновой (–NH–N=CH–) и карбонильной
групп [3, 4]. Подобное сочетание функциональных
групп обусловливает разнообразие фармацевтиче-
ских свойств гидразонов [5–14], позволяющих ис-
пользовать их для лечения онкологических заболе-
ваний [15, 16], туберкулеза [17, 18], аллергических
проявлений [19], и определяет перспективность их
применения для синтеза координационных соеди-
нений [20], а также использование в синтезе раз-
личных гетероциклических каркасов [21], таких
как 1,3,4-оксадиазолины [22], азетидин-2-оны
[23], кумарины [24], 1,3-тиазолидин-4-оны [25, 26]
и 1,3-бензотиазин-4-оны [27].

Основной способ синтеза ацилгидразонов –
конденсация соответствующих гидразидов карбо-

Сокращения: ED50 – средняя эффективная доза; IC50 –
концентрация полумаксимального ингибирования; MIC –
минимальная ингибирующая концентрация.

# Автор для связи: (тел.: +7 (937) 860-02-64: эл. почта:
ern_lbrn@bk.ru).
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новых или гетерокарбоновых кислот с различны-
ми альдегидами или кетонами в органических рас-
творителях, чаще всего спиртового типа [28–36].

Производные гидразина, в том числе гидрази-
ды кислот (1), за счет содержания хотя бы одной
первичной аминной группы способны присоеди-
няться к карбонильным соединениям (2). Меха-

низм образования гидразонов включает в себя
атаку свободной электронной парой конечного
атома азота поляризованного карбонила и после-
дующее отщепление воды. Первая стадия – пере-
нос протона от атома азота гидразина к кислороду
карбонильной группы, вторая стадия – элимини-
рование второго протона (схема 1).

Схема 1. Общая схема синтеза ацилгидразонов.

Данная реакция обратима, однако равновесие
в обычных условиях смещено в сторону образова-
ния гидразона (3). У гидразонов с плохой раство-
римостью обратимость реакции не наблюдается.
Кислоты катализируют дегидратацию карбинола,
при этом кислота превращает карбонильное со-
единение в сопряженную кислоту, облегчая и
дальнейшее присоединение.

Оптимальное значение рН реакционной сре-
ды подбирается для каждой пары “гидразин –
карбонильное соединение”, обычно оно близко к
значению рКа исходного гидразина.

Основные различия в синтезе гидразонов за-
ключаются в использовании различных раство-
рителей, катализаторов, температурных условий,
продолжительности реакции. Подбор условий
диктуется свойствами исходных соединений и
образующихся гидразонов [37, 38].

Применение ацеталей как объекта конденсации
с гидразидами кислот обусловлено тем, что многие
альдегиды нестабильны и могут быть получены
только с защищенной карбонильной группой. Так,
был предложен синтез гидразонов (4а–f) и (5а–f)
[39], в котором в качестве объектов конденсации с
гидразидом изоникотиновой кислоты и гидрази-
дом пара-бромбензойной кислоты использовали
ацетали замещенного уксусного, пропионового и
некоторых других альдегидов. Для этого гидрази-
ды, воду и соляную кислоту нагревали при 70°С до
полного растворения и при перемешивании добав-
ляли ацетали. Конденсация протекает в течение
30 мин в две стадии в одном реакторе без выделе-
ния и очистки промежуточных продуктов. Авторы
отмечают, что метод имеет достаточно общий ха-
рактер и может быть применен для синтеза широ-
кого круга подобных соединений с незначитель-
ной корректировкой условий (схема 2).

Схема 2. Синтез ацилгидразонов на основе изоникотиновой и пара-бромбензойной кислот.
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Традиционные методы синтеза ацилгидразо-
нов предполагают использование органических
растворителей и длительное нагревание. В
2018 г. Zhao et al. [40] сообщили о разработке
нового “зеленого” синтеза ряда ацилгидразо-

нов (6а–р) реакцией производных бензальдеги-
да с гидразидом этилоксалата в воде. Для боль-
шинства соединений реакцию проводили при
25°С, выход целевых соединений составил 60–
98% (схема 3).

Схема 3. “Зеленый” синтез ацилгидразонов.

Изучив влияние природы заместителей и их
положения в ароматическом кольце, авторы от-
мечают, что стерическое препятствие оказывает
очевидное воздействие на скорость реакции, в то
время как электронный эффект менее существе-
нен: ароматические альдегиды без орто-стериче-
ских помех были более реакционноспособны,
чем орто-замещенные.

В зависимости от своего строения N-ацилгид-
разоны проявляют самые разнообразные биоло-
гические свойства. Установлено, что среди них
есть соединения с противомикробным, противо-
туберкулезным, антибактериальным, противо-
воспалительным, противоопухолевым, противо-
вирусным, фунгицидным и инсектицидным дей-
ствием. Далее в обзоре рассмотрены конкретные
примеры синтеза такого рода соединений за по-
следние 15 лет и приведены данные по их биоло-
гической активности.

N-АЦИЛГИДРАЗОНЫ
С ПРОТИВОТУБЕРКУЛЕЗНОЙ 

АКТИВНОСТЬЮ
Многие гидразиды и гидразоны нашли широ-

кое применение в терапии и профилактике тубер-
кулеза. Туберкулостатическим действием облада-
ет ряд препаратов, таких как Фтивазид, Тубазид,
Изониазид, Флуренизид, Салюзид и др. Однако
лечение туберкулеза остается проблемой, требу-
ющей новых противотуберкулезных препаратов
из-за появления штаммов микобактерий с мно-
жественной лекарственной устойчивостью, в свя-
зи с чем ведется поиск соединений, обладающих
туберкулостатической активностью наряду с низ-
кой токсичностью.

Рифампицин, Амикацин, ПАСК, Теризидон,
Офлоксацин, Ципрофлоксацин, Пиразинамид,
Ломефлоксацин – широко известные препараты,
применяемые в профилактике и лечении тубер-
кулеза, в структуре которых содержатся аромати-
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ческие фрагменты. Исследованию активности
соединений, содержащих ароматические заме-
стители, посвящен целый ряд работ.

Так, в статье Jordão et al. [41] описаны синтез и
изучение противотуберкулезной активности N-за-
мещенных фениламино-5-метил-1Н-1,2,3-три-

азол-4-карбогидразидов. Среди нитрофурано-
вых производных соединение (7) оказывало наи-
более сильный эффект и показало значение MIC
(2.5 мкг/мл), сопоставимое с другими применяе-
мыми в терапии препаратами, такими как этам-
бутол (MIC = 2 мкг/мл) (схема 4).

Схема 4. Синтез нитрофуранового производного (7).

C целью получения новых антимикобактери-
альных соединений Bedia et al. [42] синтезировали
серию ацилгидразонов на основе гидразидов га-
логен- и нитрозамещенных бензойных кислот и
провели скрининг противотуберкулезной актив-
ности против Mycobacterium tuberculosis H37Rv –
наиболее изученного штамма туберкулеза в ис-
следовательских лабораториях [43]. Наибольшее
ингибирование (99%) M. tuberculosis H37Rv при
постоянном уровне концентрации (6.25 мкг/мл) в
этой серии ацилгидразонов показало фторпроиз-
водное (8) (схема 5).

Схема 5. Синтез фторпроизводного (8).

В работе Казунина и Прийменко [44] сообща-
ется о синтезе гидразоновых производных ксан-
тина с использованием гидразидов, содержащих в
ароматическом кольце атомы галогенов, гидрок-
си-, нитро- и метоксигруппы, и изучении их про-
тивотуберкулезной активности (схема 6). При ис-
следовании противотуберкулезной активности

соединений (9–16) было установлено, что иссле-
дуемый штамм M. tuberculosis Н37Rv проявляет
чувствительность к большинству синтезирован-
ных ацилгидразонов: к производным (15) и (16),
содержащим нитрогруппу в бензольном и фура-
новом циклах, он показал 100%-ную восприим-
чивость. Этот штамм M. tuberculosis Н37Rv не про-
явил чувствительности к гидразонам (9), (11) и
(13), содержащим в ароматическом кольце гало-
гены, гидрокси- и метоксигруппы.

На основе гидразидов пиридинкарбоновых
кислот и фуроксанила были синтезированы ацил-
гидразоны и изучена их активность в отношении
штамма M. tuberculosis H37Rv. Гибридное соедине-
ние N'-(4-фенил-3-фуроксанилметилиден)изони-
азид (17) в виде смеси изомеров E : Z (98 : 2) пока-
зало лучший антибактериальный профиль со зна-
чением MIC в 4.5 меньшим, чем для эталонного
изониазида, против мультирезистентных штаммов
(схема 7) [45].

В статье Vergara et al. [46] описаны синтез се-
рии 26 N-[(E)-(монозамещенных бензилиден)]-
2-пиразинкарбогидразидов (18–43) и исследова-
ние влияния этих соединений на жизнеспособ-
ность клеток – неинфицированных макрофагов и
макрофагов, инфицированных Mycobacterium bo-
vis bacillus Calmette–Guerin (BCG) (схема 8). Не
проявившие цитотоксическую активность соеди-
нения (18), (20), (22), (29), (35), (37), (38), (41) и
(42) испытали в отношении M. tuberculosis ATCC
27294. Ацилгидразоны (20), (37), (41) и (42) про-
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Схема 6. Синтез гидразоновых производных ксантина.
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явили значительную активность (50–100 мг/мл)
по сравнению с препаратами первого ряда, таки-

ми как пиразинамид, и не были цитотоксичны
при соответствующих значениях MIC (рис. 1).

Схема 8. Синтез серии 26 N-[(E)-(монозамещенных бензилиден)]-2-пиразинкарбогидразидов (18–43).

Растущая проблема множественной лекар-
ственной устойчивости туберкулеза привлекла
внимание к разработке новых препаратов, кото-
рые не только активны, но и сокращают длитель-
ность терапии [47–49]. Одно из перспективных на-
правлений – использование металлоценов. Среди
металлоценов особое внимание привлекает фер-
роцен – химически стабильная и нетоксичная мо-
лекула [50]. Многие ферроценильные соединения
проявляют значительную цитотоксическую [51,

52], противомалярийную [53–55], противогрибко-
вую [56], антитоксоплазматическую [57] и ДНК-
расщепляющую активность [58]. С целью созда-
ния новых противотуберкулезных препаратов
из-за развития устойчивых к изониазиду штаммов
M. tuberculosis были синтезированы изоникотино-
илгидразоны (44) и (45) с ферроценильными фраг-
ментами, однако по сравнению с изониазидом со-
единения (44) и (45) оказались менее эффектив-
ными (схема 9) [59].

Схема 9. Синтез изоникотиноилгидразонов (44) и (45) с ферроценильными фрагментами.

Катаев с соавт. [60] установили, что изостеви-
ол ингибирует рост M. tuberculosis (штамм H37Rv
in vitro) (MIC = 50 мкг/мл). В работе Андреевой с
соавт. [61] структура этого природного метаболита
противотуберкулезного действия была скомби-

нирована с известными синтетическими мико-
статиками (схема 10). Показано, что ацилгидра-
зоны (46), (48), (49) и (52) ингибируют рост M. tu-
berculosis при MIC = 20 мкг/мл, а соединения (47),
(50) и (51) – при MIC = 10 мкг/мл.
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Схема 10. Синтез ацилгидразонов на основе изостевиола.

Пространственно затрудненные фенолы, как
и ацилгидразоны, – это известные фармакофоры,
обладающие различными видами биологической
активности, что обусловливает интерес к синтезу
гибридных соединений, сочетающих эти фраг-
менты. Опираясь на собственные исследования о
взаимосвязи “структура–активность”, Lin et al.
[62] синтезировали ацилгидразоны с фенольны-

ми группами, проявившие противотуберкулез-
ную и антибактериальную активность. Для этого
сложные эфиры обрабатывали гидразином с по-
лучением гидразидов, которые затем обрабатыва-
ли альдегидами в н-бутиловом спирте при микро-
волновом нагревании с получением ацилгидразо-
нов (53–57), выход которых составил 45–60%
(схема 11).
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Схема 11. Синтез ацилгидразонов (53–57).

N-АЦИЛГИДРАЗОНЫ
С ПРОТИВОМИКРОБНОЙ

И АНТИБАКТЕРИАЛЬНОЙ АКТИВНОСТЬЮ
В научной литературе имеется огромное коли-

чество работ, посвященных поиску соединений с
противомикробной и антибактериальной актив-
ностью среди производных гидразидов карбоно-
вых кислот. Интерес исследователей к синтезу та-
ких соединений связан с появлением большого
количества устойчивых к антибиотикам штаммов
бактерий, вызванным нерациональным использо-
ванием противомикробных и антибактериальных
препаратов. Сенная, кишечная и синегнойная
палочки, кандида альбиканс, аспергилл черный,
золотистый стафилококк, пневмококки – болез-
нетворные биологические агенты, известные ви-
ды бактерий и грибков, которые вызывают силь-
нейшие инфекционные заболевания в организме
человека, приводящие к серьезным последстви-
ям, даже к летальному исходу. Поэтому существу-
ет острая необходимость в разработке новых ан-
тибактериальных агентов.

Синтезирован ряд производных гидразидов
ароматических кислот и изучена их антимикроб-
ная активность in vitro против пяти репрезента-
тивных микроорганизмов (Bacillus subtilis, Esche-
richia coli, Candida albicans, Aspergillus niger, Staphy-
lococcus aureus) (схема 12) [63]. Присутствие
электроноакцепторных групп в остатке бензой-
ной кислоты увеличивало антимикробную актив-
ность. Кроме того, присутствие гетероцикличе-
ского фуранового кольца не улучшало антимик-
робную активность замещенных гидразидов. В
случае S. aureus наиболее активными были соеди-
нения (58) и (62) (MIC = 2.65 и 2.67 мкг/мл соот-
ветственно). Против B. subtilis наиболее эффек-
тивными кандидатами оказались соединения (58)
и (59). В случае E. coli самая высокая активность
была выявлена у динитропроизводного (60) и со-
единения с хлор- и нитро-заместителями (62).
Соединение (60) также наиболее эффективно ин-
гибировало C. albicans. Соединения (60) и (61)
оказались наиболее эффективными противо-
грибковыми агентами относительно A. niger.

Схема 12. Синтез ряда производных гидразидов ароматических кислот (58–62).
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Противомикробное действие проявил 3-бензили-
денамино-6-иод-2-фенилхиназолин-4(3H)-он (63),

активность которого в отношении штаммов S. aureus
и E. сoli составила 250 мкг/мл (схема 13) [64].

Схема 13. Синтез 3-бензилиденамино-6-иод-2-фенилхиназолин-4(3H)-она (63).

В работе Шматковой с соавт. [65] синтезирова-
ны пиридиноилгидразоны (64–69) ряда R-бенз-
альдегидов (R = H, 4-N(CH3)2, 2-OH) (схема 14).
Также проведен сравнительный анализ влияния

полученных ацилгидразонов на рост условно-па-
тогенных бактерий S. aureus, E. coli и B. subtilis.
Высокую активность проявили соединения (67) и
(69) (100%-ное подавление роста).

Схема 14. Синтез пиридиноилгидразонов (64–69).

Получены ацилгидразоны пиримидина, два из
которых – соединения (70) и (71) – проявили ак-
тивность в качестве ингибиторов E. coli PDHc-E1
(рис. 2) [66, 67].

Описан [68] синтез ряда новых N-ацилгидра-
зонов (72–81) с выходом 80–90% конденсацией
гидразида никотиновой кислоты с соответствую-
щими альдегидами и кетонами в этаноле в усло-
виях кислого катализа (схема 15). Проведена

оценка антибактериальной активности серии
соединений (72–81) in vitro в отношении двух грам-
отрицательных (Pseudomonas aeruginosa и Klebsiella
pneumoniae) и двух грамположительных (Strepto-
coccus pneumoniae и Staphylococcus aureus) бакте-
рий. Установлено, что гидразоны (72) и (76) эф-
фективны против P. aeruginosa (MIC = 0.220 и
0.195 мкг/мл соответственно).
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Схема 15. Синтез ряда новых N-ацилгидразонов на основе никотиновой кислоты (72–81).

При использовании гидразида салициловой
кислоты были получены гетероциклические соеди-
нения различного строения и природы (схема 16)
[69, 70]. Их активность против S. aureus изменялась

следующим образом: (82) > (85–87) > (83), в то вре-
мя как соединение (84) вовсе не проявило активно-
сти. Наблюдаемый ряд активности против C. albi-
cans был следующим: (83) > (82) > (84) > (86) > (85).
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Рис. 2. Структуры 1-[(4-амино-2-метилпиримидин-5-ил)метил]-5-метил-N'-[(1E)-(4-нитрофенил)метилен]-4,5-ди-
гидро-1H-1,2,3-триазол-4-карбогидразида (70) и N'-[(1E)-(4-амино-2-метилпиримидин-5-ил)метилен]-3,5-динитро-
бензогидразида (71).
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Синтезирована новая серия гликозилирован-
ных ацилгидразонов (88–95) и выполнен скри-
нинг их антибактериальной, противогрибковой и
противовирусной активности (схема 17) [71]. При
этом пять соединений (соединения (88–91) и
(94)) проявили умеренную противогрибковую ак-
тивность против оцениваемых штаммов Staphylo-
coccus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimuri-
um, Escherichia coli и Candida albicans. У производ-
ного (90) выявлена фунгицидная активность в
отношении Candida glabrata в концентрации
173.8 мкМ, причем углеводный остаток способ-
ствовал увеличению противогрибкового потен-
циала в отношении этого штамма. Дополнитель-
ные химические манипуляции с производным
(90) могут привести к получению новых потенци-
ально антимикробных агентов.

Новый бифункциональный ацилгидразон (96)
(рис. 3) был синтезирован реакцией 5-метилизо-
ксазол-4-карбоилгидразина с бензальдегидом.

Схема 16. Получение новых производных на основе гидразида салициловой кислоты.
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Соединение обладает умеренной антибактери-
альной активностью, а также вызывает бакте-
риостаз широкого спектра действия [72].

N-АЦИЛГИДРАЗОНЫ
C ПРОТИВОВИРУСНОЙ

И ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНОЙ 
АКТИВНОСТЬЮ

Исследование противовирусной активности
соединений, содержащих в своем составе фраг-
мент ацилгидразона, проводили на различных ви-
русных объектах. Было установлено, что данные
соединения оказывают влияние на вирусы гриппа,
простого герпеса 1-го и 2-го типов, вирус Эпштей-
на–Барр, цитомегаловирус, вирусы гепатита А и
вирус иммунодефицита человека [73–78].

Так, в работе Zhao et al. [73] получены ацилгид-
разоны с амидным и морфолиновым фрагментами
для лечения гриппа A и B (схема 18). Соединения

(97) (IC50 = 2.61 мкМ), (98) (IC50 = 2.37 мкМ) и (99)
(IC50 = 3.15 мкМ) проявляют более высокую ин-
гибирующую активность, чем известный лекар-
ственный препарат осельтамивир карбоксилат
(IC50 = 3.84 мкМ).

Заражение вирусом иммунодефицита челове-
ка (ВИЧ) стало причиной смерти почти 33 млн
человек, поиск эффективных схем лечения ВИЧ
остается серьезной глобальной проблемой обще-
ственного здравоохранения. Проведены экспери-
менты по синтезу противовирусных агентов (схе-
мы 19–21) [74–76]. Установлено, что синтезиро-
ванные ацилгидразоновые соединения могут
ингибировать сборку капсида (капсидный белок
ВИЧ-1 играет важную роль в цикле репликации
вируса) и обладают противовирусными свойства-
ми, из которых соединения (100–105) проявляли
высокую противовирусную активность со значе-
ниями IC50, равными 0.21–0.56 мкг/мл.

Схема 17. Синтез новой серии гликозилированных ацилгидразонов (88–95).
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Схема 19. Синтез ацилгидразонов (100) и (101).

Схема 20. Синтез ацилгидразонов (102) и (103).

Схема 21. Синтез ацилгидразонов (104) и (105).
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Схема 18. Получение ацилгидразонов с амидным и морфолиновым фрагментами.
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Показано, что в классе ацилгидразонов бензоти-
азола бензо[d]изотиазол-3(2H)-оновый фрагмент

(соединения (106–114)) крайне важен для проявле-
ния антиретровирусной активности (схема 22) [77].

Схема 22. Синтез производных с бензо[d]изотиазол-3(2H)-оновым фрагментом (106–114).

Гидразоны (115) и (116), содержащие пириди-
новый, фенантроминовый и хинолиновый фраг-
менты (схема 23) и используемые в концентрации
5 мкМ, были способны значительно снизить экс-

прессию вируса Эпштейна–Барр в тестируемых
клетках in vitro [78].

Циклопропилкарбоксиацилгидразон (117)
(схема 24) проявлял активность против вируса
простого герпеса 1-го типа [79].

Схема 23. Синтез гидразонов (115) и (116).

Схема 24. Синтез циклопропилкарбоксиацилгидразона (117).

N

O
R1

NH2 N

O
R1

N
R2

(106) R1 = H, R2 = H 
(107) R1 = H, R2 = 3-F  
(108) R1 = H, R2 = 4-Cl
(109) R1 = H, R2 = 3-NO2 
(110) R1 = H, R2 = 4-OH
(111) R1 = CH3, R2 = 4-F 
(112) R1 = CH3, R2 = 4-Cl
(113) R1 = CH3, R2 = 3-NO2
(114) R1 = CH3, R2 = 3-OH

EtOH, HCl,
кипячение, 60 мин

R1C6H4CHO

(106−114), 81−95%

R

NH HN
H2N NH2

OO

(115), 76%; (116), 80%

EtOH,
кипячение, 18 ч

(115): R = (116): R =
N NN

RO O

NH HN
N N

NN

N

O

Ph
Ph

O

N
H

NH2 p-TsOH, CH2Cl2,
кипячение, 2 ч

Ph
Ph

O

N
H

N
O

(117), 82%

O CHO



662

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 6  2022

БЕЛЯЕВА и др.

В лечении острых вирусных инфекций важная
роль отводится использованию противовоспали-
тельных и анальгетических препаратов, т.к. они
снижают температуру тела, облегчают симптомы
вирусной инфекции за счет жаропонижающего и
обезболивающего эффектов. Почти все нестероид-
ные противовоспалительные препараты (НПВП),
такие как ибупрофен, диклофенак и фенопрофен,
проявляют клиническую токсичность в отноше-
нии желудочно-кишечного тракта из-за прямого
контакта присутствующих свободных карбок-
сильных групп со слизистой оболочкой и ингиби-
рования фермента циклооксигеназы [80]. Поэто-
му поиск безопасных и малотоксичных препара-
тов крайне актуален. Обширная база структур для

исследований в этой области молекул включает
фрагмент C=N–NH–C(C=O).

Фармакологическая оценка на различных моде-
лях боли и воспаления синтезированных производ-
ных пиразин-N-ацилгидразона (118–136) (схема 25)
в качестве новых анальгетиков и противовоспали-
тельных препаратов-кандидатов приведена в работе
da Silva et al. [81]. Обнаружено, что все полученные
производные обладают антиноцицептивной (обез-
боливающей) и противовоспалительной активно-
стью, особенно соединение (133) (2-N-[(E)-(3,4,5-
триметоксифенил)метилиден]-2-пиразинкарбо-
гидразид), которое предлагается авторами как
новое обезболивающее и противовоспалительное
средство для разработки лекарств.

Схема 25. Синтез производных пиразин-N-ацилгидразона (118–136).

Данный вид активности выявлен также у фурок-
санил-N-ацилгидразонов [82]. Среди синтезирован-
ных соединений (схема 26) фуроксанил-N-ацилгид-
разоны (137) и (138) проявляли как анальгетическую,

так и противовоспалительную активность. Отсут-
ствие мутагенности активных производных (137) и
(138) позволяет рассматривать их в качестве кандида-
тов для дальнейших клинических исследований.

Схема 26. Синтез производных пиразин-N-ацилгидразона (118–136).
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В работе Meira et al. [83] продемонстрирован
синтез, выявлены структурные требования и меха-
низм, лежащий в основе противовоспалительной
активности нового семейства гидразон-N-ацил-
гидразонов (139–159). Производные 4-(нитрофе-
нил)-N-ацилгидразона (139–159) были синтези-
рованы (схема 27) и подвергнуты скринингу для
подавления пролиферации лимфоцитов и ингиби-
рования нитритов в макрофагах. Противовоспали-
тельная активность соединений достигается за
счет модулирования секреции IL-1β, синтеза про-
стагландина Е2 в макрофагах и ингибирования ак-

тивности кальциневринфосфатазы в лимфоцитах.
Взаимосвязь “структура–активность” изучали из-
менением положения заместителей, а также при-
соединением структурно-связанных заместите-
лей. Показано, что изменение положения заме-
стителя оказывает существенное влияние на
противовоспалительную активность соединения.
Отмечено также, что N-метильная группа, присо-
единенная к фрагменту 4-(нитрофенил)гидразона,
снижает активность. Соединение (150) значитель-
но уменьшало миграцию воспалительных клеток
на модели перитонита, вызванного каррагинаном.

Схема 27. Синтез производных 4-(нитрофенил)-N-ацилгидразонов (139–159).

Известные антиангиогенные и противови-
русные активности гидразонов бетулиновой и
бетулоновой кислот обусловили синтез гидразо-
нов (160) и (161). Для получения целевых соеди-
нений (160) и (161) [84] на основе аллобетулина
окислением селенистой кислотой промежуточ-

ных алкенов синтезированы 18a,19bH-урсановый
и 19b,28-эпокси-18aН-олеанановый альдегиды
соответственно, вовлеченные далее во взаимо-
действие по стандартной методике с ацетилгид-
разином в этаноле в присутствии уксусной кисло-
ты (схема 28).

Схема 28. Синтез гидразонов на основе аллобетулина.
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Целью работы Moraes et al. [85] были синтез
и оценка противовоспалительного потенциала
in vitro, in vivo и in silico новых производных
индол-N-ацилгидразона (162–166), полученных
конденсацией эквимолярных количеств гидрази-
да α-цианоуксусной кислоты и различных 3-ин-
дольных карбоксальдегидных производных (схе-
ма 29). Реакцию проводили в условиях кислотно-
го катализа, необходимого для образования иона

оксония (карбоксальдегида), подвергающегося
далее нуклеофильной атаке гидразидным азотом.
Последующая дегидратация привела к получе-
нию целевых гидразонов (162–166) с выходом
61–98%. Проведены испытания полученных со-
единений in vitro и in vivo, производное (163)
предлагается авторами в качестве соединения-
лидера для разработки противовоспалительных
препаратов.

Схема 29. Синтез новых производных индол-N-ацилгидразона (162–166).

N-АЦИЛГИДРАЗОНЫ
С ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ АКТИВНОСТЬЮ

Онкологические заболевания – это широкий и
разнообразный класс болезней. Рак – вторая веду-
щая причина смерти во всем мире, вследствие он-
кологических заболеваний в 2018 г. умерло ~10 млн
человек. У мужчин наиболее распространены рак
легких, простаты, толстой кишки, желудка и пе-
чени, тогда как у женщин – рак груди, колорек-
тальный рак, рак легких, шейки матки и щито-
видной железы.

Гидразоны стали важным объектом исследо-
ваний в поиске противоопухолевых агентов, т.к.
производные на основе гидразона обладают ак-
тивностью против клеточных линий различных
опухолей. Так, N-ацилгидразон диарилмочевины
(167) (рис. 4) проявил наиболее сильную антипро-
лиферативную активность против трех клеточных

линий: линии лейкемии человека (HL-60), линии
эпителиальных клеток аденокарциномы легкого
человека (A549) и линии клеток рака молочной же-
лезы человека (MDA-MB-231) со значениями IC50,
равными 0.13, 0.7 и 0.5 мМ соответственно [86].

Арилиден-1Н-индол-2-карбогидразоны (168–
170) (рис. 5) [87] и бензофурангидразоны (171–
173) (рис. 6) [88] продемонстрировали высокую
степень антипролиферативного эффекта на кле-
точных линиях эритролейкемии человека K562 и
меланомы Colo-38.

Соединения на основе катапкаса (174) и (175)
(рис. 7) [88] проявили явно селективную цитоток-
сическую активность против клеточных линий ге-
патокарциномы Huh-7 in vitro ((174), IC50 = 7.74 ±
± 2.18 мкг/мл; (175), IC50 = 4.46 ± 1.05 мкг/мл) по
сравнению с противоопухолевым препаратом
5-FU (IC50 = 10.41 ± 3.41 мкг/мл).
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Ацилгидразон с β-карболиновым фрагментом
(176) (рис. 8) [89] проявлял наиболее высокую про-
тивоопухолевую активность со значениями IC50,
равными 1–2 мкМ, против клеточных линий
MCF-7, MCF-7/ADR (рака молочной железы) и со-
хранял значительную активность в раковых клетках
со множественной лекарственной устойчивостью.

Производное фенилаланилгидразона (177)
(рис. 9) [90] может служить потенциальным со-

единением для клеточных “мишеней” гиперэкс-
прессированного рака желудка LSD1.

Ацилгидразон (178), полученный при кипяче-
нии салицилальдегида и 5-(2,4-дифторфенил)-2-
фурангидразида в этаноле в присутствии катализа-
тора AcOH (схема 30), проявил активность против
клеточных линий промиелоцитарного лейкоза че-
ловека HL-60 (IC50 = 16.4 мМ), в 3 раза превосходя-
щую активность известного цитостатического
препарата доксорубицина (IC50 = 53.3 мМ) [91].

Рис. 5. N-Ацилгидразоны (168–170).
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Схема 30. Ацилгидразон (178), полученный при кипячении 
салицилальдегида и 5-(2,4-дифторфенил)-2-фурангидразида.

Производные 2-гидроксибензилиденовых про-
изводных гидразида N-(2-трифторметилпиридин-
4-ил)антраниловой кислоты и некоторые аналоги,
содержащие (2-трифторметил)пиридин-4-илами-
ногруппу в 3-м или 4-м положениях бензогидрази-
да или 4-м положении фенилацетогидразида, бы-
ли получены (схема 31) и изучены в качестве по-

тенциальных противоопухолевых агентов [92].
Соединения (179–182), несущие 4-(диэтилами-
но)салицилиденовую группу, проявляли сильную
цитотоксичность со средними значениями IC50 в
субмикромолярном диапазоне и различную кле-
точную селективность при наномолярных кон-
центрациях.

Схема 31. Синтез ацилгидразонов (179–182).
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Интерес использования производных изатина в
реакции конденсации с гидразидами карбоновых
кислот обусловлен их известностью в качестве ле-
карственных противоопухолевых препаратов и био-
логически активных веществ (триптофан, серото-
нин, грамин, тиосемикарбазоны изатина) [93, 94]. С
целью поиска новых высокоэффективных биологи-
чески активных веществ осуществлен синтез
2R,6R'-(5-X-2-оксо-1,2-дигидро-3Н-индол-3-или-

ден)хинолин-4-карбоксигидразидов (183а–о) ки-
пячением гидразидов 2R,6R'-хинолинкарбоновых
кислот с замещенными 5-изатинами в течение 24 ч
в 1,4-диоксане, выход продуктов составил 77–88%
(схема 32) [95]. Соединения показали значительную
антипролиферативную активность в отношении те-
стируемых линий раковых клеток человека – по-
чечной аденокарциномы (769-P) и гепатоцеллю-
лярной карциномы (HepG2).

Схема 32. Синтез 2R,6R'-(5-X-2-оксо-1,2-дигидро-3Н-индол-3-илиден)хинолин-4-карбоксигидразидов (183а–о).

N-АЦИЛГИДРАЗОНЫ
С ПЕСТИЦИДНОЙ АКТИВНОСТЬЮ

Помимо проявления различных видов фарма-
кологической активности, гидразоны широко ис-
пользуются в сельском хозяйстве с целью обеспе-
чения защиты растений от насекомых-вредите-
лей, грибов-паразитов и др.

Термин “пестицид” охватывает широкий
спектр соединений, включая инсектициды,
фунгициды, гербициды, родентициды, моллюс-
коциды, нематоциды, регуляторы роста расте-
ний. Среди них хлорорганические инсектици-
ды, успешно используемые для борьбы с рядом
заболеваний, таких как малярия и тиф, были за-
прещены или ограничены в применении после
1960-х гг. в большинстве технологически разви-
тых стран. Внедрение фосфорорганических ин-
сектицидов в 1960-х, карбаматов в 1970-х и пи-
ретроидов в 1980-х, а также гербицидов и фунги-
цидов в 1970–1980-х гг. в значительной степени
способствовало борьбе с вредителями в сельско-

хозяйственном производстве [96]. Длительное
использование инсектицидов вызывает рези-
стентность вредителей к ним, поэтому поиск
новых соединений, обладающих инсектицид-
ной активностью, актуален для развития сель-
скохозяйственной отрасли.

Был предложен и синтезирован ряд произ-
водных диенегидразида (184–191) (схема 33) на
основе пиперина для использования в качестве
инсектицидов против комара обыкновенного
Culex pipiens [97]. Инсектицидная активность со-
единений (184–191) была испытана против ли-
чинок С. pipiens в диапазоне концентраций
0.1‒1.2 мг/мл. Конечная смертность при кон-
центрации 0.75 мг/мл после 48 ч обработки ва-
рьировала в диапазоне 80.00–83.33%, а значе-
ния LC50 составляли 0.221–0.094 мг/мл. В итоге
эти соединения продемонстрировали более вы-
сокую ларвицидную (против личинок и гусениц
насекомых) активность, чем пиперин и дельта-
метрин.
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(183g), 79%: R1 = CH3, R2 = OCH3, R3 = OCH3; (183h), 78%: R1 = CH3, R2 = H, R3 = OCH3; 
(183i), 83%: R1 = CH3, R2 = CH3 ; (183j ), 87%: 3 = OCH3, R 1 = Ph, R2 = H, R3 = H; 
(183k), 85%: R1 = Ph, R2 = CH3, R3 = H; (183l), 82%: R1 = Ph, R2 = H, R3 = CH3;
(183m), 80%: R1 = Ph, R2 = CH3, R3 = CH3;  (183n), 83%: R1 = Ph, R2 = OCH3, R3 = H; 
(183o), 80%: R1 = Ph, R2 = OCH3, R3 = CH3; (183p), 77%: R1 = Ph, R2 = OCH3, R3 = OCH3;
(183q), 86%:  R1 = Ph, R2 = H, R3 = OCH3; (183r), 81%: R1 = Ph, R2 = CH3, R3 = OCH3

R
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Схема 33. Синтез ряда производных диенегидразида (184–191).

Производные пиразола и гидразона обладают
высокой инсектицидной активностью, их суб-
структурные единицы широко используются при
разработке пестицидов. В попытке создать новые
молекулы с высокой инсектицидной активностью
был синтезирован (схема 34) и подвергнут биологи-
ческому анализу ряд производных пиразоламида,
содержащих гидразоновые фрагменты [98]. Тесты
in vivo показали, что некоторые из соединений
(192–205) обладают высокой активностью против
капустной моли (Plutella xylostella), хлопковой совки
(Helicoverpa armigera), комара обыкновенного (Culex

pipiens pallens), мелкого муравья (Laemodonta exigua),
азиатской хлопковой совки (Spodoptera litura), бурой
рисовой цикадки (Nilaparvata lugens) и тли кукуруз-
ного листа (Rhopalosiphum maidis). Конъюгат (198)
проявлял 100%-ную активность против H. armigera в
концентрации 25 мг/л. Соединения, содержащие
фрагменты алкена (203), пиррола (204) и пири-
дина (205), полностью уничтожали C. pipiens pal-
lens в концентрации 0.5 мг/л. Ацилгидразон (199)
проявил 100%-ную активность против L. exigua
(200 мг/л), а соединения (196–198) полностью по-
давляли S. litura в концентрации 20 мг/л.

Схема 34. Синтез ряда производных пиразоламида, содержащих гидразоновые фрагменты.

Восточная луговая совка (Mythimna separata) –
вид бабочек из семейства совок, гусеницы кото-
рых – опасные вредители в сельском хозяйстве:
они повреждают овес, пшеницу, ячмень, озимую
рожь, кукурузу, сою, кормовые травы, реже рис,
зерновое сорго. Были синтезированы [99–102] но-
вые гидразоны, перспективные пестицидные аген-
ты против M. separata на основе холестерина (206–

212) (схема 35), пиперина (213–217) (схема 36) и
лигнанового подофиллотоксина (218–221) (схе-
ма 37). Сделаны предположения о взаимосвязи
“структура – инсектицидная активность”: все
производные (206–212) проявляли более высо-
кую инсектицидную активность, чем их предше-
ственник холестерин. Это может послужить ос-
новой для дальнейшей структурной модифика-
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ции и развития холестерина как инсектицидного
агента. Введение заместителей в положение С-2
фенильного кольца производных гидразона (213–
217) имеет большее значение для проявления ин-
сектицидной активности, а введение в положение
С-9 подофиллотоксина гидразидов, содержащих
различные гетероциклы, необходимо для получе-

ния гидразонов в качестве инсектицидных аген-
тов. Некоторые производные проявляли более
выраженную инсектицидную активность в кон-
центрации 1 мг/мл по сравнению с тоосендани-
ном, коммерческим ботаническим (полученным
из растений) инсектицидом, выделенным из Me-
lia azedarach.

Схема 35. Синтез гидразонов на основе холестерина.

Схема 36. Синтез гидразонов на основе пиперина.

Схема 37. Синтез гидразонов на основе лигнанового подофиллотоксина.

Ряд замещенных гидразонов (222–252) был син-
тезирован (схема 38) из гидразида налидиксовой
кислоты [103]. Эти соединения оценивали на пред-

мет различной биологической активности – фунги-
цидной и инсектицидной. Фунгицидную актив-
ность определяли для пяти видов патогенных гри-

EtOH, кипячение

 (206) R = C6H5C=O; (207) R = CNCH2C=O; 
 (208) R = 4-CH3C6H4C=O; (209) R = 2,4-NO2C6H3; 
(210) R = 4-NO2C6H4; (211) R = C4H3SC=O;
(212) R = 3-CH3C6H4C=O
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бов (Rhizoctonia bataticola, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia
solani, Fusarium oxysporum и Alternaria porii). Ацилгид-
разоны показали максимальное ингибирование
A. porii (ED50 = 34.2–151.3 мкг/мл). Активность бы-
ла сопоставима с таковой для коммерческого
фунгицида гексаконазола (ED50 = 25.4 мкг/мл).
Соединения также тестировали на инсектицидную

активность против личинок третьего поколения
азиатской хлопковой совки (Spodoptera litura) и
взрослых особей четырехпятнистой зерновки (Cal-
losobruchus maculatus) и хрущака малого булавоусого
(Tribollium castaneum). При применении большин-
ства исследуемых соединений смертность S. litura
достигала 70–100% при введении в дозе 0.1%.

Схема 38. Синтез ряда замещенных гидразонов (222–252) из гидразида налидиксовой кислоты.

Галогенсодержащие гидразоны проявляют вы-
сокую инсектицидную активность. Так, синтези-
рован ряд N-ацилгидразонов (253–256) [104] на
основе гидразида 4-фторбензойной кислоты и
бензальдегида или его Br-, F- и OH-замещенных
производных (схема 39). Исследованы репеллент-
ные и ларвицидные свойства галогенсодержащих
гидразонов (253–256) против комара желтолихо-
радочного (Aedes aegypti). Соединение (255) про-

явило самую высокую репеллентную активность
(BDI (индекс сдерживания укусов) = 1.025). В лар-
вицидных крининговых биотестах ацилгидразоны
(253–256) вызывали 100%-ную смертность личи-
нок комара при самой низкой скрининговой дозе
0.01%. Инсектицидная и репеллентная активность
коррелировали с присутствием атома галогена в
фенильном заместителе гидразоновой части.

Схема 39. Синтез ряда N-ацилгидразонов (253–256) на основе гидразида 
4-фторбензойной кислоты и бензальдегида или его Br-, F- и OH-замещенных производных.

EtOH,  кипячение

 (222) R = 2-FC6H4; (223)  R = 4-FC6H4; (224) R = 3-BrC6H4; 
 (225) R = 2-ClC6H4; (226) R = 3-ClC6H4;

 (227) R = 4-ClC6H4; (228) R = 2-NO2C6H4; 
 (229) R = 3-NO2C6H4; (230) R = 4-NO2C6H4; 
 (231) R = 4-OHC6H4; (232) R = 3-OCH3C6H4; 
 (233) R = 4-OCH3C6H4; (234) R = 2-CH3C6H4; 
(235) R = 3-CH3C6H4; (236) R = 4-CH3C6H4; 

 (237) R = 4-CH(CH3)2C6H4; (238) R = 2,4-ClC6H3; 
(239) R = 2,6-ClC6H3; (240) R= 2,4-OHC6H3; 

(241) R = 2,4-OCH3C6H3; (242) R = 3,4-OCH3C6H3; 
(243) R = 3-OCH3-,4-OHC6H3; (244) R = 3-OC2H5-,4-OHC6H3;  

(245) R = 3,4,5-OCH3C6H2; (246) R = 2-пиридил; (247) R = 1-нафтил; (248)  R = 2-нафтил; 
(249) R = 9-антрил;  (250) R = циклогексил;  (251) R = адмантил;  (252) R = кротонил
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Фунгициды используются в сельском хозяй-
стве и способны полностью или частично подав-
лять рост болезнетворных паразитарных грибков.
Было обнаружено, что тетрамовая кислота, про-
изводные тиофена и гидразона проявляют высо-
кую фунгицидную активность. С целью создания
новых молекул-матриц с высокой противогриб-
ковой активностью была синтезирована и испы-
тана серия новых производных 3-(тиофен-2-ил)-
1,5-дигидро-2H-пиррол-2-она (257–267) (схема 40),

содержащих гидразоновую группу, на противо-
грибковую активность против Fusarium graminea-
rum, Rhizoctorzia solani, Botrytis cinerea и Colle-
totrichum capsici in vitro [105–109]. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют о том, что производные
3-(тиофен-2-ил)-1,5-дигидро-2H-пиррол-2-она
(257–267), содержащие гидразоновую группу, мо-
гут служить потенциальными структурными мат-
рицами в поисках новых и высокоэффективных
фунгицидов.

Схема 40. Синтез серии новых производных 3-(тиофен-2-ил)-1,5-дигидро-2H-пиррол-2-она.

В основе создания новых противогрибковых
препаратов лежит поиск соединений – ингибито-
ров хитинсинтазы, т.к. хитин – структурный ком-
понент грибковых клеточных стенок, отсутству-
ющий у позвоночных. Синтезирован ряд соеди-
нений (268–277) (схема 41), которые проявляли
противогрибковую активность против грибов-
паразитов в сельском хозяйстве: Fusarium grami-
nearum, Botrytis cinerea и Colletotrichum lagenarium

[110–112]. Наиболее мощное из них – соединение
(274) – продемонстрировало высокую ингибиру-
ющую активность по отношению к хитинсинтазе
(IC50 = 64.5 мкМ).

Гидразоны (278–280) (рис. 10) [113–115] также
проявляют фунгицидную активность, вызываю-
щую 2–3-кратное подавление развития Fusarium
sporotrichiella var. poae.
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Рис. 10. N-Ацилгидразоны на основе 2-(2,4-дихлорофенилокси)ацетогидразида (278–280).
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Схема 41. Синтез ряда ацилгидразоновых соединений, проявляющих противогрибковую активность.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Рассмотрены примеры синтеза N-ацилгидра-

зонов различного строения на основе природных
и синтетических соединений и исследований их
биологических свойств. Отмечено, что наиболее
широко применяемый метод их получения –
конденсация карбонильных соединений (альде-
гидов и кетонов) с соответствующими гидразида-
ми органических кислот различной природы. По-
казано, что N-ацилгидразоны обладают широким
спектром фармакологических свойств (противо-
туберкулезное, антибактериальное, противомик-
робное, противовирусное, противовоспалитель-
ное, противоопухолевое действие) и пестицид-
ной активностью, что открывает перспективы их
использования в медицине для создания лекар-
ственных препаратов, а также в сельском хозяй-
стве для разработки пестицидов.
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Synthesis and Biological Activity of N-Acylhydrazones
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The synthesis of hybrid molecules containing fragments of natural compounds and pharmacophore groups
makes it possible to develop a wide range of dangerous biological diseases. Acylhydrazone fragments are pre-
sent in many biologically active molecules and give them certain types of pharmacological activity: antibac-
terial, antituberculosis, antifungal, antitumor, anti-inflammatory, anticonvulsant, antiviral and antiproto-
zoal. The review considers examples of the synthesis of N-acylhydrazones, which have a structure based on
natural and synthetic compounds, provides data on their pharmacological properties: anti-tuberculosis acti-
vity (against Mycobacterium tuberculosis H37Rv), antimicrobial and bactericidal activity, antiviral (influenza
viruses, herpes simplex type 1 , Epstein–Barr, human immunodeficiency virus) and anti-inflammatory (in-
cluding analgesic) activity, antitumor activity (against cancer cells of the lungs, breast, stomach, liver, colon,
etc.), as well as pesticide activity (fungicides, larvicides, insecticides, growth regulators).

Keywords: acylhydrazones, synthesis, biological activity
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Вопросы повышения точности видовой идентификации патогенов и сокращения продолжительно-
сти анализа и по сей день остаются актуальными для современной молекулярной диагностики.
В лабораторной и клинической практике для обнаружения патогенов наиболее востребованы ме-
тоды амплификации нуклеиновых кислот, “золотым стандартом” среди которых считается поли-
меразная цепная реакция (ПЦР). Тем не менее в ряде случаев альтернативой классической ПЦР-
диагностике выступает группа методов изотермической амплификации. За более чем 30-летнюю
историю развития способов синтеза ДНК при постоянной температуре появление метода петле-
вой изотермической амплификации (LAMP) сделало возможным развитие новых направлений в
области мобильной диагностики бактериальных и вирусных инфекций. В настоящем обзоре рас-
смотрены ключевые характеристики данного метода и особенности практической работы с ним.
Впервые обсуждается пространственное строение ампликонов реакции LAMP с одноцепочечны-
ми петлевыми структурами, благодаря которым становится возможным отжиг праймеров при
изотермических условиях. Проанализированы последние достижения по модификации метода
LAMP, позволяющие рассматривать его в качестве уникальной платформы для разработки
способов молекулярной диагностики нового поколения.

Ключевые слова: петлевая изотермическая амплификация, LAMP, дизайн праймеров, ампликон
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ВВЕДЕНИЕ
Методы амплификации нуклеиновых кислот

нашли широкое применение в различных областях
молекулярной биологии, стали незаменимым
фундаментом для генной инженерии и ценным
источником информации о причинах инфекцион-
ных и наследственных заболеваний. Метод поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) по-прежнему
крайне востребован при решении широкого спек-
тра научно-исследовательских задач. Несмотря на
важную роль этого метода в области здравоохране-
ния, при создании способов мобильной диагности-
ки привлекательной альтернативой ПЦР становит-
ся группа разнообразных методов, основанных на
изотермической амплификации [1, 2].

При изотермической амплификации, в отли-
чие от ПЦР, нет необходимости в температурных
циклах для денатурации нуклеиновой кислоты,
отжига и элонгации олигонуклеотидных прайме-
ров, поскольку все эти этапы протекают последо-
вательно и без разделения каждого процесса во
времени. Возможность осуществления амплифи-
кации при изотермических условиях в значитель-
ной степени зависит от структуры и количества

Сокращения: Bst LF – большой фрагмент ДНК-полимера-
зы I из Geobacillus stearothermophilus; LAMP – петлевая изо-
термическая амплификация; Taq-полимераза – ДНК-по-
лимераза I из Thermus aquaticus.

# Автор для связи: (тел.: +7 (906) 114-70-00; эл. почта:
shrshkv@ya.ru).
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праймеров, использования в реакционной смеси
особых ферментов и других вспомогательных
белков, а также от тщательного подбора осталь-
ных компонентов реакции [3]. Следует отметить,
что принцип некоторых вариантов изотермиче-
ской амплификации, не без существенных моди-
фикаций, был заимствован из различных меха-
низмов репликации вирусных геномов. Так, ис-
торически первым методом изотермической
амплификации стал метод 3SR (от англ. self-sus-
tained sequence replication), появившийся благо-
даря исследованиям по моделированию ретрови-
русной репликации в условиях in vitro [4]. Ампли-
фикация по принципу “катящегося кольца” (от
англ. rolling circle amplification, RCA) [5] основана
на механизме репликации вироидов и некоторых
вирусов, обладающих кольцевым геномом [6–8].
Петлевая изотермическая амплификация (от англ.
loop-mediated isothermal amplification, LAMP) име-
ет много структурных гомологий с механизмом ре-
пликации генома поксвирусов [9, 10]. В этой связи
совершенно очевидна важность фундаментальных
исследований прокариотических и вирусных фер-
ментов репликации, поскольку обнаружение но-
вых термостабильных, точных и процессивных
обратных транскриптаз и ДНК-полимераз спо-
собно вывести технологию LAMP на совершенно
иной уровень практического применения, как
это произошло когда-то в области ПЦР с откры-
тием ДНК-полимеразы I из Thermus aquaticus, или
Taq-полимеразы [11].

Метод LAMP оказался наиболее популярным
способом изотермической амплификации по це-
лому ряду причин: в силу малого количества ком-
понентов реакционной смеси, их доступности
для рутинной практики, а также благодаря высо-
кой специфичности реакции, которая обеспечи-
вается 4–6 праймерами [12, 13]. Простота реак-
ции амплификации позволила осуществить про-
ведение LAMP в максимально ограниченных
условиях на борту Международной космической
станции [14]. Несмотря на то что у технологии
LAMP пока остаются недостатки, связанные с

применяемыми на сегодняшний день фермента-
ми, метод обладает некоторыми преимуществами
перед ПЦР, особенно ценными для клинической
практики. Технология LAMP нашла множество
применений в “полевой” диагностике, когда не-
обходимо проводить амплификацию вне лабора-
торных условий [15–19].

В настоящем обзоре рассмотрены возможно-
сти метода LAMP и некоторые его особенности,
которые необходимо учитывать при разработке
новых тест-систем. Многие упомянутые в обзоре
методики апробированы авторами при разработ-
ке тест-систем на основе LAMP, а соответствую-
щие теоретические и практические аспекты мето-
да проиллюстрированы на примере конкретного
набора праймеров (табл. 1) [20]. Впервые демон-
стрируются результаты молекулярного модели-
рования пространственного строения гантелеоб-
разных стартовых структур, образующихся в ходе
реакции LAMP. Детально описаны процедуры
подбора генов-мишеней и дизайна праймеров,
отмечена важность такого этапа, как предсказа-
ние нежелательных вторичных структур в нуклео-
тидных последовательностях мишени и амплико-
на. Рассмотрены основные этапы оптимизации
состава реакционной смеси и условий проведе-
ния амплификации, приведены основные харак-
теристики ферментов, используемых в методе
LAMP, описаны способы детекции положитель-
ного сигнала амплификации и увеличения спе-
цифичности реакции.

ПРИНЦИП МЕТОДА LAMP

Метод LAMP был разработан и запатентован
группой японских исследователей из компании
Eiken Chemical в 1998 г. [21]. Одной из главных це-
лей создания нового метода амплификации было
повышение специфичности детекции нуклеотид-
ных полиморфизмов по сравнению с возможно-
стями ПЦР. В настоящее время патент на техно-
логию LAMP утратил свою охранную силу, чем

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров набора DAT [20], разработанные с помощью программ
MorphoCatcher и PrimerExplorer

Праймер Нуклеотидная последовательность, 5′→3′

FIP TCTTTTTCCCAACGTCCGGCGTCGTATCGCAGAAGAGG

BIP CACCGAGGACGCTGATTACCTTCTCATCTTCCGCTTCAC

F3 CGTCGTAAGGTCGAGGAA

B3 CCTTCCACCTGACGATCA

LF ATTTTCTTCTGCCATCTGG

LB ACGTAACCACCTCTCATCAC
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отчасти и объясняется повышенный интерес к
данному способу амплификации.

Механизм реакции LAMP со множеством про-
межуточных вторичных структур ДНК обеспечи-
вается необычной структурой праймеров и напо-
минает японское искусство оригами [9]. Для ам-
плификации методом LAMP необходимо найти в
гене-мишени шесть сайтов отжига для двух пар
праймеров, которые при средней длине одного
сайта отжига в 20 нт покрывают ~120 п.н. гена-ми-
шени. Это минимум в 3 раза увеличивает потенци-
альную аналитическую специфичность метода
LAMP, если сравнить его с ПЦР на основе прямо-
го и обратного праймеров.

Метод LAMP основан на особой структуре
внутренних праймеров (от англ. forward inner
primer, FIP и backward inner primer, BIP), участву-
ющих в формировании двух терминальных ин-
вертированных повторов в нуклеотидной после-
довательности ампликонов. Вторая пара внеш-
них праймеров (F3 и B3) участвует только на
первых стадиях амплификации, поэтому их кон-
центрация существенно ниже, чем у внутренних
праймеров [10]. Благодаря последовательному от-
жигу внутренних и внешних праймеров, ампли-
кон на начальных стадиях реакции LAMP форми-
рует два типа гантелеобразных стартовых струк-
тур (рис. 1), имеющих по две одноцепочечные
петли и одному сайту отжига для комплементар-
ного внутреннего праймера. С целью ускорения
амплификации разработчики метода предложили
использовать третью пару петлевых праймеров
(от англ. loop forward, LF и loop backward, LB),

сайты отжига которых тоже расположены в пет-
левых участках стартовых структур между сайта-
ми F1/B1 и F2/B2 [22]. Следует, однако, учиты-
вать, что вероятность обнаружения сайтов отжига
петлевых праймеров напрямую зависит от длины
соответствующих петель стартовых структур. Для
некоторых наборов “коровых” праймеров (так
называют совокупность внутренних и внешних
праймеров [23]) можно сконструировать только
один петлевой праймер, а для других ни одного.
Именно по этой причине петлевыми праймерами
удается дополнить не каждую тест-систему.

Процесс амплификации на основе метода
LAMP происходит в изотермических условиях
(60–65°C) и обычно занимает не более 15–30 мин, а
при высокой концентрации целевой нуклеино-
вой кислоты выход реакции на плато возможен за
5–7 мин. Вместо термической денатурации моле-
кулы ДНК в реакции LAMP используется цепь-
вытесняющая активность большого фрагмента
Bst-ДНК-полимеразы из Geobacillus stearothermo-
philus (Bst LF), при этом непрерывный во времени
отжиг внутренних и петлевых праймеров обу-
словлен одноцепочечным состоянием соответ-
ствующих сайтов отжига и их постоянной стери-
ческой доступностью для праймеров. При темпе-
ратуре 65°C, оптимальной для фермента Bst LF,
двойная спираль ДНК становится локально дена-
турированной благодаря эффекту “дыхания” це-
пей [24, 25], облегчающему процесс отжига прай-
меров на начальных стадиях. Цепь-вытесняющая
активность Bst LF позволяет высвобождать ранее
синтезированную цепочку ДНК, которая гибри-
дизуется сама на себя с помощью комплементар-

Рис. 1. Молекулярные модели пространственного строения стартовых структур, образующихся в реакции LAMP на ос-
нове набора праймеров DAT (табл. 1). Моделирование структуры ДНК проводили с помощью программ mFold и RNA-
Composer при температуре 65°C, концентрации ионов натрия – 50 мМ, ионов магния – 8 мМ. Приведены третичная
(слева) и вторичная (справа) структуры ампликонов, имеющих комплементарные нуклеотидные последовательности.
На вторичной структуре ампликонов показаны все сайты отжига для внутренних и петлевых праймеров, а также их ком-
плементарные участки. Длина нуклеотидной последовательности составляет 176 нт, GC-состав: 55%. (а) – Стартовая
структура F, получившая название благодаря наличию сайта отжига (F2c) для внутреннего праймера FIP; (б) – стартовая
структура B с сайтом отжига (B2c) для внутреннего праймера BIP.
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ных участков и образует новую точку инициации
синтеза ДНК. Образующиеся стартовые структу-
ры после отжига соответствующего внутреннего
праймера могут многократно служить матрицей
для синтеза комплементарной версии самих себя
без необходимости в исходной нуклеиновой кисло-
те, добавляемой к реакционной смеси. Следова-
тельно, метод LAMP представляет собой цепную
биохимическую реакцию, количество ампликонов
в которой увеличивается экспоненциально.

Быстрое накопление ДНК-продуктов в методе
LAMP обеспечивается в основном нуклеотидны-
ми последовательностями внутренних и петлевых
праймеров. При визуализации в агарозном геле
совокупность ампликонов разной длины форми-
рует характерную картину в виде регулярной “ле-
сенки”, плавно переходящей в “шмер” высоко-
молекулярных продуктов амплификации (рис. 2).
В ходе реакции LAMP на 25 мкл реакционной сме-
си образуется до 10 мкг ДНК, что примерно на два
порядка превосходит суммарный выход ПЦР [26].
Поэтому при работе с содержимым пробирок по-
сле реакции LAMP следует помнить о возможной
контаминации лаборатории и реагентов.

Интересная особенность реакции LAMP за-
ключается в необязательности включения в со-
став ампликона нуклеотидной последовательно-
сти, фланкированной праймерами. Если в ПЦР
прямой и обратный праймеры всегда фланкиру-
ют участок выбранного для амплификации гена,
то в случае LAMP между сайтами F1 и B1 может
не оставаться ни одного нуклеотида. При такой
конфигурации внутренних праймеров фрагмен-

ты исходного гена-мишени сохраняются только в
сайтах отжига петлевых праймеров (участки меж-
ду F1 и F2, а также между B1 и B2). В этой связи
следует подчеркнуть, что метод LAMP малопри-
годен для генной инженерии и в значительной
степени адаптирован для диагностики.

Поскольку в составе ампликонов разной дли-
ны многократно присутствует одна и та же нук-
леотидная последовательность [27, 28], то в каче-
стве характеристики специфичности реакции
можно использовать анализ кривых плавления,
отслеживая однажды измеренную и воспроизво-
димую для конкретного набора праймеров темпе-
ратуру плавления (Тпл) получаемого продукта ам-
плификации. Наличие в ампликоне хотя бы од-
ного сайта рестрикции вне последовательностей
праймеров позволяет получить в агарозном геле
всего одну полосу с характерной молекулярной
массой [9] и тем самым дает возможность оценить
специфичность реакции. Любые отклонения в
количестве пиков плавления продуктов реакции
LAMP, в получаемом значении Тпл, в регулярно-
сти “лесенки” ампликонов в агарозном геле и ко-
личестве полос после обработки амплификата ре-
стриктазами свидетельствуют о наличии в реак-
ционной смеси фоновой неспецифической
амплификации, причины которой будут рассмот-
рены далее.

ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫЕ ПРАЙМЕРЫ

В методах амплификации определяющим фак-
тором высокой специфичности и чувствительно-

Рис. 2. Визуализация продуктов реакции LAMP на основе праймеров DAT с помощью агарозного гель-электрофо-
реза [20]. (а) – Характерная “лесенка” продуктов реакции амплификации с периодичностью молекулярных масс
(п.н.). M – маркер молекулярных масс ДНК (MassRuler DNA Ladder Mix, ThermoFisher Scientific, Литва); N – отри-
цательный контроль без добавления ДНК-матрицы; 1–3 – реакция на матрице геномной ДНК разных штаммов
бактерий Dickeya solani; 4–9 – реакции с добавлением в качестве матрицы геномной ДНК представителей Pectobac-
terium spp., встречающихся на картофеле вместе с D. solani; (б) – профиль локализации полос ДНК и рассчитанные
с помощью программы Vision-Capt (Vilber Lourmat, Франция) молекулярные массы продуктов амплификации (п.н.).
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сти детекции является дизайн олигонуклеотидных
праймеров. Метод LAMP, основанный на син-
хронной работе 4–6 праймеров, требует особого
внимания к их последовательностям. Если рас-
сматривать LAMP как мультиплексную реакцию из
нескольких пар праймеров, то становится очевид-
ным влияние на эффективность реакции различ-
ных термодинамических характеристик праймеров,
таких как стабильность гибридизации растущих 3′-
концов и предрасположенность праймеров к диме-
ризации. В условиях постоянной ферментативной
активности Bst LF димеризация 3′-концов прайме-
ров способствует их элонгации и, следовательно,
появлению в праймерах новой нуклеотидной по-
следовательности. Элонгированные праймеры
могут непредсказуемо влиять на эффективность и
специфичность реакции. Поэтому при обнаруже-
нии признаков неспецифической фоновой ам-
плификации в некоторых случаях помогает сдвиг
сайтов отжига проблемных праймеров на не-
сколько нуклеотидов для сокращения или устра-
нения комплементарности в предполагаемых ди-
мерах [29]. Экспериментально показана приме-
нимость такого подхода для сокращения фоновой
амплификации, однако при оценке потенциаль-
ных димеров следует помнить о существовании
комплементарности не только между парами A·T
и G·C, которые обычно предсказываются in silico, но
и о термодинамическом вкладе в гибридизацию
праймеров неканонических пар нуклеотидов [30].

Стандартная конфигурация праймеров для ре-
акции LAMP, состоящая из коровых и петлевых
праймеров, со временем была пересмотрена, и
появились новые типы праймеров:

1) “стволовые” праймеры (от англ. stem forward,
StF и stem backward, StB), сайты отжига которых
локализованы в промежутке между сайтами F1 и
B1 [31]. Данный тип праймеров, как и в случае с
петлевыми праймерами, сильно зависит от длины
нуклеотидной последовательности, фланкируе-
мой сайтами F1 и B1;

2) “роевые” (от англ. swarm) праймеры
F1S/B1S, которые отжигаются на сайты F1c/B1c
[32]. Отметим, что идентичные сайты отжига бы-
ли использованы позднее другими авторами для
праймеров под названиями FC/RC [33]. В данной
работе было показано, что сокращение расстояния
между сайтами отжига F2/B2 и F1/B1 позволяет
значительно снизить неспецифичную фоновую
амплификацию и повысить аналитическую чув-
ствительность. Преимущество “роевых” прайме-
ров заключается в том, что их сайты отжига не
требуется искать отдельно, т.к. они совпадают с
сайтами отжига внутренних праймеров.

Как мы видим, модификация архитектуры
праймеров и физического расстояния между их
сайтами отжига являются дополнительными фак-
торами в оптимизации специфичности или чув-

ствительности метода. При этом каждая допол-
нительная пара праймеров увеличивает мульти-
плексность реакции и требует предварительной
проверки in silico на совместимость с другими
олигонуклеотидами для исключения возможных
димеров.

Эволюция метода LAMP в отношении состава
праймеров, по всей видимости, происходит не
только по пути создания новых типов праймеров.
В недавней работе авторам удалось провести ам-
плификацию только на основе внутренних прай-
меров, не добавляя внешние праймеры, при этом
в остальном состав реакционной смеси остался
неизменным [34].

Выбранная мишень и ампликон, находясь на
некоторых стадиях реакции в одноцепочечном
состоянии, не должны содержать нежелательных
вторичных структур в сайтах отжига праймеров,
снижающих эффективность амплификации. Ос-
новной вклад в образование вторичных структур
вносит неравномерное распределение GC-со-
става и, следовательно, локальное повышение
Тпл в таких участках ДНК. Предсказание вторич-
ной и третичной структур одноцепочечных нук-
леиновых кислот (как РНК, так и ДНК) можно
проводить с приближением к оптимальным для
Bst LF значениям температуры и концентраци-
ям ионов магния с помощью веб-сервисов
mFold (http://www.unafold.org) [35] и RNACom-
poser (http://rnacomposer.ibch.poznan.pl) [36].
Таким образом, следует тщательно проверять
каждый потенциальный набор праймеров и его
физико-химические свойства с помощью мето-
дов биоинформатики.

Трудности в дизайне и совместимости разных
наборов праймеров являются, пожалуй, самым
главным недостатком метода LAMP, усложняю-
щий процесс разработки мультиплексных тест-си-
стем [37–40]. Учитывая эти особенности, следует
отметить, что на сегодняшний день оптимальным
вариантом для LAMP-диагностики является тест-
система, состоящая из отрицательного контроля
без матрицы, положительного контроля на осно-
ве плазмидной ДНК или армированной РНК в
составе фаговой частицы и, наконец, оптимизи-
рованной реакционной смеси для исследуемого
образца.

Многие критерии скрининга мишеней в гено-
ме и подбора праймеров для LAMP удалось фор-
мализовать на языках программирования, что
привело к созданию новых высокоэффективных
инструментов для решения различных задач мо-
лекулярной диагностики. Для упрощения проце-
дуры дизайна LAMP-праймеров создано не-
сколько удобных веб-сервисов, позволяющих
проводить предварительный анализ потенциаль-
ных генов-мишеней, а затем использовать полу-
ченную информацию при конструировании
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праймеров с необходимыми параметрами. Среди
таких сервисов получили особую популярность
PrimerExplorer (http://primerexplorer.jp/e) [10] япон-
ской компании Eiken Chemical, а также LAMP
Primer Design Tool (https://lamp.neb.com) [13] аме-
риканской компании New England Biolabs (NEB).
Эти программы позволяют получить кандидат-
ные наборы праймеров по интересующей нук-
леотидной последовательности, имеют опции
сортировки праймеров по GC-составу и другим
физико-химическим параметрам (например, по
термодинамической стабильности 3′-концов или
риску димеризации). Несмотря на сходство этих
веб-сервисов, PrimerExplorer обладает некоторы-
ми преимуществами. Например, предоставляет
ряд уникальных возможностей для дизайна прай-
меров с различной степенью специфичности к
гомологичным нуклеотидным последовательно-
стям. Сервис позволяет вручную выбрать те нук-
леотиды, которые при расположении на концах
праймеров повысят их специфичность в отноше-
нии конкретного таксона. Если же такие нуклео-
тидные позиции окажутся в середине последова-
тельности праймера, это приведет к повышению
толерантности тест-системы, т.е. отжиг прайме-
ров будет происходить с большей эффективно-
стью, несмотря на различия в нуклеотидных по-
следовательностях близкородственных генов-
мишеней.

В научной литературе часто встречаются мето-
дики дизайна праймеров, когда после выбора ге-
на-мишени анализируются гомологичные гены
во всех штаммах целевого патогена, а далее про-
водится множественное выравнивание с целью
определения консервативных областей без поли-
морфизмов [41, 42]. При таком подходе, однако,
некоторые участки множественного выравнива-
ния, идентифицируемые как консервативные, на
самом деле могут и не содержать видоспецифич-
ных нуклеотидов. Таким образом, в процессе ди-
зайна праймеров необходимо включать в множе-
ственное выравнивание последовательности
близкородственных ортологичных генов, чтобы
дополнить консервативные участки праймеров
только видоспецифичными нуклеотидами, кото-
рых нет в генах-ортологах.

Для устранения необходимости картировать
множественное выравнивание вручную нами бы-
ла разработана программа [43] и онлайн-сервис
MorphoCatcher (http://morphocatcher.ru) [44].
Данный сервис позволяет извлечь из множе-
ственного выравнивания информацию о локали-
зации таксон-специфичных нуклеотидов и вы-
брать наиболее полиморфный в сравнении с
ортологами участок гена-мишени. Производи-
тельность сервиса ограничена только алгоритма-
ми множественного выравнивания, поэтому он
полезен на этапе скрининга как отдельных генов-

ортологов, так и при анализе множественного
выравнивания полных вирусных геномов.

В последнее время намечается тенденция сов-
мещения инструментов для дизайна и скрининга
праймеров с международными базами геномных
данных вирусов человека в рамках глобальной
инициативы GISAID (https://www.gisaid.org) [45],
что привело к появлению высокопроизводитель-
ных аналитических сервисов, таких как COVID-19
CG (https://covidcg.org) [46] и Primer Monitor Tool
(https://primer-monitor.neb.com) [47]. Со време-
нем алгоритмы дизайна праймеров для LAMP бу-
дут становиться более удобными для пользовате-
лей, учитывать множество термодинамических
параметров олигонуклеотидов, их вторичную и
третичную структуру, а также осуществлять по-
иск подходящих для диагностики мишеней на ос-
нове актуальных данных со всего мира.

ФЕРМЕНТЫ ДЛЯ МЕТОДА LAMP

Исторически первым и наиболее часто ис-
пользуемым ферментом в технологии LAMP стал
большой фрагмент ДНК-полимеразы I из термо-
фильной бактерии Geobacillus stearothermophilus
(ранее вид относили к роду Bacillus [48, 49], что те-
перь отражено в названии фермента). Фермент
Bst LF обладает 5′→3′ полимеразной, цепь-вытес-
няющей и ревертазной активностью, но не имеет
5′→3′ экзонуклеазной активности [50, 51]. Со вре-
менем были разработаны гомологи Bst LF с точеч-
ными изменениями аминокислотной последова-
тельности, повысившими процессивность, термо-
стабильность и ревертазную активность фермента
при температуре >65°C [13, 52].

Использование технологии олигонуклеотид-
ных аптамеров [53] позволяет обратимо ингиби-
ровать проявление полимеразной активности
Bst-полимеразы при комнатной температуре,
что повышает специфичность реакций на основе
фермента Bst 2.0 WarmStart (NEB, США) [13, 23].
Таким образом, в настоящее время существуют го-
мологи Bst-полимеразы, совместимые с форматом
амплификации по принципу “горячего” старта,
широко используемым в современных приложени-
ях ПЦР. Стоит отметить, что если Taq-полимера-
за обратимо инактивируется с помощью TP7-ан-
титела [54], диссоциирующего при первой стадии
денатурации ДНК, то применяемые для ингиби-
рования Bst-полимеразы специфические олиго-
нуклеотидные аптамеры диссоциируют от фер-
мента при температуре >45°C [13].

Дальнейшие исследования показали, что
ДНК-полимеразы из других прокариот и вирусов
также применимы в методе LAMP. Примерами
могут служить термостабильная ДНК-полимера-
за OmniAmp с ревертазной активностью из бакте-
риофага PyroPhage 3173 горячих источников Йелло-
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устонского национального парка [55, 56], а также
большой фрагмент ДНК-полимеразы I из почвен-
ной бактерии Ureibacillus thermosphaericus [57].

При использовании в качестве матрицы моле-
кул РНК, как и в случае с методом ПЦР, необхо-
димо включать в протокол амплификации ста-
дию обратной транскрипции и добавлять в реак-
ционную смесь один из следующих ферментов:

1) ревертазу из миелобластоз-ассоциирован-
ного вируса-сателлита (от англ. myeloblastosis-asso-
ciated virus, MAV), происхождение которой часто
ошибочно приписывают вирусу миелобластоза
птиц (от англ. avian myeloblastosis virus, AMV) [58];

2) ревертазу вируса лейкемии мышей Молони
(от англ. Moloney murine leukemia virus, MMLV) [59];

3) ревертазу с "горячим" стартом WarmStart
RTx (NEB, США), которая может работать при
65°C [13].

Альтернативным вариантом для тест-систем
на РНК-мишень может быть использование
ДНК-полимеразы Bst 3.0 (NEB, США), обладаю-
щей выраженной ревертазной активностью [13].

При использовании ревертаз в методе LAMP
важно помнить об их различиях в процессивно-
сти, стабильности и температурном диапазоне
активности, который не всегда пересекается с
температурным оптимумом Bst-полимеразы [59].
Таким образом, при совмещении ревертаз
AMV/MAV и MMLV с методом LAMP возникает
необходимость в двух температурных режимах,
отводимых на обратную транскрипцию и соб-
ственно амплификацию, что делает саму концеп-
цию изотермического теста несколько противо-
речивой, поскольку в данном случае его проведе-
ние потребует программируемого термостата или
термоциклера. В этой связи оправдано использо-
вание ревертаз, способных осуществлять РНК-
зависимый синтез ДНК в температурном оптиму-
ме используемой ДНК-полимеразы [13, 60].

В некоторых задачах диагностики, когда допу-
стима идентификация патогена с низким таксо-
номическим разрешением [47], оправдан подход,
направленный на снижение специфичности тест-
системы к нуклеотидным полиморфизмам в гене-
мишени. Повысить толерантность праймеров к
незначительным отличиям в нуклеотидной по-
следовательности удалось сначала для ПЦР [61], a
через некоторое время этот способ был адаптиро-
ван для LAMP [62]. Методика предполагает ис-
пользование в реакционной смеси двух полиме-
раз: классической Bst-полимеразы и ДНК-поли-
меразы с 3′→5′ экзонуклеазной активностью.
Второй фермент выполняет при этом функцию
удаления из последовательности праймеров всех
некомплементарных матрице нуклеотидов. Такая
модификация метода LAMP уже нашла примене-
ние при создании тест-систем для диагностики

вируса лихорадки денге [62] и коронавируса
SARS-CoV-2 [63].

Среди других ферментов, успешно адаптиро-
ванных для метода LAMP, следует отметить хели-
казу UvrD [64, 65], способную снизить вероят-
ность фоновой амплификации, а также урацил-
ДНК-гликозилазу [66], применяемую в техноло-
гии ПЦР для предотвращения контаминации
продуктами амплификации.

ИНЖЕНЕРИЯ НОВЫХ ФЕРМЕНТОВ
Эра поиска новых ферментов дикого типа для

решения актуальных задач биотехнологии посте-
пенно уходит в прошлое. На первое место выхо-
дят современные методы инженерной энзимоло-
гии и способы предсказания третичной структуры
белков, позволяющие с помощью единичных мо-
дификаций аминокислотной последовательности
добиться изменения их активности [67–69]. При-
менение подобных подходов помогло создать
термостабильные гомологи Bst LF, переносящие
нагрев до 90°C в течение 2 мин, что превосходит
по этому критерию существующие коммерческие
ферменты (табл. 2) [70–72]. Стабильность третич-
ной структуры гомологов Bst LF может быть полез-
на как для экспресс-методов прямой амплифика-
ции с термическим лизисом мембран патогенов
[73], так и при создании сухих реакционных сме-
сей по протоколам лиофилизации или вакуум-
ной сушки [74, 75]. Кроме того, рациональный
дизайн Taq-полимеразы открыл для этого фер-
мента новую сферу применения в изотермиче-
ской амплификации (табл. 2). Таким образом,
методы направленной эволюции [81, 82] стано-
вятся необходимыми инструментами при адапта-
ции известных и новых ферментов под широкий
спектр узкоспециализированных задач молеку-
лярной диагностики.

Интересно, что поиск ДНК-полимераз с цепь-
вытесняющей активностью оказывается возмож-
ным не только в геномах обитателей геотермаль-
ных источников, но и среди арктических микро-
организмов. В качестве примера может служить
ДНК-полимераза из морской психрофильной
бактерии Psychrobacillus sp. (PB-полимераза) с оп-
тимумом активности при 25–37°C, которой необ-
ходима всего одна модификация (табл. 2) для сов-
местимости с методом LAMP [57]. Тем не менее в
своей нативной форме низкотемпературная PB-
полимераза может стать основой для тест-систем,
использующих в качестве источника постоянной
температуры тепло человеческого тела. Прототи-
пы таких тест-систем на основе метода RPA (от
англ. recombinase polymerase amplification) были
разработаны для диагностики фитопатогенных
вирусов [83]. Поиск других ДНК-полимераз с
низкотемпературным оптимумом активности мо-
жет привести к созданию методов амплифика-
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ции, не требующих нагревательных приборов,
что может быть востребовано при организации
мобильных пунктов диагностики.

Таким образом, идеальная ДНК-полимераза
для амплификации LAMP, по всей видимости,
должна объединять в себе сразу несколько свойств:
сильно выраженную цепь-вытесняющую актив-
ность, высокую скорость синтеза ДНК и процес-
сивность фермента, наличие активности обрат-
ной транскриптазы, отсутствие экзонуклеазной
активности, а также устойчивость фермента к
различным ингибиторам амплификации.

ОПТИМИЗАЦИЯ АМПЛИФИКАЦИИ
При создании и оптимизации тест-систем на

основе LAMP важным этапом является скрининг
праймеров, не подверженных фоновой амплифи-
кации и ложноположительному срабатыванию
при отсутствии в реакционной смеси ДНК-мат-
рицы. При этом влияние конкретного фактора
или компонента реакционной смеси необходимо
контролировать не только по скорости появления
сигнала амплификации, но и по его специфично-
сти. В наиболее быстром сигнале амплификации
может остаться незамеченным вклад фоновой ам-
плификации, который при использовании интер-
калирующих красителей может быть выявлен
только при анализе кривых плавления финально-
го амплификата. 

Оптимизация амплификации LAMP мини-
мально включает в себя определение температур-
ного режима проведения реакции (рис. 3а) и не-
обходимой концентрации ионов магния (рис. 3б),
а также подбор концентраций всех пар прайме-
ров, которые планируется включить в состав ре-
акционной смеси (рис. 4). Использование в каче-
стве дополнительных компонентов реакционной

смеси различных энхансеров амплификации,
обычно применяемых для оптимизации ПЦР, до-
пустимо и при работе с методом LAMP. Для каж-
дого нового компонента реакционной смеси не-
обходимо демонстрировать его положительное
влияние на эффективность амплификации. На-
пример, добавляя в состав буфера гуанидин гид-
рохлорид, можно значительно ускорить реакцию
LAMP и увеличить чувствительность праймеров
для детекции РНК или ДНК [84]. Примером не-
гативного влияния на скорость реакции LAMP
может служить бетаин, который, снижая темпе-
ратуру плавления пар G·C [85], ингибирует не-
специфическую и специфическую амплифика-
цию, что подтверждается некоторыми авторами и
нашими наблюдениями (рис. 5) [23, 86].

При разработке многокомпонентных реакци-
онных смесей, требующих нахождения сбаланси-
рованного сочетания всех реагентов, существует
способ значительно сократить количество необхо-
димых экспериментов по поиску оптимальных
значений факторов, влияющих на эффективность
амплификации. Для этого следует выполнять ди-
зайн экспериментов с помощью метода построения
ортогональных матриц, принцип которого был ис-
ходно предложен японским инженером Гэнъити
Тагути для оптимизации производственных про-
цессов и контроля качества продукции [87, 88]. В
применении к методам амплификации ортогональ-
ная матрица Тагути будет содержать информа-
цию о минимальном количестве комбинаций
различных факторов, позволяющем малым чис-
лом экспериментальных проверок наиболее ши-
роко оценить ландшафт оптимальных значений
каждого интересующего фактора, измеряя отно-
шение сигнал/шум.

Дизайн экспериментов на основе классиче-
ской факториальной матрицы при наличии пяти

Таблица 2. Модификации аминокислотной последовательности известных ДНК-полимераз, повышающие их
применимость в методе LAMP

Фермент Модификация Наблюдаемый эффект Ссылки

PB D422A Повышение термостабильности при 65°C [57]

Bst LF T493N
A552G

Повышение термостабильности и возможность повышения 
температуры реакции до 73°C [71]

Taq

G46D Снижение 5′→3′ экзонуклеазной активности [76–78]

K738F
A743F

Появление цепь-вытесняющей активности и возможность 
применения в реакции LAMP

D732N Увеличение процессивности и скорости амплификации, 
появление цепь-вытесняющей и ревертазной активности

[79]
D119A
D119N Снижение 5′→3′ экзонуклеазной активности

E507K Ускорение полимеразной активности и повышение толерант-
ности фермента к цельной крови [80]
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факторов оптимизации (например, температура
и четыре компонента реакционной смеси) в трех
различных переменных значениях предписыва-
ет экспериментально проверить 243 (35) комби-

нации. Метод Тагути позволяет сократить коли-
чество необходимых экспериментов до 27. Со-
здаваемая на основе дисперсионного анализа
экспериментальных данных математическая мо-

Рис. 3. Влияние температуры (а) и концентрации ионов магния (б) на скорость (слева) и специфичность (справа) ре-
акции LAMP на основе набора праймеров DAT. ОЕФ – относительные единицы флуоресценции. Каждый фактор оп-
тимизации тестировали в трех технических повторах (n = 3). Кривые амплификации даны в логарифмическом мас-
штабе. Для измерения сигналов флуоресценции использовали термоциклер CFX96 Touch (Bio-Rad, США) и интерка-
лирующий краситель EvaGreen (Biotium, США). Кривые плавления финального амплификата только в случае
повышенной температуры (66°C) и концентрации ионов магния (10 мМ) позволяют заметить изменение
специфичности амплификации по появлению минорных пиков или смещению основных пиков плавления. Сигналы
отрицательных контролей без добавления ДНК-матрицы показаны серым цветом.
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F3 и B3); LF – прямой петлевой праймер; LB – обратный петлевой праймер; LP – прямой и обратный петлевые прай-
меры. (а) – Кривые амплификации в логарифмическом масштабе. Каждый петлевой праймер в концентрации 0.8 мМ
способен ускорять амплификацию, поэтому при добавлении двух праймеров наблюдается выраженный синергетиче-
ский эффект на скорость реакции; (б) – кривые плавления финального амплификата с идентичной Тпл, свидетель-
ствующей о сохранении уровня специфичности при увеличении скорости реакции.
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дель позволяет определить оптимальные значения
факторов, а также вычислить процентный вклад
каждого фактора в эффективность амплификации
[89]. Несмотря на очевидные преимущества этого
подхода в области разработки тест-систем, метод
Тагути используется незаслуженно редко.

СПОСОБЫ ДЕТЕКЦИИ

Метод LAMP оказался совместим с используе-
мыми ранее в ПЦР способами детекции, такими
как агарозный гель-электрофорез и детекция ам-
плификации в режиме реального времени с ин-
теркалирующими красителями [9]. С целью вы-
явления подходящих интеркалирующих красите-
лей (например, некоторые красители семейства
SYTO, EvaGreen и др.) была проведена серия
сравнительных исследований их ингибирующего
действия на реакцию LAMP [90, 91]. Позднее для
детекции LAMP была предложена методика, ос-
нованная на мечении внутренних и петлевых
праймеров для последующей визуализации ам-
плификата с помощью бумажных тест-полосок
[92, 93]. Благодаря особенностям прохождения
реакции, для LAMP были разработаны принци-
пиально новые способы визуальной детекции,
которые на сегодняшний день недоступны в тех-
нологии ПЦР. Рассмотрим эти способы детекции
более подробно.

Первым качественным признаком положи-
тельной реакции, обнаруженным и характерным
для реакции LAMP, стало образование на дне
пробирок белого нерастворимого осадка пиро-
фосфата магния. Динамику повышения мутности
реакционной смеси с протекающей амплифика-
цией было предложено оценивать на основе тур-
бидиметрии с помощью специально созданных
для этого портативных приборов-термостатов [26].
Таким образом, дополнительным признаком про-
хождения амплификации оказалось снижение

концентрации свободных ионов магния в реакци-
онной смеси.

Визуализация сигнала реакции LAMP по маг-
нию основана на применении веществ-индика-
торов двухвалентных ионов металлов, которые
при изменении концентрации свободных ионов
способны менять цвет реакционной смеси в ви-
димом или ультрафиолетовом свете [94, 95]. Ис-
торически первым таким металлоиндикатором
стал кальцеин [10], механизм действия которого
требует добавления в реакционную смесь ионов
марганца. Немного позднее стали применять кра-
ситель гидроксинафтоловый синий (рис. 6г), ши-
роко используемый для мобильной диагностики
и не требующий дополнительных модификаций
состава реакционной смеси [96]. В последнее вре-
мя, особенно при детекции LAMP в микрофлю-
идных чипах, набирает популярность индикатор
эриохромовый черный Т [74, 97]. Другой метал-
лоиндикатор, известный под названием кислот-
ный хром синий K, был также успешно апроби-
рован для детекции LAMP [98].

Альтернативный способ детекции LAMP ос-
нован на использовании различных pH-чувстви-
тельных красителей, меняющих цвет при подкис-
лении реакционной смеси в процессе синтеза
ДНК. К этой группе индикаторов можно отнести
феноловый красный, крезоловый красный, ней-
тральный красный, а также метакрезол фиолето-
вый [99]. Недавно было показано применение в
детекции LAMP ксиленолового оранжевого [100]
и некоторых производных флуоресцеина [101].

При использовании описанных выше красите-
лей-индикаторов мы имеем дело с непрямой де-
текцией амплификации, поскольку в механизме
их работы важную роль играют побочные продук-
ты реакции LAMP: пирофосфат магния и ионы
водорода. Поэтому присутствие в образце различ-
ных интерферирующих веществ (например, двух-
валентных ионов металлов) или неподходящий

Рис. 5. Влияние бетаина на скорость, а также на специфичность и температуру плавления амплификата в реакции
LAMP. (а) – Кривые амплификации в логарифмическом масштабе. При увеличении концентрации бетаина наблюда-
ется ингибирование реакции; (б) – кривые плавления финального амплификата. Наблюдается постепенное снижение
Тпл амплификата при увеличении концентрации бетаина в реакционной смеси.
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уровень pH образца может привести к изменению
окраски реакционной смеси LAMP до начала ам-
плификации. Так, даже атмосферный углекис-
лый газ может оказать негативное влияние на
срок хранения реагентов на основе фенолового
красного, подкисляя слабозабуференную реак-
ционную смесь [102].

К индикаторам, которые меняют свою окраску
в ответ на повышение концентрации амплифи-
цируемой ДНК, относят берберин [103], кристал-
лический фиолетовый [104], малахитовый зеле-
ный [105], а также метиловый зеленый [106]. 

Подводя итог, отметим, что использование
любых видов визуальной детекции в клинической
диагностике требует максимально объективной
оценки изменения цвета, основанной на спек-
трофотометрическом анализе [84, 102].

Актуальной задачей по-прежнему является
совершенствование способов прямой детекции
LAMP посредством особой структуры прайме-
ров, меченных флуорофором и гасителем флуо-
ресценции [12]. Отсутствие у Bst LF 5′→3′ экзо-
нуклеазной активности затрудняет использова-
ние в методе LAMP линейных разрушаемых

TaqMan-проб, а также проб с инвертированным
концевым повтором, или “молекулярных мая-
ков” [107, 108], для детекции накопления ДНК в
режиме реального времени. Технология TaqMan
работает в LAMP с некоторой долей фоновой ам-
плификации в отрицательных контролях без мат-
рицы [109], а “молекулярные маяки” характери-
зуются крайне низкой специфичностью [110].
Поэтому наиболее оптимальным решением про-
блемы прямой детекции представляется мечение
флуорофором внутренних праймеров [37].

КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ АНАЛИЗ

Преимущество количественного анализа нук-
леиновых кислот на основе ПЦР состоит в том,
что удвоение количества ампликонов в оптими-
зированных условиях реакции, при которых эф-
фективность амплификации составляет ~100%,
строго связано со стадиями термоциклирования
и происходит в каждом новом цикле [111]. В реак-
ции LAMP кинетические параметры отжига
праймеров и элонгации ДНК могут сильно варьи-
ровать, поскольку они определяются термодина-
мическими свойствами праймеров и амплифици-

Рис. 6. Аналитическая чувствительность набора праймеров DAT в диапазоне концентраций 4 × 100–4 × 105 копий ге-
номной ДНК D. solani в ходе реакции LAMP. (а) – Кривые амплификации в логарифмическом масштабе; (б) – кривые
плавления финального амплификата; (в) – стандартная кривая с визуализацией линейного динамического диапазона
и предела детекции. Эффективность амплификации составила 99.4%, R2 = 0.948; (г) – детекция LAMP с помощью
гидроксинафтола синего. ГЭ – геном-эквивалент; РС – реакционная смесь; N – отрицательный контроль без добав-
ления ДНК-матрицы; 1–6 – реакции с добавлением геномной ДНК в порядке падения концентрации. На дне проби-
рок с положительными реакциями (1–5) виден осадок пирофосфата магния. Предел детекции (40 ГЭ/РС) на основе
гидроксинафтола синего совпадает с таковым, полученным в формате детекции в режиме реального времени.
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руемого участка гена-мишени. Таким образом,
высокая эффективность реакции LAMP способ-
ствует снижению разрешающей способности
тест-системы на образцах со слабыми отличиями
в концентрации целевой нуклеиновой кислоты
[112]. Парадоксально, но метод LAMP может быть
одновременно охарактеризован как весьма чув-
ствительный метод с низким значением предела
детекции, а с другой стороны, он имеет слабую
разрешающую способность при попытке оценить
количество копий мишени в образцах с менее чем
10-кратной разницей в концентрации исходной
нуклеиновой кислоты. Во многом это связано с
тем, что на прохождение всего линейного дина-
мического диапазона реакции LAMP требуется
лишь несколько минут (рис. 6в) [112]. И если зна-
чения пороговых циклов ПЦР можно с достаточ-
но высокой точностью пересчитать в количество
копий гена-мишени, то в случае с пороговыми
значениями времени LAMP мы можем гаранти-
рованно различать только 10-кратную разницу
концентраций искомой нуклеиновой кислоты. В
этой связи вопрос применимости метода LAMP
для количественной диагностики в режиме ре-
ального времени представляется довольно спор-
ным, несмотря на предложенные математические
модели кинетики амплификации [27, 113]. Озна-
чает ли это, что метод LAMP абсолютно неприме-
ним для количественной диагностики?

Для понимания ответа на этот вопрос следует
рассмотреть технологию LAMP в свете метода
цифровой ПЦР, как наиболее совершенного спо-
соба количественного анализа нуклеиновых кис-
лот [114, 115]. Суть цифровой ПЦР состоит в том,
что стандартная реакционная смесь разделяется
на тысячи индивидуальных микрореакций, в
каждой из которых может содержаться единичное
количество генов-мишеней. Обнаружение мише-
ни в таком случае происходит на пределе анали-
тической чувствительности, поскольку множе-
ство индивидуальных микрореакций устраняет
возможные различия концентраций гена-мише-
ни в каждой из них. Следовательно, это позволяет
использовать для детекции нуклеиновой кислоты
любой чувствительный метод амплификации,
среди которых следует рассматривать и метод
LAMP [116].

Таким образом, метод LAMP может составить
конкуренцию ПЦР именно в формате цифровой
амплификации. Во-первых, для реакции LAMP
достаточно простейшего резистивного нагрева-
тельного элемента, поэтому из стоимости устрой-
ства для цифровой LAMP можно смело вычитать
затраты на разработку точного и высокоскорост-
ного термоциклера. Во-вторых, высокий выход
реакции LAMP в сочетании с яркими интеркали-
рующими красителями способен обеспечить бо-
лее высокую интенсивность флуоресценции ин-
дивидуальных микрореакций с положительным
сигналом, что позволит более точно отличать их
от микрореакций с отрицательным сигналом.

Пожалуй, не останется значимых преимуществ у
цифровой LAMP только на этапах разработки и
производства чипов, необходимых для генерации
капель реакционной смеси в масле [117] или внут-
ри отдельных микрореакторов [74].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Гибкость методов изотермической амплифи-

кации с возможностью тонкой настройки каждо-
го компонента реакции является одной из движу-
щих характеристик, способствовавших появле-
нию огромного количества модификаций метода
LAMP. На сегодняшний день многие из них пре-
тендуют на роль “золотого стандарта” для мо-
бильной диагностики [118, 119]. Неприхотливость
изотермической амплификации к источнику тем-
пературы и совместимость с сухим форматом ре-
акционной смеси открывает перед методом
LAMP широкие перспективы. Существует множе-
ство различных портативных платформ, созданных
в том числе благодаря усилиям российских научных
групп, для проведения реакции LAMP:

1) мобильные термостаты для пробирок 0.2 мл
с детекцией сигнала амплификации в режиме ре-
ального времени [13, 65, 120, 121];

2) микрофлюидные лаборатории “на чипе”,
имеющие отсеки для выделения нуклеиновых
кислот, проведения LAMP и детекции амплифи-
кации с помощью бумажной тест-полоски [122];

3) одноразовые чипы со множеством микроре-
акционных камер и специальные картриджи для
реакционной смеси LAMP, позволяющие анали-
зировать результаты амплификации с помощью
смартфона [74, 97, 123].

В настоящее время обнаружение однонуклео-
тидных полиморфизмов так и не стало главным
преимуществом LAMP, как планировалось разра-
ботчиками метода [21]. Тем не менее весьма ори-
гинальный способ аллель-специфичной детек-
ции был предложен на основе LAMP и двух оли-
гонуклеотидных зондов, каждый из которых
представляет собой половину стартовой структу-
ры [124]. Отжиг таких зондов на однонуклеотид-
ном полиморфизме приводит к их лигированию и
формированию полноценной стартовой структу-
ры, которая запускает реакцию LAMP только при
наличии в гене-мишени искомой нуклеотидной
замены. Возможно, развитие именно этого спо-
соба амплификации поможет в адаптации метода
LAMP к исследованиям в области генетических
заболеваний.

Особенности строения стартовых структур и
архитектура праймеров LAMP послужили важ-
ной отправной точкой в создании других спосо-
бов изотермической амплификации [33, 125]. Не-
которые результаты представляются весьма пер-
спективными для внедрения в метод LAMP с
целью повышения его чувствительности к нук-
леотидным заменам. В частности, особый инте-
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рес представляет ДНК-связывающий белок MutS
из T. aquaticus, ставший основой для детекции
нуклеотидных полиморфизмов в одном из асси-
метричных методов изотермической амплифика-
ции [126]. Совершенствование алгоритмов дизайна
праймеров и рациональное включение в их после-
довательность модифицированных нуклеотидов,
таких как LNA и PNA [127, 128], может повысить
стабильность праймеров при хранении и привести
к появлению более специфичных методик ал-
лель-специфичной LAMP.

Пандемия коронавирусной инфекции COVID-19
послужила важным стимулом для развития мето-
да LAMP, вдохновив исследователей на совер-
шенствование экспресс-методов пробоподготов-
ки [129, 130], разработку методов диагностики без
выделения и очистки нуклеиновых кислот [131,
132], оптимизацию альтернативных ДНК-поли-
мераз и ревертаз [60], создание новых способов
детекции на основе различных нуклеаз CRISPR-
Cas [133–136]. Именно в последние годы началось
широкомасштабное тестирование технологии
LAMP в клинической практике [19, 102, 137].

Все эти исследования могут способствовать
постепенному внедрению метода LAMP в систе-
му здравоохранения как недорогого, специфич-
ного и быстрого способа проведения скрининго-
вого обследования больших групп населения
[138]. Впереди перед ним множество испытаний
на пути в сферу молекулярной диагностики, воз-
никающих по причине повсеместного внедрения
ПЦР в диагностических лабораториях и домини-
рующего положения ПЦР в нормативно-право-
вых документах, регулирующих эту область в ме-
дицине и сельском хозяйстве. Можно рассчиты-
вать, что именно экономический фактор сыграет
важную роль в интенсивности мер по внедрению
технологии LAMP во многих странах мира.

Таким образом, метод LAMP стал во многом
революционным решением в области мобильной
молекулярной диагностики, создав целую плеяду
новых способов детекции амплификации нукле-
иновых кислот. В перспективе технология LAMP
имеет все шансы стать полноценной альтернати-
вой ПЦР в области молекулярной диагностики
патогенов, а новые модификации проведения
LAMP обязательно помогут найти этому интерес-
ному способу амплификации свою уникальную
сферу применения.
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Loop-Mediated Isothermal Amplification: From Theory to Practice
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ul. Malaya Pirogovskaya 1A, Moscow, 119435 Russia

Increasing the accuracy of pathogen identification and reducing the duration of analysis remain relevant for
modern molecular diagnostics up to this day. In laboratory and clinical practice, methods of nucleic acid am-
plification are most in demand for the detection of pathogens, among which polymerase chain reaction (PCR)
is considered the “gold standard”. Nevertheless, in some cases, a group of isothermal amplification methods
acts as an alternative to PCR diagnostics. For more than thirty years of the development of isothermal DNA
synthesis, the loop-mediated isothermal amplification (LAMP) allows to try new directions of in-field diag-
nostics of bacterial and viral infections. This review examines the key characteristics of the LAMP method
and corresponding features in practice. We clarify the structure of LAMP amplicons with single-stranded
loops, which have the annealing sites for primers under isothermal conditions. The latest achievements in the
modification of the LAMP method are analyzed, which make it possible to consider it as a unique platform
for creating a next-generation diagnostic assays.

Keywords: loop-mediated isothermal amplification, LAMP, primer design, amplicon
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Разработан альтернативный вариант метода синтеза аналога природного ретиналя, у которого
триметилциклогексеновое кольцо молекулы замещено на п-фторфенильный фрагмент. Показа-
но, что предложенная нами схема синтеза целевого соединения с использованием С5-фосфоната
с терминальной нитрильной группой в условиях реакции Хорнера–Эммонса более эффективна и
дает более высокий суммарный выход целевого продукта, чем вариант синтеза, описанный нами
ранее. Разработана процедура получения аналога микробного протеородопсина ESRh из Exiguo-
bacterium sibiricum с модифицированным хромофором. Установлено, что, как и в случае бактерио-
опсина из Halobacterium salinarum, замена триметилциклогексенового кольца в природном хромо-
форе на п-фторфенильный фрагмент не блокирует возможность образования из протеородопсина
ESRh искусственного пигмента F-Phe-ESRh, сохраняющего цикл фотохимических реакций.
Обнаружены определенные различия в свойствах нативного рекомбинантного ESRh и его ана-
лога F-Phe-ESRh, включающие сдвиг максимума поглощения в коротковолновую область, об-
разование интермедиата М при более низких значениях рН, наличие “долгоживущего М” и общее
замедление фотоцикла. Также была продемонстрирована пониженная стабильность полученного
аналога протеородопсина F-Phe-ESRh к продолжительному воздействию видимого света.

Ключевые слова: ESRh микробный протеородопсин из Exiguobacterium sibiricum, аналоги ретиналя,
олефинирование по Хорнеру–Эммонсу
DOI: 10.31857/S0132342322060070

ВВЕДЕНИЕ
Ретиналь-содержащие белки играют ключе-

вую роль в ряде важнейших биологических про-
цессов: зрении, светозависимом транспорте про-
тонов и других ионов (хлора, натрия), фототакси-
се. Ретиналь-содержащие белки подразделяются
на несколько семейств, основные из которых –
зрительные пигменты палочек и колбочек выс-
ших животных и микробные родопсины. Более

1000 представителей этих хромопротеинов были
найдены во всех биологических царствах – от
высших животных до архей, грибов, водорослей,
эубактерий и вирусов [1–3].

Молекулы ретиналь-содержащих белков име-
ют следующие общие особенности: 1) они пред-
ставляют собой мембранные белки, состоящие из
семи α-спиральных трансмембранных тяжей
(7TM), соединенных между собой петлями; 2) в
качестве хромофорной группы они содержат
определенный изомер альдегида витамина А –
ретиналя (all-E- в пигментах микроорганизмов и
11Z- в зрительных пигментах), который соединен
с белком через протонированную альдиминную
связь с ε-аминогруппой остатка Lys; 3) их общая
функция связана с преобразованием энергии све-

Сокращения: BRh – бактериородопсин; ESRh – микробный
родопсин ESRh из Exiguobacterium sibiricum; F-Phe-ESRh –
искусственный родопсин ESRh, у которого природный рети-
наль заменен на фторфенильный аналог; DIBAH – диизобу-
тилалюмогидрид; DDM – н-додецил-β-D-мальтопиранозид.

#Автор для связи (тел.: +7 (495) 939-71-48; эл. почта:
khodonov@gmail.com).
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тового кванта в различные химические или фи-
зиологические ответы [1–6].

В 2022 г. исполнилось 17 лет с начала “эры опто-
генетики” (нейробиофотоники), цель которой со-
стоит в использовании генетически кодируемых
фоточувствительных белков для регуляции актив-
ности клеток человека и животных. Для реализации
этого перспективного направления исследований
необходимо создание технологий получения фото-
переключаемых компонентов для оптогенетики с
заданными и/или прогнозируемыми спектрально-
кинетическими параметрами на основе новых мо-
дифицированных микробных родопсинов и других
фоточувствительных белков [5, 6].

Направленные изменения фотохимических
свойств ретиналь-содержащих белков могут быть
достигнуты путем использования следующих под-
ходов: 1) замещением одного или нескольких ами-
нокислотных остатков в определенных положени-
ях молекулы белка методами сайт-специфичного
мутагенеза; 2) замещением остатка природного
ретиналя на его различные аналоги; 3) сочетани-
ем вышеперечисленных методов.

Один из возможных вариантов исследования
взаимосвязи структура–функция в ретиналь-со-
держащих белках заключается в замене природно-
го хромофора на его аналоги и всестороннее изуче-
ние свойств новых гибридных продуктов [7–14].
Аналоги нативного хромофора уже дали ценную
структурную, спектроскопическую и функцио-
нальную информацию о структуре основного со-
стояния хромофора в микробных родопсинах до
того, как стали доступны 3D-структуры этих моле-
кул с высоким разрешением, и продолжают широ-
ко использоваться для определения структуры
промежуточных продуктов их фотоциклов. Про-
цедура направленной модификации хромофора
позволяет варьировать в широких пределах как
положение максимума поглощения основного
состояния пигмента, так и другие важные фото-
химические параметры.

Таким образом, замена природного ретиналя
на его аналоги – один из наиболее перспектив-
ных подходов к изучению особенностей участка
связывания хромофора у различных семейств
микробных родопсинов. Успешное применение
данного метода было продемонстрировано для
хорошо изученного светозависимого протонного
насоса бактериородопсина (BRh) из экстремаль-
но галофильного микроорганизма Halobacterium
salinarum, на котором в течение последних 40 лет
был апробирован широкий арсенал современных
методов исследования для определения взаимо-
связи структура–функция. Искусственные ана-
логи BRh были получены с целым рядом модифи-
каций молекулы его хромофора [7, 8].

Объект настоящего исследования – протеоро-
допсин (ESRh) – это новый представитель рети-

наль-содержащих белков из психротрофного
микроорганизма Exiguobacterium sibiricum, ген ко-
торого был выделен из образцов почвы вечной
мерзлоты возрастом 3 млн лет [15]. Протеородоп-
син (ESRh) по своей структуре представляет со-
бой мембранный белок, функционирующий как
светозависимый протонный насос. Простран-
ственная 3D-структура ESRh с разрешением 2.3 Å
(PDB: 4HYJ) была впервые исследована группой
ученых под руководством В. Горделия (Институт
структурной биологии, Гренобль, МФТИ). Уста-
новлено, что ESRh обладает структурой, типич-
ной для семейства ретиналь-содержащих белков,
включая наличие семи α-спиральных сегментов и
молекулы ретиналя в all-E-конфигурации, кова-
лентно связанной с остатком К225 посредством
протонированной альдиминной связи [16].

К особенностям строения протеородопсина
ESRh относятся: 1) наличие нестандартного до-
нора протонов для основания Шиффа – остатка
K96 – и его расположение в гидрофобной полости
ближе к поверхности белка; 2) нарушение α-спи-
ральной структуры в средней части спирали F;
3) наличие водородной связи между остатками
H57 и D85; 4) наличие ряда специфических осо-
бенностей фотоцикла ESRh, включая освобожде-
ние протона на поздних стадиях фотоцикла, уско-
ренное образование М-подобного интермедиата и
сдвиг его pK в щелочную область pH; 5) отсут-
ствие спектральных различий в формах ESRh,
адаптированных к свету и темноте.

Большое число работ было посвящено изуче-
нию механизма функционирования ESRh и его
мутантных вариантов [15–22], однако исследова-
ния, связанные с заменой хромофорной группы,
ранее не проводились и являются пионерскими.

Существование ряда отличий в механизмах
фотоцикла и протонного транспорта ESRh от
других ретиналь-содержащих белков делает инте-
ресным и актуальным сравнительное изучение
влияния типа модификации их хромофорных
групп на спектральные параметры этих белков и
на их функционирование [8, 22].

Для исследования влияния природы хромо-
форной группы ESRh на его функционирование
и структуру в настоящей статье нами представлены:
1) альтернативный метод синтеза фторфенильного
аналога ретиналя (II); 2) результаты изучения про-
цесса взаимодействия аналога ретиналя (II) с апо-
белком ESR-опсином из E. sibiricum; 3) фотохими-
ческие характеристики полученного искусственно-
го пигмента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Синтез фторфенильного аналога ретиналя (II).

В данной работе для модификации ESRh нами
был выбран фторфенильный аналог ретиналя
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(II), поскольку ранее он был успешно использо-
ван для получения фторфенильного аналога BRh
из H. salinarum [23]. Кроме того, присутствие
атома фтора в п-фторфенильном фрагменте
открывает возможность использования метода
ЯМР-спектроскопии на ядрах 19F для изучения
структуры этого белка. Проведенное в работе
Драчева с соавт. [24] исследование цикла фоторе-
акций фторфенильного аналога BRh показало,
что хотя этот искусственный пигмент и сохранил
эффективность фотоцикла на уровне ~50% от эф-
фективности цикла природного BRh, но у него

была на несколько порядков замедлена обратная
реакция свето-темновой адаптации.

В указанных работах [22, 23] all-E- и 13Z-изо-
меры фторфенильного аналога ретиналя (II) были
синтезированы при помощи 4-стадийной проце-
дуры наращивания полиеновой цепи ретиноида с
использованием в качестве ключевой стадии реак-
ции олефинирования по Виттигу карбонильного
С10-предшественника (IV) с илидом, генериро-
ванным из 4-фторбензилтрифенилфосфоний-
бромида (III), с суммарным выходом 41% (схема 1).

Схема 1. Синтез целевого ретиноида (II) при помощи реакции 
олефинирования карбонильных соединений по Виттигу.

В настоящей работе нами был предложен и ис-
следован альтернативный классический вариант
наращивания полиеновой цепи ретиноида оле-

финированием исходного альдегида (XIV) анио-
ном С5-фосфоната (XIIIa, b) в условиях реакции
Хорнера–Эммонса (схемы 2, 3) [7, 25–29].

Схема 2. Синтез С5-фосфоната (XIIIa, b) с терминальной нитрильной группой.
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Схема 3. Синтез целевого ретиноида (II) при помощи 
реакции олефинирования карбонильных соединений по Хорнеру–Эммонсу.

Сравнение двух синтетических подходов к полу-
чению целевого ретиноида (II). Для решения задачи
создания системы сопряженных двойных связи в
полиеновой цепи молекулы ретиноида (II) ранее
[22, 23] и в рамках настоящего исследования в ка-
честве ключевых реакций были использованы два
варианта реакции олефинирования карбонильных
соединений: 1) реакция олефинирования по Вит-
тигу (схема 1); 2) реакция олефинирования по
Хорнеру–Эммонсу (схема 3).

Ниже представлена критическая оценка пре-
имуществ и недостатков двух синтетических под-
ходов к получению целевого ретиноида (II), изоб-
раженных на схемах 1 и 3.

Схема 1 (ключевая стадия – реакция олефини-
рования по Виттигу):

1) выход – высокий;
2) стереоселективность вновь образованной

двойной связи – низкая, образуется смесь E- и
Z-изомеров (1 : 1);

3) трудноотделяемый побочный продукт –
трифенилфосфиноксид;

4) необходимость применения препаративной
ВЭЖХ – да;

5) проблема потери регио- и стереоселективно-
сти процедуры полувосстановления тройной связи
потребовала дополнительных исследований;

6) требуется дополнительная стадия – изоме-
ризация 13Z-изомера под действием иода.

Схема 3 (ключевая стадия – реакция олефини-
рования по Хорнеру–Эммонсу):

1) выход – высокий;

2) стереоселективность вновь образованной
двойной связи – высокая (98% E-изомера);

3) необходимость применения препаративной
ВЭЖХ – да;

4) необходимость разработки и поиска опти-
мальной процедуры синтеза С5-фосфоната
(XIIIa, b).

Таким образом, для схем синтеза 1 и 3 характер-
но наличие высокого выхода желаемого продукта,
а также использование препаративной ВЭЖХ для
получения индивидуальных соединений. Пре-
имуществами схемы 3 являются высокая стерео-
селективность вновь образованной двойной свя-
зи (98%), а также разработка и оптимизация толь-
ко одной синтетической процедуры, тогда как для
схемы 1 существенными недостатками являются
низкая стереоселективность вновь образованной
двойной связи (E-/Z- 1 : 1), наличие трудноотде-
лимого побочного продукта – трифенилфосфи-
ноксида и разработка с последующей оптимиза-
цией двух синтетических процедур.

Синтез С5-фосфоната (XIIIa, b) с терминальной
нитрильной группой. Синтез исходного С2-фосфо-
ната (IX) проводили конденсацией коммерчески
доступного хлорацетонитрила с триэтилфосфи-
том (XII) по Арбузову. Выход соединения (IX) по-
сле перегонки составил 87%.

Для осуществления синтеза C5-фосфоната
(XIIIa, b) были исследованы два пути, показан-
ные на схеме 2. В качестве галогенкетона исполь-
зовали коммерчески доступный хлорацетон (VII)
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или бромацетон (VIII), синтезированный в одну
стадию бромированием ацетона (выход 50%).

Конденсация кетона (VII) с С2-фосфонатом
(IX) в условиях реакции Хорнера–Эммонса дает
изомерную смесь галогенонитрила (Xa, b) с об-
щим выходом 52%. Конденсация кетона (VIII) с
С2-фосфонатом (IX) в тех же условиях приводит к
образованию изомерной смеси галогенопроиз-
водного (XIa, b) с общим выходом 30%. Низкий
выход реакции по второму варианту, через бро-
мокетон (VIII), объясняется его низкой стабиль-
ностью, поэтому выгоднее использовать хлораце-
тон (VII). Кроме того, бромосодержащий нитрил
(XIa, b) обладает меньшей термостабильностью,
чем соответствующий хлорозамещенный нитрил
(Xa, b). Полученные галогенонитрилы (Xa, b) и
(XIa, b) вводили в дальнейшие превращения без до-
полнительной очистки. Конденсация соединения
(Xa, b) с триэтилфосфитом (XII) по Арбузову дает
после перегонки изомерную смесь С5-фосфоната
(XIIIa, b) с выходом 81%. Соотношение изомеров
(XIIIa, b) (E-/Z- 60 : 40) было получено из данных
1Н-ЯМР-спектра путем сравнения интегральной
интенсивности сигналов метильных групп при
δ 1.94 и 2.04 м.д. для Z- (XIIIb) и Е- (XIIIa) изомеров
соответственно. Однородность изомерной смеси
(XIIIa, b) оценивали по данным 31Р-ЯМР-спектро-
скопии. 31Р-ЯМР-спектр содержит два сигнала, от-
носящиеся к ядрам пентакоординированного
фосфора при δ 23.8 и 23.0 м.д. в слабом поле (от-
носительно внешнего стандарта – 85% Н3РО4) для
Е- (XIIIa) и Z- (XIIIb) изомеров соответственно.

К сожалению, С5-синтон (XIIIa, b) не удалось
получить, исходя из бромонитрила (XIa, b), из-за
склонности последнего к полимеризации в усло-
виях проведения реакции Арбузова.

Таким образом, нами было показано, что наи-
более эффективный вариант синтеза С5-фосфо-
ната (XIIIa, b) – путь в две стадии из коммерчески
доступного хлорацетона (III). Параметры 1Н- и
13С-ЯМР-спектров для E- и Z-изомеров фосфоната
(XIIIa, b) приведены в разделе “Эксперим. часть”.

Ключевые стадии синтеза фторфенильного
аналога ретиналя (II) представлены на схеме 3.
На первой стадии нами было осуществлено оле-
финирование по Хорнеру–Эммонсу исходного
4-фторбензальдегида (XIV) анионом С5-фосфо-
натного синтона с нитрильной терминальной по-
лярной группой (XIIIa, b). В качестве основания
при генерировании аниона С5-фосфоната ис-
пользовали NaH в THF, при этом было показано,
что в результате реакции Хорнера–Эммонса
вновь образующаяся связь С=С в продукте (XV)
имела Е-конфигурацию, что подтверждалось зна-
чениями констант спин-спинового взаимодей-
ствия (16.2 Гц). Затем следовала стадия восста-

новления нитрильной функции DIBAH при тем-
пературе от –70 до –80°С.

Повторение указанной последовательности
операций – олефинирования альдегида (XVI) по
Хорнеру–Эммонсу и последующего восстановле-
ния нитрильной функции у соединения (XVII) –
приводила к получению целевого ретиноида (II) с
общим выходом 47% на исходный альдегид (XIV).
Индивидуальный all-E-изомер ретиноида (II)
был выделен с чистотой 98–99% при помощи
препаративной ВЭЖХ. Структура all-E-изомера
соединения (II) была подтверждена набором физи-
ко-химических методов анализа (УФ-, 1Н-ЯМР-
спектроскопией и масс-спектрометрией). В 1Н-ЯМР-
спектре при наличии сигналов протонов, отвечаю-
щих п-замещенному ароматическому фрагменту
(δ 7.03 и 7.42 м.д.), также были зарегистрированы
полный набор дублетов протонов полиеновой це-
пи (δ 6.05–7.15 м.д.), сигнал протона альдегидной
группы (дублет при δ 10.1 м.д. (J 8.2 Гц)) и два сиг-
нала протонов двух метильных групп (при δ 2.10 и
2.35 м.д.), что строго подтверждало структуру це-
левого альдегида (II).

Масс-спектр содержал молекулярный ион
([М+] 256.1), соответствующий рассчитанному
значению.

Таким образом, было показано, что схема син-
теза all-E-изомера ретиноида (II) (схема 3) с ис-
пользованием С5-фосфоната (XIIIa, b) с терми-
нальной нитрильной группой более эффективна,
чем вариант синтеза, использованный нами ра-
нее [22, 23] (схема 1).

Протеородопсин (ESRh) и его аналог F-Phe-ESRh.
Для получения препаратов рекомбинантного ESRh
была использована сконструированная ранее си-
стема экспрессии в клетках Escherichia coli, обес-
печивающая встраивание белка во внутреннюю
мембрану бактерий [15]. Выделение целевого бел-
ка ESRh или его производного F-Phe-ESRh осу-
ществляли после добавления природного хромо-
фора all-E-ретиналя (I) или его фторфенильного
аналога (II) к мембранной фракции клеток бакте-
рий в мицеллах неионного детергента н-додецил-
мальтозида (DDM), обеспечивающего сохране-
ние нативной конформации и функциональных
свойств препаратов. Для очистки белка, содержа-
щего С-концевую гексагистидиновую последова-
тельность, был использован метод металл-аф-
финной хроматографии на никель-содержащей
смоле (Ni-Sepharose FastFlow).

Электронные спектры поглощения препаратов
(ESRh и его аналога F-Phe-ESRh). Образцы ре-
комбинантного ESRh и его аналога F-Phe-ESRh
были получены двумя альтернативными путями:
1) добавлением к препарату апобелка ESRh, со-
любилизированного в буфере А (0.2% DDM,
50 мM NaH2PO4, 200 мM NaCl), pH 8.0, 20°C,
1.5 кратного молярного избытка all-E-ретиналя (I)
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или его аналога (II) в виде раствора в этаноле (не
более 0.01% по объему, чтобы минимизировать
побочные процессы: денатурацию и агрегацию)
или 2) добавлением 1.5-кратного молярного из-
бытка all-E-ретиналя (I) или его аналога (II) в ви-
де раствора в этаноле в среду культивирования
E. coli BL21(DE3)pLysS, с последующим выделе-
нием препаратов (ESRh) и его аналога c помощью
солюбилизации в буфере А, pH 8.0, и металл-хе-
латной хроматографии. В дальнейшем при прове-
дении спектральных исследований нами при по-
лучении препаратов (ESRh и его аналога) было
изменено соотношение белка и производного ре-
тиноида до 1 : 0.8 (рис. 1а, кривые 3 и 4).

Спектры поглощения полученных препаратов
ESRh и его аналога F-Phe-ESRh были исследова-
ны при помощи стационарной и импульсной
спектроскопии в диапазоне 250–700 нм. Анализ
процесса образования искусственных пигментов
на основе ESRh и F-Phe-ESRh показал, что раз-
личия в кинетике встраивания all-E-изомера ре-
тиналя и его фторфенильного аналога в ESRh-оп-
син, солюбилизированный в мицеллах DDM,
практически отсутствуют (τ ≤ 2 мин). В то же вре-
мя при встраивании all-E-изомера ретиналя и его
фторфенильного аналога в препарат апомембран,
содержащих бактериоопсин H. salinarum, кинети-
ка этих процессов существенно различается
(τ ~ 30 мин и ~6 ч соответственно) [8, 22].

Эти различия, вероятно, можно объяснить
структурными отличиями ближайшего окружения
участка связывания хромофора ESRh и BRh [3]. На
небольшом расстоянии от основания Шиффа в
молекуле ESRh находится остаток H57, определя-
ющий свойства первичного акцептора [3, 17] и
отсутствующий в молекуле BRh. Кроме того, бо-
ковая цепь остатка R82, в отличие от BRh, ориен-
тирована противоположным образом и не оказы-
вает существенного влияния на свойства белка.
Для установления точных причин наблюдаемых
эффектов необходимо проведение дальнейших
исследований, в том числе с мутантными форма-
ми ESRh.

При рН 7.0 спектр поглощения полученного
препарата F-Phe-ESRh демонстрирует максимум
при 496 нм, что на 36 нм короче, чем у рекомби-
нантного ESRh (532 нм) [15–20]. При изменении
до рН 9.0 он сдвигается в коротковолновую об-
ласть до 490 нм (рис. 1б). Сравнение спектров по-
глощения F-Phe-ESRh (λmax = 496 нм) со спек-

трами F-Phe-BRh ( = 524 нм и = 510 нм)
показало, что для белковой матрицы ESRh мак-
симум спектра поглощения сдвинут в коротко-
волновую область на 28 нм [8, 24]. Аналогичные
сдвиги максимума поглощения в коротковолно-
вую область были обнаружены у большинства
ароматических производных BRh и ряда BRh с
модифицированным триметилциклогексеновым
кольцом хромофора [8, 30].

λDA
max λLA

max

Рис. 1. (а) – Электронные спектры поглощения образцов: 1 – фторфенильного аналога ретиналя (II) в этаноле; 2 –
препарата рекомбинантного ESRh в мицеллах DDM (буфер А, рН 8.0); 3 – препарата F-Phe-ESRh, полученного в
условиях 0.8 экв. фторфенильного аналога ретиналя (II) в мицеллах DDM (буфер А, рН 8.0); 4 – препарата F-Phe-
ESRh, полученного в условиях 1.5 экв. избытка фторфенильного аналога ретиналя (II) в мицеллах DDM (буфер А, рН 8.0);
(б) – электронные спектры поглощения образца препарата F-Phe-ESRh, полученного в условиях 0.8 экв. фторфениль-
ного аналога ретиналя (II) в мицеллах DDM (буфер А) при различных значениях рН (рН 5.0–9.0).
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“Опсиновый сдвиг” рассчитывали по формуле:

“Опсиновый сдвиг” для образцов F-Phe-ESRh
и F-Phe-BRh составил 1963 и 3040 см–1 соответ-
ственно [8].

λmax модельного хлоргидрата альдимина ана-
лога ретиналя (II) с н-бутиламином (SBH+) в ме-
таноле равна 452 нм.

У препаратов F-Phe-ESRh и ESRh также на-
блюдается отсутствие различий в спектрах образ-
цов, адаптированных к свету и темноте ‒ явление
свето-темновой адаптации, которое характерно
для природного BRh из H. salinarum и большин-
ства его аналогов [8, 30].

Срок хранения препаратов F-Phe-ESRh при
4°С был не менее 6 месяцев без заметного измене-
ния своих характеристик.

Особенности фотоцикла аналога протеородоп-
сина F-Phe-ESRh. Фотоцикл аналога F-Phe-ESRh
исследовали методом импульсной лазерной
спектроскопии (флэш-фотолиза). Были получе-
ны кинетические кривые изменений поглоще-
ния F-Phe-ESRh на четырех характерных длинах
волн в суспензии мицелл DDM при pH 7.0 и 9.0
(рис. 2a, 2б).

В ответ на вспышку света при pH 7.0 детекти-
руется быстрое (τ = 50–70 мкс) образование “ко-
роткоживущей” формы М-интермедиата, соответ-
ствующей депротонированному основанию Шиф-
фа, с максимумом поглощения 390 нм (рис. 2а). Это

Опсиновый сдвиг 1/λ S( ) (BH – 1/λ pigment . )+=

отличает фотоцикл F-Phe-ESRh от дикого типа
ESRh, содержащего all-E-ретиналь, в котором при
рН 7.0 в мицеллах DDM образование М-интерме-
диата практически не детектируется [15–21]. Та-
ким образом, можно утверждать, что pKa образо-
вания М-интермедиата в производном F-Phe-
ESRh сдвинут в кислую область рН по сравнению
с ESRh дикого типа. Кроме того, наблюдается
формирование более “долгоживущей” М-формы
(τ = 34 ± 7 мс) во второй фракции пигмента (~40%).

В результате распада “короткоживущей” М-фор-
мы интермедиата c τ = 7.7 мс происходит репротони-
рование основания Шиффа, часть пигмента обра-
зует состояние, аналогичное N/О-интермедиату
фотоцикла BRh, с максимумом поглощения 550 нм.
Другая часть, предположительно, не образует
длинноволновую форму, а принимает участие в
обратимой реакции репротонирования основания
Шиффа со стороны акцептора протонов D85. Как
следствие, присутствие существенной доли “дол-
гоживущей” формы М-интермедиата наблюдается
в F-Phe-ESRh вплоть до конца фотоцикла, общая
продолжительность которого значительно замед-
лена и составляет ~27 с. При pH 9.0 наблюдается
еще более значительное замедление фотоцикла
(до ~100 с), без заметного накопления N/О-ин-
термедиата (рис. 2б).

Стабильность и доступность альдиминной связи
у F-Phe-ESRh к действию различных условий и ре-
агентов. Для определения строения продуктов
взаимодействия серии арилполиеновых альдеги-
дов с апомембранами, содержащими бактериооп-

Рис. 2. Особенности фотоцикла рекомбинантного F-Phe-ESRh. Представлена кинетика светоиндуцированных измене-
ний поглощения белка в мицеллах DDM при рН 7.0 (a) и 9.0 (б) на характерных длинах волн. Врезка на панели (а) ‒ из-
менения поглощения при 390 нм, вызванные образованием М-интермедиата.
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син из H. salinarum, А.М. Шкробом с соавт. был
разработан целый набор химических тестов в
комбинации со спектроскопическими методами
в ставшей классикой работе [31].

Для оценки доступности протонированной
альдиминной связи к действию различных сти-
мулов и систем реагентов был проведен следую-
щий ряд экспериментов: 1) засветка образцов
F-Phe-ESRh видимым cветом галогеновой лам-
пы ThorLabs OSL1-EC, светофильтр ЖС-12 (λ ≥
≥ 400 нм) в течение 2–10 мин; 2) воздействие на
образец F-Phe-ESRh раствора 50 мкМ NaBH4,
рН 9.0, в темноте и на свету; 3) реакция замещения
образца F-Phe-ESRh раствором all-E-ретиналя в
этаноле (5 мМ) в темноте и на свету; 4) воздействие
на образец F-Phe-ESRh раствора NH2OH (50 мМ)
в темноте и на свету.

В результате проведенных исследований было
обнаружено, что при продолжительном освеще-
нии образца F-Phe-ESRh видимым cветом гало-
геновой лампы его протонированная альдимин-
ная связь подвергалась частичному гидролизу с
появлением продукта распада, спектрально иден-
тичного образцу фторфенилретиналя (II) в вод-
ном буфере А. При выдерживании “засвеченного
видимым cветом образца F-Phe-ESRh” в темноте
более 2–3 ч наблюдалась частичная реконструк-
ция пигмента с увеличением оптической плотно-
сти полосы поглощения F-Phe-ESRh (496 нм).

Спектр поглощения продукта распада демон-
стрировал тонкую структуру: основная полоса
374 нм, и два плеча 355 нм (пл.) и 398 нм (пл.)
(рис. 3а, кривые 2, 3). Дополнительным доказа-
тельством строения продукта распада была его
трансформация в соответствующий спирт дей-
ствием раствора 50 мкМ NaBH4, рН 9.0, в темно-
те. Спектр поглощения восстановленного продук-
та распада в буфере А был весьма близок к спектру
реперного образца фторфенилретинола (основная
полоса 343 нм, два плеча 328 и 361 нм), который
был получен обработкой NaBH4 фторфенилрети-
наля (II) в водном этаноле. Было проведено кон-
трольное восстановление образца F-Phe-ESRh
NaBH4 в темноте, которое показало, что протони-
рованная альдиминная связь в образце F-Phe-
ESRh достаточно стабильна к действию раствора
NaBH4 в темноте (τ1/2 ≈ 10 мин). После освещения
“образца после NaBH4” в течение 2 мин полоса
пигмента почти полностью исчезала.

В то же время препарат рекомбинантного
ESRh в мицеллах DDM (буфер А, рН 8.0) оказал-
ся устойчивым к воздействию освещения види-
мым светом [15–21].

 Реакция замещения аналога хромофора F-Phe-
ESRh раствором all-E-ретиналя в темноте протека-
ла очень медленно (τ1/2 > 18 ч). Этот факт говорит о
том, что в белке отсутствуют свободные сайты по-
садки хромофора на ε-аминогруппу остатка лизина

Рис. 3. Спектры поглощения F-Phe-ESRh. (а): 1 – Исходный образец, полученный в условиях 1.5 экв. избытка фтор-
фенильного аналога ретиналя (II); 2 – он же после 2 мин освещения видимым светом с длиной волны >450 нм (фильтр
ЖС-12); 3 – он же после 12 мин освещения видимым светом с длиной волны >450 нм (фильтр ЖС-12); 4 – засвеченный
в течение 15 мин образец после добавления раствора NaBH4 (50 мкМ NaBH4, рН 9.0); (б): 1 – исходный образец, по-
лученный в условиях 1.5 экв. избытка фторфенильного аналога ретиналя (II); 2 – “темновой” исходный образец через
15 мин после добавления раствора NaBH4 (50 мкМ NaBH4, рН 9.0); 3 – образец через 15 мин после добавления раство-
ра NaBH4, после 2 мин освещения видимым светом с длиной волны >450 нм (фильтр ЖС-12).
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БЕЛИКОВ и др.

К225 или другие возможные остатки лизина, спо-
собные к формированию протонированной альди-
минной связи.

Также образец F-Phe-ESRh был достаточно
стабилен в темноте в реакции замещения гидрок-
силамином (τ1/2 > 3 ч).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Тонкослойную хроматографию осуществляли
на пластинках Kieselgel 60 F254 (Merck, Герма-
ния) в системе растворителей: (А) гексан/эфир
(1 : 1). Пятна веществ детектировали выдержи-
ванием пластинки в парах иода. Препаративную
флэш-хроматографию проводили на силикагеле
Kieselgel 60 (Merck, Германия). Растворители
очищали и высушивали: диэтиловый эфир и тет-
рагидрофуран – перегонкой над алюмогидридом
лития; метанол абсолютизировали с использова-
нием магниевой стружки.

Препаративную ВЭЖХ-хроматографию про-
водили на ВЭЖХ-хроматографе SmartLine 1000
(Knauer, Германия) в изократическом режиме,
колонка Knauer Eurospher 100-10 Si, 20 × 250 мм,
элюент гексан/диэтиловый эфир 7 : 1 по объему,
УФ-детектор К-2500 с детекцией при 370 нм, ско-
рость потока 5 мл/мин.

В работе использовали хлороацетонитрил (Flu-
ka, Швейцария), триэтилфосфит (Fluka, Швейца-
рия), хлороацетон, 4-фторбензальдегид (Merck,
Германия), а также реагенты и растворители марок
“х.ч.” и “ч.д.а.” отечественного производства.

Все операции с реагентами, чувствительными
к влаге и кислороду, проводили в тщательно вы-
сушенной аппаратуре в атмосфере сухого аргона.
Упаривание растворов осуществляли на ротор-
ном испарителе при температуре не выше 35°С и
давлении 12 мм рт. ст.

Все спектральные исследования проводили при
20°С. ЯМР-спектры растворов в дейтерохлорофор-
ме регистрировали на спектрометре Avance III 500
(Bruker, Германия) со следующими рабочими ча-
стотами: 1Н-ЯМР-спектры – 500 МГц, 13С-ЯМР-
спектры – 126 МГц, 31Р-ЯМР-спектры – 203 МГц.
Химические сдвиги приведены в миллионных до-
лях (м.д.) относительно внутреннего стандарта:
тетраметилсилана (δ 0.00) или дейтерохлороформа
(δ (1Н-ЯМР) – 7.25 м.д. и (13С-ЯМР) – 77.2 м.д.),
для 31Р-ЯМР-спектров – относительно внешнего
стандарта (85%-ного раствора ортофосфорной
кислоты в D2O). Величины констант спин-спи-
нового взаимодействия измерены в герцах (Гц).

При описании ЯМР-спектров полиенового
альдегида (II) принята нумерация атомов, соот-
ветствующая нумерации атомов полиеновой це-
пи природного ретиналя (I).

При описании спектров приняты следующие
сокращения: с – синглет, д – дублет, т – триплет,
кв – квартет, м – мультиплет.

Масс-спектры получали на спектрометре Fin-
nigan 4021 (США) при прямом вводе образца и
ионизации электронным ударом (ЭИ 70 эВ).

Измерения спектральных и фотохимических
характеристик растворов соединений и пигмен-
тов проводили в кварцевых кюветах толщиной
10 мм на спектрофотометре UV-2140PC (Shimad-
zu, Япония) и на специальном стенде, созданном
на основе комплекта модульного оптоволокон-
ного спектрофотометрического оборудования
(Ocean Optics, США). Для облучения растворов об-
разцов видимым светом (λ ≥ 400 нм) использовали
галогеновую лампу OSL1-EC (ThorLabs, США,
25 Вт) в комбинации со светофильтром ЖС-12.

Фотореакции образцов ESRh и F-Phe-ESRh ис-
следовали методом флеш-фотолиза на импульс-
ном однолучевом дифференциальном спектрофо-
тометре с двойной монохроматизацией измеряю-
щего света [17, 19, 20]. В качестве источника
светового возбуждения использовали Nd-YAG-ла-
зер LS 2131M (LOTIS TII, Беларусь, 532 нм, 8 нс,
5 мДж). С целью улучшения соотношения сиг-
нал/шум проводили накопление и усреднение
100 одиночных сигналов с помощью аналого-
цифрового преобразователя Octopus CS 8327
(GaGe Applied Technologies, США).

Для получения полной кинетической картины
фотоцикла F-Phe-ESRh проводили измерения
при четырех длинах волн, характерных для пре-
вращений различных интермедиатов: 390, 480,
520 и 550 нм. Набор кинетических кривых в лога-
рифмической шкале времени анализировали с
помощью программы Mathematica (Wolfram Re-
search, США) методом глобального фитирования
с подбором 4–5 характерных экспоненциальных
составляющих.

Смесь E- и Z-изомеров 3-метил-4-хлоро-2-буте-
нонитрила (Xа, b). В четырехгорлый реактор объе-
мом 250 мл, снабженный капельной воронкой,
помещали в атмосфере аргона 3.8 г (0.13 моль)
80%-ной суспензии NaH в минеральном масле и
промывали абсолютным гексаном (2 раза по
5 мл). Затем добавляли при перемешивании в то-
ке аргона 30 мл свежеперегнанного THF. Реакци-
онную смесь охлаждали до 0°С и при интенсив-
ном перемешивании постепенно добавляли по
каплям 15 мл (9.9 ммоль) C2-фосфоната (IX), пе-
ремешивали при той же температуре в течение
30 мин до полного растворения NaH. К получен-
ному раствору при перемешивании добавляли по
каплям 8.6 мл (0.11 моль) хлорацетона (VII) и вы-
держивали реакционную смесь при 20°С в тече-
ние 1.5 ч. По окончании реакции добавляли 30 мл
H2O, 20 мл диэтилового эфира и доводили 0.1 н.
раствором HСl до рН 6.0. Экстрагировали Et2O
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(3 раза по 100 мл). Эфирные фракции объединя-
ли, промывали водой до рН 7.0 и сушили над
Na2SO4. Сушитель отфильтровывали, раствори-
тель удаляли, а оставшуюся реакционную массу
перегоняли в вакууме (0.1 мм рт. ст.). Получили
5.94 г (52%) галогенонитрила (Xа, b) в виде желто-
коричневой маслянистой жидкости, смесь изо-
меров (E-/Z- 75 : 25), т. кип. 45–60°С (0.1 мм рт.
ст.). 1Н-ЯМР-спектр (δ, м.д.): E-изомер (Xa): 2.12
(3Н, д, J 0.5, 3-СН3), 4.05 (2Н, с, –СН2Cl), 5.49 (1Н,
дд, J 3.0/1.5, 2-СН); Z-изомер (Xb): 2.03 (3Н, д,
J 1.5, 3-СН3), 4.24 (2Н, с, –СН2Cl), 5.27 (1Н, дд,
J 3.0/1.5, 2-СН).

Смесь E- и Z-изомеров диэтил(2-метил-3-циа-
но-2-пропенил)фосфоната (XIIIa, b). В трехгорлый
реактор объемом 250 мл, снабженный высокоэф-
фективным обратным холодильником и насадкой
для перегонки с термометром и холодильником
Либиха, помещали в атмосфере аргона 11.55 г
(0.1 моль) изомерной смеси хлоронитрила (Xа, b) и
16.84 г (0.1 моль) свежеперегнанного (EtO)3P (XII).
Далее при интенсивном перемешивании реакци-
онную смесь постепенно нагревали до 150°С, сле-
дя за тем, чтобы не было бурного вспенивания.
Окончание реакции контролировали по оконча-
нию выделения этилхлорида. Остаток перегоня-
ли в вакууме (0.1 мм рт. ст.). Получили 17.58 г
(81%) целевого С5-фосфоната (XIIIa, b) в виде изо-
мерной смеси (E-/Z- 60 : 40), т. кип. 78–98°С (0.1 мм
рт. ст.). 1Н-ЯМР-спектр (δ, м.д.): E-изомер (XIIIa):
1.14 (6Н, т, J 7.0, (–ОСН2СН3)2), 2.04 (3Н, дд,
J 3.4/1.3, –СН3), 2.55 (2Н, д, J 23.5, –СН2), 3.95 (4Н,
кв, J 7.0, (–ОСН2СН3)2), 5.12 (1Н, м, =СН); Z-изо-
мер (XIIIb): 1.15 (6Н, т, J 7.0, (–ОСН2СН3)2),
1.94 (3Н, дд, J 3.8/1.7, –СН3), 2.81 (2Н, д, J 24.0,
–СН2), 3.96 (4Н, кв, J 7.0, (–ОСН2СН3)2), 5.12
(1Н, м, =СН). 13С-ЯМР-спектр (δ, м.д.): E-изомер
(XIIIa): 16.2 (c, (–ОСН2СН3)2), 22.0 (c, –ССН3),
36.8 (д, J 81.4, –СН2), 62.3 (c, (–ОСН2СН3)2), 116.1
(c, –ССН3), 155.6 (д, J 11.1, –CN); Z-изомер
(XIIIb): 16.1 (c, (–ОСН2СН3)2), 23.9 (c, –ССН3),
34.1 (д, J 81.4, –СН2), 62.2 (c, (–ОСН2СН3)2), 115.9
(c, –ССН3), 155.2 (д, J 11.1, –CN). 31Р-ЯМР-
спектр (δ, м.д.): E-изомер: 23.84; Z-изомер: 23.01.

Стандартные методики олефинирования по Хорне-
ру–Эммонсу карбонильных предшественников (XIV)
и (XVI) с С5-фосфонатом (XIIIa, b) и последующего
восстановления нитрильной группы DIBAH в про-
межуточных нитрилах (XV) и (XVII). В трехгорлый
реактор объемом 100 мл помещали в атмосфере
аргона 0.06 г 80%-ной суспензии NaH в мине-
ральном масле и промывали абсолютным гекса-
ном (3 раза по 3 мл). Затем при интенсивном пе-
ремешивании и 0°С прибавляли 10 мл абсолют-
ного THF и 0.30 мл (1.56 ммоль) С5-фосфоната
(XIIIa, b). Смесь перемешивали в течение 1 ч до
полного растворения NaH и постепенно, при по-

мощи шприца, прибавляли раствор 1.3 ммоль
альдегида ((XIV) или (XVI)) в 10 мл абсолютного
THF. По окончании реакции прибавляли по кап-
лям 5 мл Н2О, 10 мл Et2O и нейтрализовали 0.1 н.
раствором HCl до pH 6.0. Органический слой от-
деляли, остаток экстрагировали Et2O (3 раза по
50 мл). Эфирные экстракты объединяли с орга-
ническим слоем, промывали водой до рН 7.0 и су-
шили над безводным Na2SO4. Растворитель уда-
ляли, остаток хроматографировали на колонке с
10 г силикагеля, элюируя гексаном и увеличивая
полярность элюента добавлением Et2O от 0 до 15%.
Фракции, содержащие нитрил ((XV) или (XVII)),
объединяли, растворитель удаляли, остаток су-
шили в вакууме 1 ч при 0.1 мм рт. ст., растворяли
в 10 мл абсолютного толуола и помещали в трех-
горлый реактор объемом 100 мл в атмосфере арго-
на. Реакционную смесь охлаждали до температу-
ры в диапазоне от –70 до –80°С, затем постепен-
но, при помощи шприца прибавляли 1.5 экв.
20%-ного раствора DIBAH в толуоле и оставляли
до тех пор, пока температура реакции не достига-
ла 20°С. Далее реакционную массу обрабатывали
влажным силикагелем, перемешивали 30 мин,
фильтровали через слой целита (1 см), промывая
слой сорбента Et2O (50 мл). Фильтрат упаривали
досуха, остаток хроматографировали на колонке
с 10 г силикагеля, элюируя вещество гексаном и
увеличивая полярность элюента добавлением
Et2O от 0 до 10%. Фракции, содержащие смесь
изомеров промежуточного или целевого альдеги-
да ((XVI) или (II)), объединяли, растворитель уда-
ляли, остаток сушили в вакууме 1 ч при давлении
0.1 мм рт. ст.

all-E-Изомер целевого альдегида (II) выделяли
препаративной ВЭЖХ на хроматографе Smart-
Line 1000 (Knauer, Германия) в изократическом
режиме, колонка Knauer Eurospher 100-10 Si, 20 ×
× 250 мм, элюент гексан/диэтиловый эфир 7 : 1
по объему, УФ-детектор К-2500 с детекцией при
370 нм, скорость потока 5 мл/мин.

Выход all-E-изомера целевого альдегида (II):
(47% в расчете на исходный альдегид (XIV)).
Rf 0.44 (A). 1Н-ЯМР-спектр (CDCl3, δ, м.д.):
2.10 (3H, с, 9-СН3), 2.35 (3H, д, J 1.5, 13-СН3),
6.05 (1H, д, J 8.2, 14-Н), 6.36 (1H, д, J 11.5, 10-Н),
6.43 (1H, д, J 15.5, 12-Н), 6.68 (1H, д, J 16.2, 8-Н),
6.82 (1H, д, J 16.2, 7-Н), 7.03 (2H, дд, J2(4)H,F 8.5,
J 8.5, 2,4-Н), 7.15 (1H, дд, J 15.5, J 11.5, 11-Н), 7.42
(2H, J1(5)H,F 5.5, J 8.5, 1,5-Н), 10.12 (1H, д, J 8.2, 15-Н).
УФ-спектр (метанол, λmax, нм, [ε, M–1 cм–1]): 387.5
[47700]. Масс-спектр (m/z) ([М+] 256.1).

Получение альдимина аналога ретиналя (II) с
н-бутиламином. К раствору 3 мг альдегида (II) в
0.1 мл абсолютного метанола добавляли 0.1 мл
н-бутиламина и 10 мг молекулярных сит 3 Å. Ре-
акционную смесь выдерживали 24 ч при 0°С в
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темноте и в атмосфере аргона. Сита отделяли,
растворитель и избыток н-бутиламина удаляли
при 20°С и давлении 0.1 мм рт. ст., остаток рас-
творяли в 0.2 мл метанола и хранили при –10°С.

Спектральные характеристики: альдимин ана-
лога ретиналя (II) с н-бутиламином (метанол,
λmax, нм, [ε, M–1 cм–1]: 369 [43500]; хлоргидрат
альдимина аналога ретиналя (II) с н-бутилами-
ном (метанол, λmax, нм, [ε, M–1 cм–1]: 452 [56000].

Получение препаратов рекомбинантного протео-
родопсина ESRh и его аналога F-Phe-ESRh. Для
получения рекомбинантного ESRh с природным
или модифицированным хромофором в препара-
тивном количестве использовали штамм E. coli
BL21(DE3)pLysS (Novagen Merck, Германия),
трансформированный плазмидой pET-ESRh [15].
В среду LB с ампициллином (100 мкг/мл) объе-
мом 200 мл засевали ночную культуру штамма до
OD560 = 0.15. Культуру инкубировали в при 37°C в
качалке Innova (New Brunswick Scientific, США)
при 250 об/мин до OD560 = 0.8, после чего добав-
ляли раствор изопропил-β-D-1-тиогалактопира-
нозида до 0.2 мМ и одно из производных ретина-
ля до 6–7 мкМ, продолжали культивирование
при 30°C в течение 24 ч. Для солюбилизации в
препарат мембранной фракции добавляли рас-
твор 10%-ного н-додецил-β-D-мальтопиранози-
да (DDM) до 1%, коктейль ингибитора протеаз
(Sigma, США) до 0.3%. Суспензию инкубировали
при комнатной температуре на качалке в течение
3 ч, после чего центрифугировали в течение 15 мин
при 30000 g. Для выделения белка после солюби-
лизации проводили металл-аффинную хромато-
графию на Ni-Sepharose FastFlow (GE Healthcare,
США), как описано в работе Petrovskaya et al. [15].
Рекомбинантный ESRh был получен с высокой
степенью чистоты (не менее 90%) и выходом 10–
15 мг/л.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложен альтернативный вариант наращива-

ния полиеновой цепи целевого ретиноида с двумя
ключевыми стадиями: 1) реакция олефинирования
по Хорнеру–Эммонсу исходного 4-фторбензальде-
гида анионом С5-фосфоната; 2) последующее вос-
становление нитрильной функции в промежуточ-
ных нитрилах DIBAH до формильной группы при
температуре от –70 до –80°С. Показано, что схема
синтеза all-E-изомера ретиноида (II) с использова-
нием С5-фосфоната с терминальной нитрильной
группой более эффективна и дает более высокий
суммарный выход целевого ретиноида (II), чем
вариант синтеза, описанный нами ранее [22, 23].

Установлено, что вариант модификации три-
метилциклогексенового кольца природного хро-
мофора рекомбинантного протеородопсина ESRh
путем замены его на п-фторфенильный фрагмент

приводит, как и в случае бактериоопсина из H. sa-
linarum, к образованию искусственного пигмента
F-Phe-ESRh, сохраняющего цикл фотохимиче-
ских реакций. Обнаружены определенные разли-
чия в свойствах нативного рекомбинантного ESRh
и его аналога F-Phe-ESRh, включающие сдвиг
максимума поглощения в коротковолновую об-
ласть, образование интермедиата М при более низ-
ких значениях рН, наличие “долгоживущего М” и
общее замедление фотоцикла. Также продемон-
стрирована пониженная стабильность получен-
ного аналога F-Phe-ESRh к продолжительному
воздействию видимого света.

Полученные результаты подтверждают ранее
описанные требования к структуре хромофора
микробных родопсинов, включая наличие терми-
нальной формильной группы, определенную дли-
ну полиеновой цепи и ее конфигурацию, а также
отсутствие жестких пространственных ограниче-
ний района триметилциклогексенового кольца и
наличие определенных препятствий в районе
двойной связи С13=С14 [8–13, 23, 29, 30].
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Interaction of the Fluorophenyl Analogue of Retinal
with Proteorhodopsin from Exiguobacterium sibiricum

N. E. Belikov*, L. E. Petrovskaya**, E. A. Kryukova**, D. A. Dolgikh**, ***, E. P. Lukashev***,
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An alternative variant of the method for the synthesis of an analogue of natural retinal, in which the trimethyl-
cyclohexene ring of the molecule is replaced by a p-fluorophenyl fragment, has been developed. It has been
shown that the proposed scheme for the synthesis of the target all-E-isomer of the target retinoid using C5-phos-
phonate with a terminal nitrile group under Horner–Emmons reaction conditions is more efficient and gives a
higher total yield of the target product than the variant synthesis described earlier. A procedure has been deve-
loped for preparation an analogue of microbial proteorhodopsin ESRh from Exiguobacterium sibiricum with a
modified chromophore. It was found that, as in the case of bacterioopsin from Halobacterium salinarum, the re-
placement of the trimethylcyclohexene ring in the natural chromophore by the p-fluorophenyl fragment does
not block the possibility of the formation of the artificial pigment F-Phe-ESRh from proteorhodopsin ESRh,
which preserves the cycle of photochemical reactions. Certain differences were found in the properties of native
recombinant ESRh and its analogue F-Phe-ESRh, including a shift in the absorption maximum to the short-
wavelength region, the formation of intermediate M at lower pH values, the presence of “long-lived M”, and a
general slowdown in the photocycle. The reduced stability of the resulting proteorhodopsin analog F-Phe-
ESRh to prolonged exposure to visible light was also demonstrated.

Keywords: ESRh microbial proteorhodopsin from Exiguobacterium sibiricum, retinal analogs, Horner–Emmons
olefination
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Предложены простые и удобные методы синтеза неизвестных ранее 2-метилиденовых производных
спермидина (1,8-диамино-2-метилиден-4-азаоктан, 2-Met-Spd) и N1-Ас-спермидина (N1-Ас-1,8-
диамино-2-метилиден-4-азаоктан, N1-Ас-2-Met-Spd), исходя из коммерчески доступного 2-хлор-
метил-3-хлорпропена-1. Целевые соединения были получены в семь стадий с высоким суммарным
выходом. Обсуждаются перспективы их использования для ингибирования FAD-зависимой
N1-ацетилполиаминоксидазы.

Ключевые слова: полиамины, аналоги спермидина, ацетилполиаминоксидаза
DOI: 10.31857/S0132342322060148

ВВЕДЕНИЕ

Биогенные полиамины спермин (Spm) и
спермидин (Spd), представляющие собой низ-
комолекулярные поликатионы, присутствуют в
клетках эукариот в микро- и миллимолярных
концентрациях, что определяет множествен-
ность и жизненную важность их клеточных
функций [1, 2]. Нарушение гомеостаза полиами-
нов не только связано с возникновением злока-
чественных трансформаций (опухолевые клетки
имеют повышенное содержание полиаминов, а
соединения, снижающие их уровень, обладают
противоопухолевой активностью [3, 4] и ис-
пользуются в период ремиссии [5]), но и ассоци-
ировано с развитием некоторых типов панкреа-
тита, синдрома Шнайдер–Робинсона, болезней
Альцгеймера и Паркинсона, атеросклероза, сер-
дечно-сосудистых заболеваний, инсульта, вос-
палительных процессов и заболеваний, связан-
ных со снижением иммунного ответа [6–13].

Соответственно, уровень полиаминов в клетке
необходимо поддерживать на заданном уровне,
что достигается согласованной работой фермен-
тов синтеза и деградации полиаминов, а также
системой их транспорта в клетки. Биосинтез, ак-
тивность и деградация скорость-определяющих
ферментов синтеза (декарбоксилазы орнитина и
S-аденозил-L-метионина – dcAdoMet, рис. 1) и
катаболизма (спермидин/спермин-N1-ацетил-
трансфераза – SSAT и сперминоксидаза – SMOX,
рис. 1) полиаминов тонко регулируются в ответ
на изменения внутриклеточной концентрации
полиаминов. Считается, что FAD-зависимая
N1-ацетилполиаминоксидаза (РАОХ, рис. 1) кон-
ститутивно экспрессируется в большинстве кле-
ток, и ее активность зависит от активности SSAT,
которая синтезирует ацетилированный субстрат.
Однако в клетках опухоли молочной железы экс-
прессия PAOX вариативна, что предполагает су-
ществование регуляторных путей, не характер-
ных для других типов клеток [14].

N1,N4-бис(2,3-Бутадиенил)-1,4-диаминобутан
(MDL-72527, рис. 2) необратимо ингибирует изо-
лированную РАОХ (Ki = 0.09 мкМ, τ1/2 = 2.2 мин
[15]) и проявляет высокую активность в экспери-
ментах в культуре клеток и in vivo. По данным
рентгеноструктурного анализа, движущей силой
необратимого торможения РАОХ под действием
MDL-72527 оказывается присоединение FAD к ал-
леновой системе ингибитора с образованием кова-
лентного аддукта [16]. Вместе с тем MDL-72527 до-
статочно активен и в отношении близкород-
ственной FAD-зависимой SMOX (Ki = 63 мкМ

Cокращения: AdoMetDC – декарбоксилаза S-аденозил-L-
метионина; ODC – орнитиндекарбоксилаза; PAOX –
N1-ацетилполиаминоксидаза; 2-Met-Spd – 1,8-диамино-2-
(метилиден)-4-азаоктан; N1-Ас-2-Met-Spd – N1-(ацетил)-
1,8-диамино-2-(метилиден)-4-азаоктан; Spd – спермидин
(1,8-диамино-4-азаоктан); Spm – спермин (1,12-диамино-
4,9-диазадодекан); SMOX – сперминоксидаза; SSAT –
спермидин/спермин N1-ацетилтрансфераза; N1-Ас-Spd –
N1-(ацетил)-1,8-диамино-4-азаоктан; N1-Ас-Spm –
N1-(ацетил)-1,12-диамино-4,9-диазадодекан.

# Автор для связи: (тел.: +7 (499) 135-60-65; эл. почта:
makhomutov@mail.ru).
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[17]), что в ряде случаев приводит к одновремен-
ному ингибированию PAOX и SMOX в культуре
клеток и in vivo. Это затрудняет оценку вклада
каждого из ферментов в интегральный биологи-
ческий эффект или развитие полиамин-ассоции-
рованного заболевания. Ряд других ингибиторов
РАОХ, созданных на основе α,ω-диаминоалка-
нов и их производных, обладал худшей активно-
стью по сравнению с MDL-72527. При этом фер-
мент-активируемые ингибиторы (suicide inhibi-

tors) PAOX, созданные на основе скелета Spd, до
настоящего времени не известны.

Недавно мы сообщали об использовании для
ингибирования SMOX 2,11-бис(метилиден)-
1,12-диамино-4,9-диазадодекана (2,11-Met2-Spm,
рис. 2), активность которого в отношении SMOX
была близка к активности MDL-72527 [18]. В на-
стоящей работе мы используем этот алгоритм для
получения нового ингибитора FAD-зависимой

Рис. 1. Катаболизм и взаимопревращения полиаминов. PАОX – N1-ацетилполиаминоксидаза, SSAT – спермидин/спер-
мин-N1-ацетилтрансфераза, SMOX – сперминоксидаза, SpdSy – спермидинсинтаза, SpmSy – сперминсинтаза.
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РАОХ и описываем простой и удобный способ
синтеза не известных ранее 1,8-диамино-2-(ме-
тилиден)-4-азаоктана (2-Met-Spd (I), рис. 2)
и N1-Ас-1,8-диамино-2-(метилиден)-4-азаокта-
на (N1-Ас-2-Met-Spd (II), рис. 2), которые пред-
ставляют интерес для изучения особенностей
РАОХ-реакции, а также обладают определенным
потенциалом для ингибирования фермента в
культуре клеток.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее мы исследовали взаимодействие N1-Ac-
производных С-метилированных аналогов Spd
(рис. 3) с РАОХ и показали, что продуктивность
взаимодействия этих соединений с ферментом
можно регулировать, перемещая метильную
группу по скелету Spd. Так, N1-Ac-3-MeSpd не
расщепляется РАОХ, по-видимому, из-за стери-
ческих эффектов метильной группы, а N1-Ac-2-
MeSpd и N1-Ac-1-MeSpd оказались субстратами
фермента [19]. Таким образом, метильный заме-
ститель во втором положении Spd, как минимум,
не препятствует его окислительному расщепле-
нию под действием РАОX.

Мы предположили, что N1-Ac-2-Met-Spd (II)
должен связываться в активном центре РАОХ и,

возможно, претерпевать субстратоподобные пре-
вращения, которые приведут к промежуточному
образованию основания Шиффа, сопряженного
с двойной связью ингибитора (рис. 4). По дан-
ным рентгеноструктурного анализа фермент-ко-
фермент-субстратного комплекса, остаток Tyr430
находится на расстоянии 3.4 Å от расщепляемой
связи [16], и нельзя исключить возможность при-
соединения фенольного гидроксила Tyr430 по ак-
тивированной кратной связи. Наконец, если окис-
лительное расщепление N1-Ac-2-Met-Spd (II) все
же приведет к образованию путресцина, то вто-
рым продуктом реакции будет 2-(ацетиламино-
метилен)акриловый альдегид, который также
способен присоединять нуклеофильную группу
боковой цепи одной из аминокислот, формирую-
щих активный центр РАОХ (рис. 4).

Синтезированный в настоящей работе 2-Met-
Spd (I) (рис. 2) представляет самостоятельный ин-
терес. Исследование взаимодействия С-метилиро-
ванных аналогов Spd (рис. 3) с SSAT и активности
соединений в культуре клеток показало, что суб-
стратные свойства таких аналогов Spd можно регу-
лировать, перемещая метильную группу по скеле-
ту Spd [20]. Так, 1-MeSpd и 3-MeSpd не были суб-
стратами SSAT, тогда как 2-MeSpd достаточно
эффективно превращается в N1-Ac-2-MeSpd. В то
же время все три аналога проникают в клетки

Рис. 3. C-Метилированные аналоги Spd и их N1-Ac-производные.
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DU145, используя систему транспорта полиами-
нов, и поддерживают рост клеток с истощенным
пулом Spd [20]. Соответственно, следует ожи-
дать, что и 2-Met-Spd (I) будет проникать в клет-
ки, и, если он окажется субстратом SSAT, то этот
аналог Spd будет представлять собой проинги-
битор PAOX.

Одной из ключевых стадией синтеза аналогов
и производных полиаминов служит создание свя-
зей C−N в “скелете” полиаминов, и для этих це-
лей используются разнообразные методы [21].
В настоящей работе в качестве исходного соеди-
нения для получения целевых 2-Met-Spd (I) и
N1-Ac-2-Met-Spd (II) использовали коммерче-
ски доступный N-(трет-бутилоксикарбонил)-
1,4-диаминобутан (III), который превращали в
нозильное производное (IV) и затем алкилирова-
ли 1-фталимидо-2-метилиден-3-хлорпропаном в
DMF при 55°C в течение 8 ч в присутствии K2CO3
(схема 1). Затем Ns-защитную группу удаляли
“one-pot” действием PhSH/K2CO3 в DMF, и Вос-
Pht-триамин (V) выделяли колоночной хромато-

графией на силикагеле (алкилирование избытка
1,4-диаминобутана 1-фталимидо-2-метилиден-3-
хлорпропаном в THF при комнатной температуре
проходило неоднозначно и приводило к набору
трудноразделяемых продуктов). Дальнейшие пре-
вращения включали введение Вос-защитной груп-
пы по вторичной аминогруппе соединения (V), что
привело к получению тризащищенного триамина
(VI), и удаление фталильной защитной группы
гидразинолизом, что позволило получить ди-Вос-
триамин (VII), который выделяли колоночной
хроматографией на силикагеле. После удаления
Вос-защитных групп действием HCl/EtOH был
получен целевой тригидрохлорид 2-Met-Spd (I) с
суммарным выходом 41%, в расчете на Вос-ди-
амин (III). Для получения N1-Ac-2-Met-Spd (II)
(схема 1) свободную аминогруппу ди-Вос-триа-
мина (VII) ацетилировали AcCl и затем удаляли
Вос-защитные группы действием HCl/EtOH, что
привело к получению целевого дигидрохлорида
N1-Ac-2-Met-Spd (II) с суммарным выходом 45%,
считая на Вос-диамин (III).

Схема 1. Синтез 2-Met-Spd (I) и N1-Ac-2-Met-Spd (II). i – NsCl/CH2Cl2/Et3N;
ii – Pht=NCH2C(CH2)CH2Cl/DMF/K2CO3/50°C; iii – PhSH/DMF/K2CO3; iv – Boc2O/диоксан;

v – H2NNH2 . H2O/EtOH/Δ; vi – AcCl/Et3N/CH2Cl2; vii – HCl/EtOH.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
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хлорангидрид 2-нитробензолсульфокислоты (NsCl),
триэтиламин (Et3N), Вос2О и безводный K2CO3 –
все реактивы фирмы Aldrich (США). Синтез 1-
фталимидо-2-метилиден-3-хлорпропана был
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осуществлен исходя из 2-хлорметил-3-хлорпро-
пена-1 и фталимида калия согласно методу, опи-
санному ранее [22].

Колоночную хроматографию выполняли на
силикагеле Kieselgel (40–63 мкм; Merck, Герма-
ния), системы для элюции указаны в тексте.
ТСХ проводили на пластинках Kieselgel 60 F254
Plates (Merck, Германия) в следующих системах:
EtOAc–гексан, 1 : 2 (А); СH2Cl2–МеOH–
NH4OH (25%), 100 : 5 : 0.5 (Б); диоксан–NH4OH
(25%), 100 : 1 (В); СH2Cl2–MeOH, 95 : 5 (Г); ди-
оксан–NH4OH (25%), 7 : 3 (Д). Соединения на
хроматограммах визуализировали по УФ-погло-
щению, Boc-производные – при помощи бром-
фенолового синего, а соединения со свободной
аминогруппой – с использованием цветной реак-
ции с нингидрином.

Спектры 1Н- и 13С-ЯМР регистрировали на
спектрометре AM-300 (Bruker, Германия) в CDCl3
и D2O, внутренние стандарты – Me4Si (CDCl3) и
натриевая соль 3-триметилсилилпропан-сульфо-
кислоты (D2O). Химические сдвиги приведены в
миллионных долях, КССВ – в герцах. Температу-
ру плавления определяли в открытом капилляре
на приборе Mel-Temp 1202D (Electrotermals, Ве-
ликобритания).

N1-(2-Нитрофенилсульфонил)-N4-(трет-бутил-
оксикарбонил)-1,4-диаминобутан (IV). К охлажден-
ному до 4°C раствору 4.85 г (25.8 ммоль) N1-(трет-
бутилоксикарбонил)-1,4-диаминобутана (III) в
смеси 4.5 мл (33.2 ммоль) Et3N и 50 мл абс. CH2Cl2
добавляли при перемешивании в течение 60 мин
раствор 5.21 г (23.5 ммоль) NsCl в 30 мл абс. CH2Cl2,
перемешивали в течение 3 ч при 4°C и еще 4 ч при
20°C. Осадок отфильтровывали, фильтрат промы-
вали последовательно 1 М NaHCO3 (4 × 25 мл), H2O
(15 мл), 10%-ной лимонной кислотой (5 × 25 мл),
H2O (15 мл), 5 М NaCl (2 × 25 мл) и высушивали
над MgSO4. Растворитель отгоняли в вакууме.
Получили 8.24 г (94%) соединения (IV) в виде гу-
стого масла, Rf 0.15 (А).

1H-ЯМР (CDCl3) δ: 8.17–8.09 (1H, м, Ns), 7.89–
7.82 (1H, м, Ns), 7.79–7.69 (2H, м, Ns), 5.36 (1H,
уш.с, NHNs), 4.53 (1H, уш.с, BocNH), 3.16–3.02
(2H, м, CH2NHNs), 1.61–1.46 (2H, м, CH2NHBoc +
+ (CH2)2CH2NH), 1.42 (9H, с, C(CH3)3).

13C-ЯМР (CDCl3) δ: 156.1, 148.3, 133.9, 133.7,
132.9, 131.2, 125.5, 79.4, 43.6, 40.0, 28.5 (3C), 27.3, 27.0.

N1-(Фталоил)-N8-(трет-бутилоксикарбонил)-
1,8-диамино-2-(метилиден)-4-азаоктан (V). Смесь
7.84 г (21.0 ммоль) соединения (IV), 5.94 г
(25.2 ммоль) 1-фталимидо-2-метилиден-3-хлор-
пропана и 11.6 г (84.1 ммоль) безводного K2CO3 в
50 мл абс. DMF перемешивали в течение 8 ч при
55°C, затем добавляли 4.2 мл (37.5 ммоль) PhSH и
3.15 г (22.5 ммоль) безводного K2CO3, перемеши-

вали еще 3 ч при 20°C. Осадок отфильтровывали,
фильтрат упаривали досуха при 0.5 мм Hg, оста-
ток растворяли в абс. CH2Cl2, последовательно
промывали H2O (25 мл) и 5 М NaCl (2 × 25 мл),
высушивали над MgSO4. Растворитель отгоняли в
вакууме, остаток очищали колоночной хромато-
графией на SiO2 (160 г), элюируя CH2Cl2–MeOH–
NH4OH (25%), 100 : 3 : 0.3. Фракции, содержащие
соединение (V), объединяли, упаривали в вакууме
досуха, высушивали в вакууме над P2O5/KOH.
Получили 6.97 г (86%) соединения (V), Rf 0.33 (Б).

1H-ЯМР (CDCl3) δ: 7.88–7.81 (2H м, Pht),
7.75–7.67 (2H м, Pht), 5.09–5.04 (1Н, м, C=СН2),
5.01–4.96 (1Н, м, C=СН2), 4.76 (1H, уш. c,
=CCH2NH), 4.30 (2Н, с, СН2N=Pht), 3.25 (2H, c,
=CCH2NH), 3.16–3.04 (2H, м, NHCH2CH2), 2.61–
2.53 (2H, м, CH2NHBoc), 1.54–1.45 (5Н, м, NH +
+ CH2CH2CH2NHBoc), 1.42 (9H, c, С(СH3)3).

13C-ЯМР (CDCl3) δ: 168.3, 156.1, 142.0, 134.1,
132.2 123.5, 113.4, 79.1, 53.1, 48.8, 40.9, 40.6, 28.6,
27.9, 27.4.

N4,N8-ди-(трет-Бутилоксикарбонил)-1,8-ди-
амино-2-(метилиден)-4-азаоктан (VII). К раствору
6 г (15.5 ммоль) соединения (V) в 50 мл диоксана
добавляли 3.7 г (17 ммоль) Вос2О и перемешивали
в течение 4 ч при 20°С. Реакционную смесь упа-
ривали в вакууме досуха, остаток растворяли в
5 мл CH2Cl2 и очищали колоночной хроматогра-
фией на SiO2 (60 г), элюируя CH2Cl2, а затем
CH2Cl2–MeOH, 100 : 2. Фракции, содержащие
соединение (VI), объединяли, упаривали в вакуу-
ме досуха, к остатку добавляли раствор 0.6 мл
(12 ммоль) N2H4 

. H2O в 35 мл EtOH и кипятили
при перемешивании 5 ч. Осадок отфильтровыва-
ли, фильтрат упаривали в вакууме досуха, остаток
очищали колоночной хроматографией на SiO2
(130 г), элюируя смесью диоксан–NH4OH (25%),
100 : 0.5. Фракции, содержащие соединение (VII),
объединяли, упаривали в вакууме досуха. После
высушивания в вакууме над P2O5/KOH получили
2.1 г (63%, в расчете на соединение (V)) соедине-
ния (VII) в виде густого масла, Rf 0.46 (В).

1H-ЯМР (CDCl3) δ: 5.04–4.99 (1Н, м, C=СН2),
4.89–4.83 (1Н, м, C=СН2), 4.56 (1Н, уш.с.,
NHBoc), 3.86 (2Н, c, BocNCH2С=), 3.25–3.03
(6H, м, BocNНCH2СН2 + NH2CH2С= +
+ BocNCH2СН2), 1.59–1.35 (24Н, м, NH2 +
+N(C(О)О(CH3)3)CH2CH2CH2CH2NHС(О)ОC(CH3)3).

13C-ЯМР (CDCl3) δ: 156.1, 147.3, 110.9, 110.3,
79.8, 79.2, 50.1, 49.5, 46.0, 44.9, 40.4, 28.6, 27.6, 25.5.

N1-Ацетил-N4,N8-ди-(трет-бутилоксикарбонил)-
1,8-диамино-2-(метилиден)-4-азаоктан (VIII). К
раствору 1 г (2.8 ммоль) соединения (VII) и 0.73 мл
(5.25 ммоль) Et3N в 6 мл абс. СH2Cl2 при 4°С добав-
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ляли при перемешивании в течение 20 мин раствор
0.25 мл (3.5 ммоль) AcCl в 3 мл абс. СH2Cl2. Реакци-
онную смесь перемешивали в течение 3 ч при ком-
натной температуре, добавляли 1 мл абс. МеОН,
перемешивали при комнатной температуре еще
20 мин, разбавляли вдвое СH2Cl2 и затем последова-
тельно промывали 1 М NaHCO3 (3 × 5 мл), H2O
(5 мл), 10%-ной лимонной кислотой (3 × 10 мл),
H2O (5 мл), 5 М NaCl (2 × 10 мл), высушивали над
MgSO4 и упаривали в вакууме досуха. Получили
1.1 г (98%) соединения (VIII) в виде густого масла,
Rf 0.33 (Г).

1H-ЯМР (CDCl3) δ: 6.56 (1H, уш.с., NHAc),
5.12–5.02 (1Н, м, C=СН2), 4.98–4.91 (1Н, м,
C=СН2), 4.61 (1Н, уш.с., NHBoc), 3.87–3.74
(4Н, м, AcNHCH2С= + BocNCH2С=), 3.20–
3.04 (4H, м, BocNНCH2СН2 + BocNCH2СН2),
1.99 (3H, c, CH3C(O)NH), 1.57–1.36 (22Н, м,
N(C(О)О(CH3)3)CH2CH2CH2CH2NHC(О)О(CH3)3).

13C-ЯМР (CDCl3) δ: 170.1, 156.2, 142.1, 114.5,
112.0, 80.1, 79.3, 49.7, 46.3, 42.00, 40.3, 28.5, 27.6,
25.4, 23.4.

Тригидрохлорид 1,8-диамино-2-(метилиден)-4-
азаоктана (VIII). К раствору 0.49 г (1.36 ммоль) со-
единения (VII) в 3 мл абс. EtОН добавляли 2 мл
10 М HCl/EtOH, через 4 ч при 20°С реакционную
смесь упаривали в вакууме досуха, остаток соупа-
ривали с абс. EtOH (3 × 10 мл). Остаток растирали
со смесью EtOH/Et2O (1 : 3), осадок отделяли
центрифугированием. После высушивания в ва-
кууме над P2O5/KOH получили 287 мг (79%) со-
единения (VIII), Rf 0.28 (Д). Аналитический обра-
зец перекристаллизовывали из MeOH/EtOH,
т. пл. 178–179°С.

1H-ЯМР (D2O) δ: 5.61–5.57 (1Н, м, C=СН2),
5.56–5.52 (1Н, м, C=СН2), 3.77 (2Н, с,
=CСН2NH2), 3.72 (2Н, с, =ССН2NH), 3.20–3.10
(2H, м, CH2CH2NН2), 3.09–2.99 (2H, м,
NНCH2CH2), 1.88–1.69 (4H, м, CH2CH2CH2NН2).

13C-ЯМР (D2O) δ: 132.7, 120.4, 49.4, 47.2, 41.4,
38.9, 24.0, 22.7.

HRESIMS: m/z вычислено для C8H19N3
[M + H]+: 158.1657. Найдено: 158.1661.

Дигидрохлорид N1-ацетил-1,8-диамино-2-(ме-
тилиден)-4-азаоктана (II). К раствору 1.1 г
(2.8 ммоль) соединения (VIII) в 7 мл абс. EtОН
добавляли 3 мл 10 М HCl/EtOH, через 4 ч при
20°С реакционную смесь упаривали в вакууме до-
суха, остаток соупаривали с абс. EtOH (3 × 10 мл).
Остаток растирали со смесью EtOH/Et2O (1 : 3),
осадок отделяли центрифугированием. После
высушивания в вакууме над P2O5/KOH получили
0.66 г (88%) соединения (II), Rf 0.54 (Д). Аналити-
ческий образец перекристаллизовывали из
MeOH/EtOH, т. пл. 154–155°С.

1H-ЯМР (D2O) δ: 5.35–5.30 (1Н, м, C=СН2),
5.29–5.24 (1Н, м, C=СН2), 3.82 (2Н, с,
=CСН2NH2), 3.63 (2Н, с, =ССН2NH), 3.14–
2.96 (4H, м, CH2CH2NН2 + NНCH2CH2), 2.01
(3Н, с, СН3С(О)NH), 1.84–1.65 (4H, м,
NНCH2CH2CH2CH2NН2).

13C-ЯМР (D2O) δ: 174.7, 136.2, 118.0, 49.3, 46.8,
42.0, 38.9, 24.0, 22.7, 21.8.

HRESIMS: m/z вычислено для C10H21N3O
[M + H]+: 200.1763. Найдено: 200.1762.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложен и реализован удобный семиста-

дийный способ синтеза неизвестных ранее 2-ме-
тилиденовых производных спермидина 2-Met-
Spd и N1-Ac-2-Met-Spd, позволяющий получать
данные целевые вещества с высокими суммарны-
ми выходами. Полученные соединения могут слу-
жить полезными инструментами в исследовании
метаболизма полиаминов, а именно представляют
интерес для изучения особенностей РАОХ-реак-
ции, а также обладают определенным потенциалом
для ингибирования фермента в культуре клеток.
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Synthesis of 2-Methylidene Spermidine and Its N1-Acetylated Derivative
M. A. Khomutov*, # and A. R. Khomutov*

#Phone: +7 (499) 135-60-65; e-mail: makhomutov@mail.ru
*Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 32, Moscow, 119991 Russia

Simple and practical synthetic protocols are developed for the preparation of earlier unknown 2-methylidene
derivatives of spermidine and N1-Ас-spermidine, i.e., 1,8-diamino-2-methylidene-4-azaoctane (2-Met-
Spd) and N1-(acetyl)-1,8-diamino-2-methylidene-4-azaoctane (N1-Ас-2-Met-Spd), respectively. Target
compounds were obtained each in seven steps with high overall yields starting from the commercially available
2-chloromethyl-3-chloropropene-1. Possible application of newly synthesized spermidine analogues for the
inhibition of FAD-dependent N1-acetyl polyamine oxidase is discussed.

Keywords: polyamines, spermidine analogs, acetylpolyamine oxidase
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РОДА Keroplatus (INSECTA: DIPTERA: KEROPLATIDAE)1
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Личинки некоторых видов грибных комаров рода Keroplatus семейства Keroplatidae (Diptera, Bibio-
nomorpha) способны испускать свечение синего цвета. Биолюминесценция Keroplatidae наименее
изучена среди всех наземных насекомых, и на данный момент известны лишь единичные факты о
биологии и биохимии этого процесса. В данной работе мы приводим первые результаты изучения
биохимии светящихся личинок Keroplatus testaceus, содержащих рибофлавин в достаточно высокой
концентрации. Мы предполагаем, что рибофлавин может быть одним из участников процесса био-
люминесценции Keroplatus spp.

Ключевые слова: Keroplatus, биолюминесценция, рибофлавин, Diptera, ЯМР-спектроскопия, витамины
DOI: 10.31857/S0132342322060161

ВВЕДЕНИЕ

Биолюминесценция, или способность излучать
свет, среди насекомых встречается у представите-
лей трех отрядов: Жесткокрылые, Двукрылые и
Коллемболы. Механизмы биолюминесценции
жесткокрылых хорошо изучены, в то время как
знаний о молекулярных основах свечения двукры-
лых недостаточно. Отряд двукрылых включает в
себя только одну группу видов, обладающих био-
люминесценцией, – это грибные комары семей-
ства Keroplatidae, к которым относятся ~1000 ви-
дов, объединенных в 100 родов [1]. Среди них
способны светиться лишь представители не-
скольких отдельных видов – это виды рода Arach-
nocampa (Edwards, 1924) из подсемейства Arachno-
campinae (Австралия и Новая Зеландия) [2], вид
Orfelia fultoni (Fisher, 1940) подсемейства Kero-
platinae (триба Orfeliini) (Северная Америка) [3] и,
наконец, виды рода Keroplatus (Bosc, 1792) (Евро-
па и северная часть Азии), а также недавно от-

крытый вид Neoceroplatus betaryensis (Falaschi,
Johnson & Stevani, 2019) (Бразилия) подсемейства
Keroplatinae, триба Keroplatini [4].

Светоизлучение у насекомых Keroplatidae ос-
новано на каталитическом окислении молекулы
люциферина при участии фермента люциферазы
[5, 6], однако в морфологии, физиологии и хими-
ческой природе биолюминесценции двукрылых
разных подсемейств мало общего [7]. У личинок
Arachnocampa spp. светится брюшко, а в излуче-
нии света участвуют мальпигиевы сосуды [8].
Биолюминесцентная система Arachnocampa lumi-
nosa относится к АТР-зависимым, а молекула лю-
циферина, по всей видимости, состоит из остат-
ков тирозина и ксантуреновой кислоты [9].
У личинок O. fultoni светятся пять передних сег-
ментов и брюшко [10], сама реакция биолюми-
несценции не зависит от кофакторов и, вероятно,
имеет схожий с видами Keroplatini механизм [11].
У представителей Keroplatus spp. за счет белковых
гранул жирового тела светится все тело личинки
[12]. Сами личинки создают слизистую паутину
под древесными грибами и излучают синий свет
(λmax = 460 нм) [13]. Биолюминесценция личи-
нок Keroplatus впервые была описана в середине
XIX в. [14] на примере K. tipuloides (Bosc, 1792)

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi
10.31857/S0132342322060161 для авторизованных пользова-
телей.

# Авторы для связи: (эл. почта: alexey_kotlobay@ibch.ru;
zkaskova@ibch.ru).

УДК 543.544.5.068.7;577.164.12;591.148.1

EDN: QSSUZX
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(=K. sesioides Wahlberg, 1839) и несколько раз под-
тверждалась уже позднее [3, 15, 16]. Биохимия
биолюминесценции Keroplatus, а также ее биоло-
гическая и экологическая функции до сих пор
остаются одними из наименее изученных аспек-
тов биологии среди всех светящихся насекомых.
В данной работе мы сообщаем о рибофлавине
(витамине B2) как об одном из флуоресцентных
соединений, обнаруженных в относительно вы-
сокой концентрации [17] в личинках Keroplatus
testaceus. Мы предполагаем, что рибофлавин мо-
жет иметь отношение к химизму свечения этого
вида Keroplatidae.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для данного исследования личинки Keroplatus
были собраны c нижней поверхности трутовиков
на территории Государственного природного за-
поведника “Кивач” в Карелии (рис. 1) в июне–
июле 2020 г. Для сохранения компонентов био-
люминесцентной системы биоматериал сразу по-
сле сбора замораживали в алюминиевой фольге с
помощью сухого льда, а затем перемещали в лабо-
раторную морозильную камеру для дальнейшего
хранения при температуре –70°C. Несколько не-
замороженных живых личинок были перевезены
в лабораторию для определения вида. Как мы и
предполагали изначально, собранные личинки

принадлежали к виду K. testaceus, наиболее рас-
пространенному в данном регионе.

Для первичного исследования биолюминес-
центной системы Keroplatus мы сосредоточились
на выделении флуоресцентных компонентов из
экстрактов личинок, которые могли бы быть воз-
можными молекулами оксилюциферина [18].
Среди ряда полученных экстрактов (в этаноле,
ацетоне, гексане, водных буферах и др.), приго-
товленных из замороженных личинок K. testaceus,
водные экстракты проявляли наиболее интенсив-
ную флуоресценцию (рис. 2a, врезка). Оптимиза-
ция условий экстракции (включая выбор опти-
мальной температуры и состава буфера) позволи-
ла получить флуоресцентный экстракт, который
затем фильтровали с помощью ультрафильтраци-
онной мембраны для удаления высокомолеку-
лярных примесей. В результате все флуоресцент-
ные компоненты оказывались исключительно в
фильтрате. Далее полученный образец подверга-
ли процедуре очистки методом ВЭЖХ (рис. 2a).
Фракции, содержащие флуоресцентные соедине-
ния, идентифицировали путем измерения флуо-
ресценции и поглощения при 366 нм, собирали
отдельно, лиофильно высушивали и использова-
ли для дальнейшего анализа. Последовательная
серия хроматографических экспериментов поз-
волила выделить из биомассы личинок K. testaceus
~3.5 опт. ед. индивидуального флуоресцентного

Рис. 1. Личинка Keroplatus spp. на нижней поверхности трутовика (масштабный отрезок 20 мм).
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Рис. 2. Очистка и определение структуры флуоресцентного вещества – рибофлавина (витамина B2) – из личинок
Keroplatus spp.: (a) – хроматографический профиль водного экстракта из лиофилизированных личинок Keroplatus spp.
Красной стрелкой отмечена флуоресцентная фракция. Врезка – спектр флуоресценции водного экстракта из заморо-
женных личинок Keroplatus spp. (возбуждение при 366 нм); (б) – 1H-13C HSQC ЯМР-спектр с редактированием в со-
ответствии с мультиплетностью сигналов для флуоресцентного соединения из личинок Keroplatus (красный и розо-
вый), наложенный на ЯМР-спектр стандартного образца рибофлавина (синий и голубой) при тех же условиях.
Врезка – условия проведения ЯМР-экспериментов (более подробную информацию см. в “Эксперим. части”) и хими-
ческая структура рибофлавина с нумерацией атомов (зеленый), совпадающей с метками пиков и химическими сдви-
гами в табл. S1 (см. дополнительные материалы).
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соединения. Полученный образец анализировали
методом ЯМР-спектроскопии и масс-спектро-
метрии высокого разрешения. Комбинацией
ЯМР-экспериментов (рис. 2б; рис. S1 и табл. S1 в
дополнительных материалах) и ВЭЖХ-анализа
полученного образца в сравнении с коммерчески
доступным рибофлавином (витамин B2) была по-
казана идентичность данных соединений. Масс-
спектрометрией высокого разрешения было уста-
новлено наличие в природном образце молеку-
лярных ионов рибофлавина при положительном
и отрицательном режимах съемки. Концентрация
рибофлавина в биомассе личинок Keroplatus testa-
ceus достаточно высока – 3.4 опт. ед. на 1 г био-
массы, что соответствует 83 мкг рибофлавина на
1 г биомассы.

Биологическое и экологическое значение био-
люминесценции двукрылых до сих пор изучено
мало. Личинки Arachnocampa luminosa – хищни-
ки, обитают в темных пещерах. Предположитель-
но, они используют светоизлучение для привле-
чения добычи в липкие нити создаваемых ими
охотничьих сетей [19]. Хищные Orfelia fultoni так-
же используют свечение для привлечения и за-
хвата добычи в липкую паутину [20].

В то же время о биологии, и особенно о биохи-
мии и экологической функции биолюминесцен-
ции Keroplatus известно очень мало. Свечение
Keroplatus было впервые описано более ста лет на-
зад [14], а представители этого рода очень редки.
На данный момент существуют предложения ис-
пользовать Keroplatus в качестве биоиндикатора
состояния лесных экосистем, в том числе для от-
слеживания изменений экологического состоя-
ния конкретных биотопов и охраны природы [21].
Личинки Keroplatus spp. питаются грибными спо-
рами и мелкими беспозвоночными [22]. Они ис-
пускают видимый свет с самой короткой длиной
волны излучения среди всех наземных членисто-
ногих. Возможно, он используется для привлече-
ния потенциальной добычи, как и у других Kero-
platidae. Поскольку личинки склонны избегать
солнечного света, существует гипотеза о том, что
биолюминесценция может иметь защитную функ-
цию [23]. По другому предположению, свет может
быть направлен на гриб, чтобы он произвел боль-
ше спор [23]. Биолюминесцентная система Kero-
platus уникальна и выступает одной из наименее
изученных среди представителей всех наземных
видов насекомых. Любые новые данные могут
быть полезны для дальнейшего понимания при-
роды и химизма биолюминесценции Keroplatidae.

Рибофлавин (витамин В2) – исходное соеди-
нение в биосинтезе коферментов флавинмоно-
нуклеотида (FMN) и флавинадениндинуклеотида
(FAD). Биосинтез рибофлавина осуществляется в
клетках бактерий, грибов и растений, но не в
клетках животных [24]. Высокая концентрация

витамина B2 в личинках Keroplatus указывает на
то, что особи накапливают его по какой-то опре-
деленной причине. В качестве витамина рибо-
флавин необходим для трансформации насеко-
мого из стадии личинки в стадию имаго. Также
мы предполагаем, что он может иметь отношение
к биолюминесценции Keroplatus, но для опреде-
ления точной роли рибофлавина в свечении ли-
чинок требуется установление структуры всех
участников данного процесса. Известно, что ри-
бофлавин и FMN – это светоизлучатели в бакте-
риальной биолюминесцентной системе [25–27],
и их спектры эмиссии могут изменяться в резуль-
тате ковалентного связывания с белком. Инте-
ресно, что недавние эксперименты с родственной
биолюминесцентной системой вида Orfelia fultoni
показали наличие в “горячих” экстрактах флуо-
ресцентного зелено-желтого пигмента неизвест-
ной структуры с максимумом флуоресценции в
области 543 нм [11], который также может быть
рибофлавином, однако данное предположение
требует дополнительного подтверждения. Для
установления потенциальной роли рибофлавина
или его метаболитов в реакции биолюминесцен-
ции Keroplatus необходимы дальнейшие исследо-
вания.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Сбор биоматериала. Личинок Keroplatus testa-

ceus собирали с нижней стороны грибов трутови-
ков, растущих на упавших деревьях, в Государ-
ственном природном заповеднике “Кивач” с раз-
решения администрации. Заповедник “Кивач”
находится на расстоянии 27 км от г. Кондопога и
80 км от г. Петрозаводск. Географические коорди-
наты: N 62.16126 E 33.58969. Адрес: 186220, Респуб-
лика Карелия, Кондопожский район, пос. Кивач,
ул. Заповедная, 14. Собранных личинок помеща-
ли в алюминиевую фольгу (по 2–3 личинки на
лист площадью 12–14 см2) и замораживали с по-
мощью сухого льда для транспортировки и даль-
нейшего хранения в лаборатории в морозильной
камере при температуре –70°C. Несколько неза-
мороженных живых личинок перевезли в лабора-
торию для определения вида.

Определение вида. Род Keroplatus в Карелии
представлен тремя близкими видами: K. testaceus
(Dalman, 1918), K. dispar (Dufour, 1839) и K. tuvensis
(Zaitzev, 1991) [28]. Все виды имеют схожий внеш-
ний вид и могут быть достоверно идентифициро-
ваны по различиям в строении гениталий самцов,
а именно по форме вентрального отростка гоно-
кокситов [22]. По нашим предположениям, со-
бранные личинки принадлежат к наиболее рас-
пространенному в данном регионе виду K. testa-
ceus. Достоверное определение до видового уровня
на личиночных стадиях развития в данной группе
практически невозможно, поэтому 28.06.2020 г.
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несколько живых личинок были помещены в
камеру для выведения имаго. В результате
09.07.2020 г. была получена одна взрослая самка.
Самки K. testaceus отличаются от K. dispar особен-
ностями жилкования крыльев (субкоста заканчи-
вается примерно на уровне конца отрезка слия-
ния радиальной и медиальной жилок) и формой
церок (наибольшая толщина приходится на сред-
нюю часть) [29, 30]. Идентификация, которую
проводили по ключу Matile [29], подтвердила, что
данная особь принадлежит к виду K. testaceus
(рис. S2 в дополнительных материалах). Учиты-
вая тот факт, что личинки были собраны на до-
статочно ограниченной территории, на сходных
субстратах и в одно и то же время, мы предполага-
ем, что все они принадлежат к одному виду.

Получение экстрактов из биомассы. Две–три
замороженные личинки K. testaceus (~0.2 г) пере-
тирали в жидком азоте с помощью ступки и пе-
стика. Полученный в результате измельчения по-
рошок переносили в 1 мл TBS-буфера (50 мM
Tris-HCl, 2 мM ЭДTA, pH 7.5) и инкубировали
30 мин на ледяной бане при постоянном переме-
шивании. Затем образец центрифугировали в те-
чение 15 мин при 4°C и 15 000 g. Полученный в ре-
зультате надосадочный раствор, содержащий ис-
следуемые соединения, переносили в отдельную
пробирку и использовали для процедуры ультра-
фильтрации перед дальнейшим разделением или
лиофильно высушивали для хранения при темпе-
ратуре –70°C.

Ультрафильтрация. Раствор экстракта биомас-
сы переносили в ультрафильтрационную ячейку
3 kDa Amicon® Ultra Centrifugal Filter Unit (Merck
Millipore, Германия) и осуществляли процедуру
ультрафильтрации согласно инструкции произ-
водителя. Проводили детекцию флуоресценции:
флуоресценция наблюдалась только в профиль-
трованных образцах, которые в дальнейшем ис-
пользовали для исследования методом обращен-
но-фазовой хроматографии.

ВЭЖХ-анализ. Для анализа образца методом
обращенно-фазовой хроматографии использова-
ли колонку Luna 5 μм C18(2) 100 Å (4.6 × 250 мм;
Phenomenex, США), установленную на хромато-
графическую систему (Shimadzu Corporation,
Япония). Состав растворов подвижной фазы был
следующим: раствор А – 0.1%-ный водный рас-
твор трифторуксусной кислоты, раствор Б –
0.08%-ный раствор трифторуксусной кислоты в
ацетонитриле. Разделение проводили в линейном
градиенте раствора Б от 25 до 45% в течение
20 мин при скорости потока 1 мл/мин. Во время
разделения детектировали поглощение выходив-
шего после колонки раствора при длине волны
проходящего света 222 и 366 нм. Фракции, содер-
жащие исследуемые соединения, собирали по от-
дельности и затем лиофильно высушивали.

Регистрация спектров флуоресценции. Для ре-
гистрации спектров флуоресценции использова-
ли спектрометр Cary Eclipse Fluorescence Spec-
trometer (Agilent Technologies, США). Для прове-
дения измерения лиофильно высушенный
образец растворяли в 1 мл TBS-буфера (50 мM
Tris-HCl, 2 мM ЭДTA, pH 7.5). Коррекцию фона
производили по измерению флуоресценции чи-
стого TBS-буфера.

ЯМР-спектроскопия. ЯМР-спектры реги-
стрировали на ЯМР-спектрометре Avance III
800 МГц (Bruker, Германия), снабженном крио-
датчиком 5 мм CPTCI. Для этого лиофилизиро-
ванную флуоресцентную фракцию растворяли в
D2O (330 мкл), значение pH 8.9 определяли с ис-
пользованием настольного pH-метра Orion 2-star
(Thermo Scientific, США). Образец переносили в
5-мм ЯМР-ампулу Shigemi со стеклянным плун-
жером для максимальной концентрации и повы-
шенной ЯМР-чувствительности. 1D и 2D ЯМР-
спектры регистрировали при 20°C. Получили
спектры 1D 1H-ЯМР с предварительным насы-
щением сигнала воды, 2D 1H-13C-HSQC с редак-
тированием спектра в соответствии с мульти-
плетностью сигналов (рис. 2б) и 2D DQF-COSY
(рис. S1 в дополнительных материалах). Полу-
ченных данных было достаточно для однознач-
ной идентификации рибофлавина как един-
ственного вещества в образце. Его идентичность
была подтверждена сравнением со стандартом
рибофлавина (Sigma-Aldrich, США), аналогичные
спектры были получены для образца стандарта в
D2O при pH 8.9 и температуре 20°C на ЯМР-спек-
трометре Avance III 600 МГц (Bruker, Германия),
снабженном криодатчиком 5 мм CPTXI. Величины
химических сдвигов нормировали относительно
сигнала HOD (4.826 м.д. при 20°C [31]). Отнесе-
ние ЯМР-сигналов рибофлавина соответствова-
ло данным, полученным из SDBS (Spectral Data-
base for Organic Compounds), номер соединения
2254 (https://sdbs.db.aist.go.jp).

Масс-спектрометрический анализ. Масс-спек-
трометрический анализ высокого разрешения
для очищенных образцов проводили на масс-
спектрометре QExactive Plus Orbitrap (Thermo
Fisher Scientific, США). Образцы разделяли на
хроматографе Ultimate 3000 RSLCnano (Thermo
Fisher Scientific, США) и подавали в масс-спек-
трометр через источник ионизации электроспре-
ем. Разделение образцов проводили на колонке
Zorbax C8 2 × 150 мм (Agilent, США) в линейном
градиенте раствора Б от 15 до 99% в течение 8 мин
при скорости потока 200 мкл/мин. В качестве бу-
феров для разделения использовали 0.1%-ный рас-
твор муравьиной кислоты, 10 мM формиат аммо-
ния в воде (раствор А); 0.1%-ный раствор муравьи-
ной кислоты, 10 мM формиат аммония в 90%-ном
ацетонитриле, 10% воды (раствор Б). Данные по-
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лучали в режиме зависимых сканирований (DDA –
Data Dependent Acquisition) с регистрацией спек-
тров в позитивном и негативном режимах иони-
зации в диапазоне масс 250–2000 а.е.м. и разре-
шении 35K для спектров MS1. MS2-спектры по-
лучали при разрешении 17.5K с использованием
ступенчатой энергии ионизации (N)CE 15, 30, 45
и окном изоляции родительских ионов шириной
1.4 m/z. Для выделенного из биомассы соедине-
ния были детектированы m/z 377.1470 ([M + H]+)
и 375.1285 ([M – H]–) при вычисленной массе
для молекулы с атомарным составом C17H20N4O6
для ионов ([M + H]+) m/z = 377.1456 и ([M – H]–)
m/z = 375.1310.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В связи с редкостью, небольшими размерами и

скрытным образом жизни изучение грибных ко-
маров Keroplatus spp. очень затруднено, и на сего-
дняшний день о биохимии их биолюминесцен-
ции известно очень мало. Мы проанализировали
водные экстракты личинок K. testaceus и обнаружи-
ли, что одно из выделенных из личинок флуорес-
центных веществ – это рибофлавин (витамин В2).
Мы предполагаем, что рибофлавин может участ-
вовать в биолюминесценции этих представителей
Keroplatidae, однако точную роль данного соеди-
нения в процессе свечения личинок еще предсто-
ит установить.
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Riboflavin as One of Possible Components of Keroplatus
(Insecta: Diptera: Keroplatidae) Fungus Gnat Bioluminescence
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Keroplatus is a genus of fungus gnats family Keroplatidae (Diptera, Bibionomorpha). Larvae of some species
emit a constant blue light from the body. The bioluminescence of Keroplatidae is one of the least studied of
all terrestrial insects and very few facts are known to date of its biology and biochemistry. Here we report the
high level of riboflavin in Keroplatus testaceus larvae, a f luorescent compound that might be relative to its bio-
luminescent system. We suppose that riboflavin may play a role in Keroplatus spp. bioluminescence.

Keywords: Keroplatus, bioluminescence, riboflavin, Diptera, NMR spectroscopy, vitamins
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Ранее мы продемонстрировали опухолеспецифическую активность нескольких природных и хи-
мерных промоторов человека. В данной работе исследованы профили узнавания транскрипцион-
ных факторов и нуклеотидные мотивы в опухолеспецифических промоторах. Был идентифициро-
ван ряд профилей, которые чаще присутствуют в опухолеспецифических промоторах, чем в промо-
торах генов домашнего хозяйства. Проведен поиск новых предполагаемых регуляторных связей
промоторов с факторами транскрипции. Выявлен нуклеотидный мотив из 44 пар нуклеотидов, ха-
рактерный для опухолеспецифических промоторов, но не для промоторов генов домашнего хозяй-
ства. Среди 29598 промоторов человека из базы данных промоторов EPDnew выявлен ряд промото-
ров с этим мотивом, гены которых ассоциированы с неблагоприятным прогнозом при различных
опухолях. Мы предполагаем, что некоторые из этих промоторов могут обладать опухолеспецифиче-
ской активностью. Также было обнаружено близкое сходство по нуклеотидным мотивам между
промоторами генов BIRC5 и MCM2. Результаты исследования могут помочь в понимании особен-
ностей транскрипции генов в опухолях, а также в поиске природных опухолеспецифических про-
моторов или в создании искусственных промоторов для генной терапии рака и разработки проти-
воопухолевых векторных вакцин.

Ключевые слова: транскрипция, регуляция транскрипции, опухоль, промотор, профиль узнавания,
фактор транскрипции
DOI: 10.31857/S0132342322060124

ВВЕДЕНИЕ

Функционирование эукариотического промо-
тора – сложный процесс, включающий взаимо-
действие цис- и транс-регуляторных элементов
промотора с факторами транскрипции (ФТ),
ферментами транскрипционного комплекса и ре-
гуляторными РНК [1]. Существенную роль в ре-
гуляции транскрипции играют эпигенетические
механизмы, такие как конформационные изме-
нения хроматина, метилирование ДНК, модифи-
кации гистонов [2], а также физико-химические
процессы, связанные с разделением фаз [3]. Од-
нако в основе всей регуляции активности промо-
торов лежит связывание ФТ со специфическими

последовательностями в ДНК и взаимодействие
между факторами.

Всего в настоящее время известно более 1600 ФТ
человека, их число постоянно растет, но для зна-
чительной части из них (более 500 факторов) не-
известны последовательности сайтов связывания
с ДНК [4]. Существенная черта сайтов связыва-
ния ФТ – их вырожденность и перекрестное срод-
ство разных ФТ к одной и той же последовательно-
сти ДНК [5]. Это обеспечивает вероятностную и
конкурентную регуляцию транскрипции.

Особенности транскрипции генов наряду с пе-
рестройкой метаболизма в трансформированных
клетках определяют способности опухолей расти,
избегая контроля со стороны окружающих тканей
и организма, поэтому изучение этих процессов
имеет теоретическое и практическое значение для
онкологии. Некоторые из известных ФТ рассмат-
ривают в качестве диагностических маркеров
опухолей или их метастазов. Так, CDX2 – чув-
ствительный маркер колоректальных аденокар-
цином, TTF1 – значимый маркер для аденокар-
цином легкого, PAX8 может служить маркером
гинекологических опухолей и т.д. [6]. Поэтому

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны
по doi 10.31857/S0132342322060124 для авторизованных
пользователей. 
Сокращения: ФТ – фактор транскрипции; EPDnew – База
эукариотических промоторов (Eucaryotic Promoter Database);
TCGA – Атлас геномов рака (The Cancer Genome Atlas);
THPA – Атлас белков человека (The Human Protein Atlas);
TSS – точка начала транскрипции (Transcription Start Site).

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 330-63-29; эл. почта:
kachkine@yandex.ru).
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КАШКИН

изучение ФТ, в частности присутствия их профи-
лей узнавания в промоторах, остается актуальным.

В настоящее время накопленные данные о
структуре промоторов уже открывают большие
перспективы для использования промоторов в
практической медицине, например, в составе ген-
но-инженерных векторов для генной терапии опу-
холей [7, 8]. Однако выбор оптимальных промото-
ров, а также поиск новых промоторов для генно-
инженерных терапевтических векторов остаются
нетривиальными задачами. В последнее время
большой интерес к промоторам возобновился в
связи с необходимостью создания вакцинных
векторов для профилактики или терапии инфек-
ционных заболеваний и рака [9, 10].

Ранее мы клонировали ряд промоторов генов,
регулирующих пролиферацию клеток, которые
проявляют опухолеспецифическую активность
[11, 12] (табл. 1). Целью данной работы стал поиск
особенностей этих промоторов, а также получен-
ных из них химерных промоторов [13], которые
обусловливают их повышенную активность в
клетках опухолей. Для этого мы сравнили эти
промоторы с набором промоторов генов домаш-
него хозяйства по составу известных профилей
узнавания ФТ, а также провели поиск нуклеотид-
ных мотивов de novo в промоторах.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Профили, преобладающие в опухолеспецифиче-
ских промоторах. Ранее мы показали, что относи-
тельно короткие (размером в сотни нуклеотидов)
промоторы ряда генов (табл. 1), участвующих в
регуляции пролиферации, обладают опухолеспе-
цифической активностью [11, 12]. Известно, что в
исследованных промоторах наиболее важные ре-
гуляторные элементы сосредоточены на участке
приблизительно до –500 п.н. от точки начала транс-
крипции (TSS) [12, 14, 15]. Поэтому мы выбрали из
базы эукариотических промоторов EPDnew семь
последовательностей ДНК с координатами
[‒499; +100] по отношению к точке начала транс-
крипции, которые соответствовали ранее иссле-
дованным опухолеспецифическим промоторам.
Поскольку для некоторых из этих генов известно
более одного промотора, мы отобрали только те
промоторы, которые были исследованы в прямых
экспериментах (табл. 1). Для сравнения мы ис-
пользовали 23 промотора генов домашнего хозяй-
ства такой же длины. С помощью программы
CiiiDER [16] и базы профилей транскрипцион-
ных факторов JASPAR (http://jaspar.genereg.net/)
[5] мы провели сравнение (enrichment) опухоле-
специфических промоторов с промоторами генов
домашнего хозяйства по составу профилей узна-
вания ФТ (рис. S1 в дополнительных материа-
лах). При этом мы сопоставляли число промото-
ров в обеих группах, содержащих соответствую-
щие профили ФТ; результат оценивали по
критерию Манна–Уитни. Полные результаты
сравнения промоторов приведены в табл. S1 в до-
полнительных материалах. В табл. 2 и S2 (см. до-
полнительные материалы) приведены профили
ФТ, которые статистически значимо (p < 0.05)
преобладают в опухолеспецифических промото-
рах по сравнению с промоторами генов домашне-
го хозяйства (далее – условно опухолеспецифи-
ческие ФТ).

Из семи промоторов более других насыщены
профилями ФТ этой группы промоторы MCM2
(13 профилей), CKS1B (10 профилей) и PLK1
(9 профилей) (табл. S3 в дополнительных матери-
алах). Более чем в половине опухолеспецифиче-

Таблица 1. Промоторы, исследованные в данной работе

* Только промоторы, изученные в экспериментах [11–13].

Промотор Индекс EPDnew

Опухолеспецифические промоторы*
BIRC5 FP024000
CDC6 FP023205
CKS1B FP001855
MCM2 FP005950
PLK1 FP021553
POLD1 FP026208
TERT FP007749

Промотор PCNA*
PCNA FP026732

Химерные промоторы
CH2-CH26  [13]

Промоторы генов домашнего хозяйства
ACTB FP010679
ALAS1 FP005471
B2M FP020416
GAPDH FP017185
GUSB FP011089, FP011090
HMBS FP016933, FP016934
HPRT1 FP029346, FP029347
PGK1 FP029028
PPIA1 FP011011
RPL13A FP026153
RPLP0 FP018538, FP018539
SDHA FP007723
TBP FP010603, FP010604
TFRC FP006502
TUBB FP009374
YWHAZ FP012696, FP012697, FP012698
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ских промоторов найдены профили узнавания
факторов SREBF2, ZNF75D, Zfx (каждый в шести
промоторах), RUNX2 и ETS2 (каждый в пяти
промоторах), Creb3l2 (в четырех промоторах)
(табл. 2). Для трех ФТ удалось выявить преиму-

щественные зоны расположения в промоторах
(рис. 1). Так, профили SREBF2 в четырех из семи
промоторов расположены в области [–458; –384]
относительно TSS на некодирующей цепи ДНК.
Профили ZNF75D в четырех промоторах занима-

Таблица 2. Факторы транскрипции, профили которых преобладают в опухолеспецифических промоторах по
сравнению с промоторами генов домашнего хозяйства

Примечание: представлены факторы с p < 0.05 по критерию Манна–Уитни для числа опухолеспецифических промоторов от-
носительно числа промоторов генов домашнего хозяйства, содержащих данный профиль. Полные результаты сравнения
приведены в табл. S1 в дополнительных материалах. Профили узнавания ФТ представлены в табл. S2 и S4 в дополнительных
материалах. 
* Профили, найденные в четырех и более опухолеспецифических промоторах.

Фактор 
транскрипции

Номенклатура
JASPAR Класс Семейство

Содержатся
в опухолеспецифических 

промоторах

RUNX2* MA0511.2 Runt domain factors Runt-related factors POLD1, BIRC5, PLK1, 
CDC6, CKS1B

Creb3l2* MA0608.1 Basic leucine zipper factors 
(bZIP)

CREB-related factors MCM2, PLK1, CDC6, 
TERT

SREBF2* MA0596.1 Basic helix-loop-helix fac-
tors (bHLH)

bHLH-ZIP factors MCM2, POLD1, BIRC5, 
PLK1, CKS1B, TERT

ETS2* MA1484.1 Tryptophan cluster factors Ets-related factors MCM2, PLK1, CDC6, 
CKS1B, TERT

CENPB MA0637.1 CENP-B MCM2, CDC6, CKS1B

HEY1 MA0823.1 Basic helix-loop-helix fac-
tors (bHLH)

Hairy-related factors MCM2, PLK1, TERT

HEY2 MA0649.1 Basic helix-loop-helix fac-
tors (bHLH)

Hairy-related factors MCM2, PLK1, TERT

RARA::RXRG MA1149.1 Nuclear receptors with C4 
zinc fingers::Nuclear recep-
tors with C4 zinc fingers

Thyroid hormone receptor-
related factors 
(NR1)::RXR-related 
receptors (NR2)

MCM2, POLD1, CKS1B

SREBF1 (var. 2) MA0829.2 Basic helix-loop-helix fac-
tors (bHLH)

bHLH-ZIP factors MCM2, BIRC5, PLK1

ZNF75D* MA1601.1 C2H2 zinc finger factors More than 3 adjacent zinc 
finger factors

MCM2, POLD1, PLK1, 
CDC6, CKS1B, TERT

Zfx* MA0146.2 C2H2 zinc finger factors More than 3 adjacent zinc 
finger factors

MCM2, POLD1, BIRC5, 
CDC6, CKS1B, TERT

HOXD11 MA0908.1 Homeo domain factors HOX-related factors POLD1, CKS1B

KLF11 MA1512.1 C2H2 zinc finger factors Three-zinc finger Kruppel-
related factors

POLD1, BIRC5

MEF2A MA0052.4 MADS box factors Regulators of differentia-
tion

MCM2, BIRC5

RORB MA1150.1 Nuclear receptors with C4 
zinc fingers

Thyroid hormone receptor-
related factors (NR1)

MCM2, POLD1

SIX1 MA1118.1 Homeo domain factors HD-SINE factors PLK1, CKS1B

Stat6 MA0520.1 STAT domain factors STAT factors MCM2, CKS1B
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ют область [–253; –184] относительно TSS также
на некодирующей цепи ДНК и в трех промоторах
вблизи TSS [–24; +30] на кодирующей цепи. Про-
фили RUNX2 в четырех промоторах располага-
ются на кодирующей цепи в области [–414; –247].

Взаимодействие факторов транскрипции с про-
моторами. C помощью ресурса Pathway Сommons
[17] мы построили сеть прямых регуляторных вза-
имодействий выявленных ФТ с продуктами иссле-
дованных опухолеспецифических генов (рис. 2).
На схеме присутствует антиген пролиферирую-
щих клеток PCNA, поскольку он взаимодейству-
ет с продуктами генов, промоторы которых мы
исследовали. PCNA участвует в регуляции проли-
ферации клеток и обладает выраженной опухоле-
специфической экспрессией [18]. Однако клони-
рованный нами промотор PCNA [19] был активен
как в опухолевых, так и в нормальных клетках [20],
поэтому изначально он не был включен в диффе-
ренциальный анализ промоторов. В настоящей
работе промотор PCNA (FP026732) рассматрива-
ется как неспецифический.

Как видно на рис. 2а, MCM2 и PLK1 занимают
центральное положение в данной регуляторной
сети, что согласуется с наличием в их промоторах
большого количества профилей условно опухоле-
специфических ФТ. Факторы Creb3l2, CENPB,
SIX1, ZNF75D, Zfx, HOXD11 и KLF11 в регуля-
торную сеть не вошли, хотя их профили узнава-
ния присутствуют в опухолеспецифических про-
моторах значительно чаще, чем в промоторах ге-

нов домашнего хозяйства. Прямых данных о том,
участвуют ли эти семь ФТ в регуляции исследован-
ных промоторов, нет. Однако их отбор не кажется
случайным, поскольку эти ФТ, согласно базе дан-
ных GEPIA2, демонстрируют дифференциальную
экспрессию либо ассоциированы с определенным
прогнозом в ряде опухолей (табл. S2 в дополни-
тельных материалах) и, следовательно, могут иг-
рать важные роли в канцерогенезе.

Неспецифические факторы транскрипции. До-
полнительно мы определили профили ФТ, кото-
рые чаще встречаются в промоторах генов до-
машнего хозяйства по сравнению с опухолеспе-
цифическими промоторами (табл. S4 и S5 в
дополнительных материалах, далее – условно не-
специфические факторы). Следует отметить, что
эти факторы также проявляют дифференциаль-
ную экспрессию и могут служить маркерами про-
гноза при некоторых опухолях. В то же время
шесть из семи ФТ этой группы участвуют в разви-
тии и дифференцировке клеток различного типа
(Mafb [21], Arid3a [22], MEIS3 [23], BHLHA15
[24], BSX [25], E2F1 [26]). Фактор TBP имеет отно-
шение к общим механизмам транскрипции [27].
Согласно Pathway Commons, только TBP и E2F1 на-
прямую взаимодействуют с продуктами исследо-
ванных опухолеспецифических генов (рис. 2б).

Поиск нуклеотидных мотивов de novo. Для улуч-
шения поиска регуляторных последовательно-
стей ДНК, характерных для опухолеспецифиче-

Рис. 1. Расположение профилей узнавания факторов транскрипции SREBF2, ZNF75D и RUNX2 в промоторах. Точки на-
чала транскрипции (0) указаны в соответствии с базой эукариотических промоторов EPDnew. Жирные стрелки – Мотив 1.
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ских промоторов, мы провели поиск мотивов
de novo с помощью программы MEME Suite [28].

Мы провели дискриминационный поиск нук-
леотидных мотивов в семи опухолеспецифиче-
ских промоторах по отношению к промоторам ге-
нов домашнего хозяйства. Таким способом был
выявлен Мотив 1 из 44 п.н., который присутству-
ет во всех опухолеспецифических промоторах
(рис. S2 в дополнительных материалах). Согласно
тесту GOMO, функции Мотива 1 связаны с ак-
тивностью обонятельных рецепторов, сенсорным
восприятием запаха и сигнальным путем рецеп-
торного белка, связанного с G-белком (G-protein
coupled receptor protein signaling pathway). В шести
из семи исследуемых промоторов Мотив 1 распо-
ложен приблизительно в области [–490; –210] по
отношению к TSS. В промоторе CKS1B Мотив 1
расположен в области [–47; –4] в обратном на-
правлении по отношению к ориентации промо-
тора. Это может быть связано с двунаправленной
природой промотора CKS1B/SHC1. Можно пред-
положить, что Мотив 1 состоит из трех более ко-
ротких субмотивов. Поэтому мы проанализирова-
ли эти субмотивы отдельно, используя программу
Tomtom из MEME Suite и базу данных ФТ позво-
ночных (табл. S6 в дополнительных материалах).

Так, субмотив 1a содержит профили узнавания
энхансерных факторов миоцитов MEF2, которые
могут активировать гены, индуцированные фак-
торами роста и стрессом, и участвуют как в су-
прессии, так и в прогрессии рака в различных
условиях [29]; профиль фактора forkhead E1, ассо-
циированного с раком щитовидной железы [30],
и профиль транскрипционного фактора POU ho-
meobox, который относится к главным (master)
регуляторам мелкоклеточного рака легких [31].
Фактор NR2E1 также важен в канцерогенезе, т.к.
он, в частности, связан с метастазированием рака
молочной железы [32]. PHOX2B был определен
как ключевой регулятор дифференцировки и под-
держания стволовых свойств нейробластомы [33].
Sp100 представляет собой компонент ядерных те-
лец промиелоцитарной лейкемии (PML) [34].

Субмотив 1b содержит профиль узнавания ре-
тиноидных X-рецепторов (RXRs) и рецепторов
ретиноевой кислоты (RARs) – ядерных рецепто-
ров, которые опосредуют биологические эффекты
ретиноидов, связанные с развитием опухолей [35].
Активация гена DMRT1 обнаружена при герми-
ногенной неоплазии яичка [36]. Интерферон-ре-
гулирующий фактор 3 (IFN3) вовлечен в такие
важные процессы, как противораковый иммуни-

Рис. 2. Прямые регуляторные взаимодействия между продуктами исследованных генов (в черных кружках) и факторами
транскрипции (Pathway Commons): (а) – для условно опухолеспецифических факторов транскрипции; (б) – для условно
неспецифических факторов транскрипции. Штрихпунктирные стрелки – регуляция экспрессии, штриховые стрелки –
модификации, сплошная стрелка – контроль транспорта, штриховые линии без стрелок – связывание в комплекс.
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тет и устойчивость к некоторым бактериальным и
вирусным инфекциям [37].

Субмотив 1c включает последовательность,
отвечающую на cAMP (cAMP-response element) и
способную связывать ФТ семейства CREB3, ко-
торые регулируют пролиферацию и миграцию ра-
ковых клеток [38], а также профиль фактора
ATF6, участвующего в ответе на разворачивание
белков (unfolded protein response), причем сверх-
экспрессия ATF6 коррелирует с агрессивностью
опухолей [39]. ZNF135 относится к мишеням ре-
гуляции дифференциально экспрессирующими-
ся микроРНК в карциноме носоглотки [40].

Конечно, в составе Мотива 1 могут быть выяв-
лены профили узнавания других ФТ, кроме пере-
численных, а также неизвестных ФТ, по причине

вырожденности. Тем не менее наши данные поз-
воляют предположить, что Мотив 1 может быть
характерен и для других опухолеспецифических
промоторов.

Мы попытались найти другие промоторы, со-
держащие Мотив 1. Для этого мы просканировали
29598 промоторов человека из базы данных про-
моторов EPDnew (все в координатах [–499; +100]
относительно TSS) с помощью программы FIMO
из пакета MEME Suite. Были найдены 4733 после-
довательности в обеих ориентациях с p < 0.0001,
включая все семь исследуемых промоторов. Десять
промоторов, содержащих наиболее близкие к Мо-
тиву 1 последовательности, представлены в табл. 3.
По данным The Human Protein Atlas, девять (90%)
соответствующих им генов – прогностические

Таблица 3. Десять промоторов, наиболее близких к Мотиву 1, из базы данных EPDnew

Примечание: старт, стоп – положение Мотива 1 относительно точки начала транскрипции; score – оценка соответствия по-
следовательности промотора заданному мотиву; p-value – вероятность того, что случайная последовательность такой же дли-
ны соответствует заданному мотиву с таким же или лучшим результатом; q-value – коэффициент ложных обнаружений, если
встречаемость мотива принимается значимой (FIMO). 
* Прогностические маркеры в опухолях согласно базе данных The Human Protein Atlas: (+) – благоприятный прогноз, (–) –
неблагоприятный прогноз, НП – нет связи с прогнозом.

№ Индекс
EPDnew

Промотор
гена Старт Стоп Цепь Оценка

(score) p-Value q-Value
Прогностическое 

значение
в опухолях*

1 FP024000 BIRC5_1 –357 –314 + 48.9817 2,22E-19 7,32E-12 Рак почки (–), 
печени (–),
легких (–)

2 FP020135 CDCA4_2 –437 –394 – 48.4404 5,93E-19 9,78E-12 Рак почки (–), 
печени (–),
поджелудочной 
железы (–),
легких (–)

3 FP014177 WDR37_1 –423 –380 + 48.0183 1,24E-18 1,35E-11 Рак поджелудочной 
железы (+), щито-
видной железы (–), 
головы и шеи (+)

4 FP025645 YIF1B_2 –487 –444 – 47.6055 2,45E-18 1,35E-11 Рак печени (–), 
поджелудочной 
железы (+)

5 FP027891 RSPH14_1 –478 –435 – 47.6055 2,45E-18 1,35E-11 Рак почки (+)
6 FP011458 SRRT_2 –403 –360 + 47.6055 2,45E-18 1,35E-11 Рак почки (–), 

печени (–)
7 FP003432 PLEK_3 –470 –427 + 47.4495 3,21E-18 1,35E-11 Рак почки (–)
8 FP013453 S1PR3_2 –448 –405 – 47.4404 3,28E-18 1,35E-11 Рак почки (–),

толстой и прямой 
кишки (–), молоч-
ной железы (+)

9 FP026025 C5AR1_1 –482 –439 – 47.1927 4,74E-18 1,62E-11 Рак почки (–), 
шейки матки (+), 
яичка (–),
яичника (–)

10 FP009477 MSH5-SAPCD1_5 –300 –257 + 47.156 5,2E-18 1,62E-11 НП
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маркеры опухолей (в основном, неблагоприят-
ные). Примечательно, что расположение Мотива 1
в приведенных промоторах относительно TSS
примерно соответствует таковому в семи исследо-
ванных опухолеспецифических промоторах.

Наиболее близкими к Мотиву 1 из семи иссле-
дованных промоторов оказались промоторы
MCM2 и BIRC5. Отдельный анализ мотивов de novo
в этих двух промоторах с помощью MEME Suite вы-
явил консенсусный Мотив 2 длиной 184 п.н. в коор-
динатах [–579; –396] для MCM2 и [–496; –303] для
BIRC5 относительно TSS (рис. S3 в дополнитель-
ных материалах). Интересно, что область сход-
ства между промоторами MCM2 и BIRC5 заметно
шире, она охватывает 296 п.н. и имеет одинако-
вый порядок более коротких мотивов. Мотив, по-
хожий на Мотив 2, может быть выявлен и в других
пяти промоторах с помощью FIMO, но с очень
низкими оценками (данные не приведены). По-
этому мы считаем такое сходство особенностью
промоторов MCM2 и BIRC5.

Анализ химерных промоторов. Мы исследовали
химерные промоторы, которые обладали боль-
шей активностью в клетках эпидермоидной кар-
циномы A431, чем в нормальных фибробластах
(рис. S4 в дополнительных материалах) [13]. C по-
мощью программы CiiiDER мы провели поиск
условно опухолеспецифических и неспецифиче-
ских профилей ФТ в химерных промоторах, а так-
же в неспецифических промоторах CMV и PCNA.
Профили Creb3l2, ETS2, HEY1, HEY2 и SREBF1
(var. 2) обнаружены только в химерных промото-
рах, обладающих повышенной активностью в
клетках А431 (CH2, CH20, CH26, рис. S4 в допол-
нительных материалах), но отсутствуют в неспе-
цифических промоторах CH10, CMV, PCNA
(табл. S7 в дополнительных материалах). Все про-
фили условно неспецифических ФТ, преоблада-
ющие в промоторах генов домашнего хозяйства
(табл. S5 в дополнительных материалах), встреча-
ются как минимум в одном из трех неспецифиче-
ских промоторов (табл. S8 в дополнительных ма-
териалах).

Хотя это наблюдение вряд ли можно оценить
статистически, мы склонны рассматривать его
как тенденцию, которая подтверждает наши вы-
воды, но требует дополнительной проверки.
Только два химерных промотора, CH8 и CH16,
содержат Мотив 1 длиной 44 п.н. в составе промо-
торного фрагмента POLD1 (данные не представ-
лены).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Накопленные данные о структуре и функциях
промоторов уже открывают большие перспекти-
вы для применения промоторов в практической
медицине, например, в составе генно-инженер-

ных векторов для генной терапии опухолей [7, 8].
Завершены клинические исследования генно-те-
рапевтических конструкций, содержащих промо-
торы вирусов и человека (ClinicalTrials.gov Identi-
fier: NCT01455259, NCT00891748, NCT00197522,
NCT00051480; см. обзор Ginn et al. [8] и др.). Кро-
ме генной терапии рака, природные промоторы
могут использоваться в генно-инженерных век-
торах для лечения других заболеваний, в про-
мышленности и различных биотехнологических
процессах. Большой интерес к промоторам воз-
обновился в последнее время в связи с необходи-
мостью создания вакцинных векторов для про-
филактики или терапии инфекционных заболе-
ваний и рака [9, 10]. Разрабатываются подходы с
конструированием гибридных промоторов [41,
42] и химерных промоторов [13]. Поэтому иссле-
дование первичной структуры промоторов, в
частности опухолеспецифических промоторов,
остается актуальным.

В данной работе мы исследовали семь опухо-
леспецифических промоторов (табл. 1) по содер-
жанию профилей узнавания известных ФТ.
Несмотря на то что в регуляции транскрипции
участвуют как прилежащие к TSS последователь-
ности ДНК, так и отдаленные, было показано,
что определенные регуляторные функции сохра-
няются в относительно коротких проксимальных
промоторах, представляющих собой минималь-
ные (core) промоторы с прилегающими цис-регу-
ляторными элементами, общей длиной в не-
сколько сотен нуклеотидов [43]. Это справедливо
и для исследованных промоторов, в которых мно-
гие важные регуляторные элементы сосредоточе-
ны на участке приблизительно до –500 п.н. от TSS
[12, 14, 15]. Такой размер промоторов удобен для
генно-инженерных манипуляций с ними.

В ходе сравнения промоторов мы выявили
17 профилей узнавания ФТ, более частых в опухо-
леспецифических промоторах, чем в промоторах
генов домашнего хозяйства (условно опухолеспе-
цифические ФТ, табл. 2). В табл. S2 (см. дополни-
тельные материалы) приведены профили узнава-
ния данных факторов в соответствии с базой дан-
ных JASPAR [5]. Профили факторов SREBF2,
ZNF75D, Zfx, RUNX2, ETS2 и Creb3l2 встреча-
лись более чем в половине опухолеспецифиче-
ских промоторов. Остальные из 17 ФТ встреча-
лись в некоторых опухолеспецифических промо-
торах, но ни в одном из 23 промоторов группы
сравнения. Нам также удалось определить пре-
имущественные зоны расположения профилей
узнавания факторов SREBF2, ZNF75D и RUNX2
в опухолеспецифических промоторах (рис. 1).
Следует отметить, что промоторы CKS1B и PLK1,
содержащие, соответственно, 10 и 9 профилей
ФТ этой группы (табл. S9 в дополнительных ма-
териалах), ранее показали наибольшую опухоле-
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вую специфичность по сравнению с другими про-
моторами [12].

Ряд опухолеспецифических промоторов со-
держит профили узнавания ФТ, об участии кото-
рых в регуляции данных промоторов известно не-
достаточно. К таким факторам относятся Creb3l2,
CENPB, SIX1, ZNF75D, HOXD11, Zfx и KLF11.

Возможно, наши результаты послужат дово-
дом в пользу изучения роли данных ФТ в регуля-
ции соответствующих генов.

Также мы выявили семь профилей ФТ, более
представленных в промоторах генов домашнего
хозяйства, чем в исследуемых промоторах
(табл. S4 и S5 в дополнительных материалах).
Шесть из семи ФТ этой группы участвуют в раз-
витии и дифференцировке клеток различного ти-
па (см. выше). Дифференцировку клеток часто
рассматривают как процесс, обратный опухоле-
вой трансформации, а также предлагают исполь-
зовать для терапии опухолей [44]. Наши наблюде-
ния указывают на неслучайность отбора ФТ по
признаку неспецифичности в данном случае. В то
же время дифференциальная экспрессия этих ФТ
в некоторых опухолях и их связь с прогнозом
(табл. S4 в дополнительных материалах) свиде-
тельствуют о необходимости более глубокого изу-
чения этого вопроса.

Очевидно, что связывание транскрипционно-
го фактора с ДНК зависит не только от последо-
вательности нуклеотидов, но и от многих других
параметров – ориентации профиля, соседних по-
следовательностей, взаимодействия данного ФТ
с другими регуляторными молекулами и последо-
вательностями и т.д. [43]. Кроме того, условно
опухолеспецифические ФТ могут иметь отноше-
ние не столько к опухолевой трансформации кле-
ток, сколько к пролиферативным функциям ге-
нов, и это различие следует изучить в каждом
конкретном случае. Тем не менее полученные
данные дают возможность более прицельно ис-
следовать регуляцию промоторов в прямых экс-
периментах.

С помощью дискриминационного поиска мо-
тивов de novo мы обнаружили последовательность
из 44 п.н. (Мотив 1), которая присутствует во всех
семи опухолеспецифических промоторах, но не
характерна для промоторов генов домашнего хо-
зяйства. В базе данных EPDnew мы нашли группу
промоторов с таким мотивом, причем соответ-
ствующие им гены – это прогностические марке-
ры опухолей. Мы полагаем, что по крайней мере
некоторые из этих промоторов могут обладать
опухолеспецифической активностью.

Мы показали, что два промотора – BIRC5 и
MCM2 – содержат очень близкий мотив из
184 п.н. Более того, область сходства между этими
двумя промоторами распространяется на 296 п.н.
Мы предполагаем, что такое сходство – скорее

особое свойство этих двух промоторов, связанное
с их регуляцией, чем типичная общая черта опу-
холеспецифических промоторов. Хотя это на-
блюдение представляет интерес, оно выходит за
рамки нашего исследования.

Отчасти проверкой наших выводов может слу-
жить исследование профилей ФТ в химерных про-
моторах. Пять из 17 профилей условно опухоле-
специфических ФТ, а именно профили Creb3l2,
ETS2, HEY1, HEY2 и SREBF1 (var. 2), прошли се-
лекцию на клетках A431 и были отобраны в химер-
ных промоторах по признаку опухолевой специ-
фичности [13]. Только два химерных промотора,
CH8 и CH16, содержат Мотив 1 длиной 44 п.н., ко-
торый был найден в семи нативных опухолеспеци-
фических промоторах. В совокупности с другими
данными это может означать, что наличие Моти-
ва 1 в промоторе – достаточное, но не необходи-
мое условие для опухолевой специфичности.
Очевидно, эти вопросы требуют более глубокого
изучения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Последовательности промоторов человека по-

лучены из базы данных EPDnew (Eucaryotic Pro-
moter Database, https://epd.epfl.ch/EPDnew_data-
base.php) [45] в координатах [–499; +100] по отно-
шению к точке начала транскрипции (TSS) (табл. 1).
Для поиска и сравнения профилей ФТ в промото-
рах, поиска мотивов de novo использовали про-
граммы CiiiDER [16], MEME Suite [28]
(https://meme-suite.org/meme/) с параметрами по
умолчанию и базы профилей узнавания транс-
крипционных факторов JASPAR (http://jaspar.ge-
nereg.net/) [5] и Jolma, 2013 [46]. Различия групп
промоторов по частоте профилей ФТ оценивали по
статистическому критерию Манна–Уитни,
при этом в первую очередь учитывали показатели
“significance score” и “gene р-value” (CiiiDER). Экс-
прессия ФТ в опухолях приведена по базе данных
GEPIA2 (http://gepia2.cancer-pku.cn/). Прогности-
ческое значение ФТ в опухолях определяли по базе
данных The Human Protein Atlas (https://www.pro-
teinatlas.org/) [47]. Для построения сетей регулятор-
ных взаимодействий использовали ресурс Pathway
Commons (http://www.pathwaycommons.org/) [17].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Показано, что исследованные опухолеспеци-

фические промоторы отличаются от неспецифи-
ческих промоторов генов домашнего хозяйства
присутствием профилей узнавания 17 факторов
транскрипции, а также мотива длиной 44 п.н., ко-
торые могут быть перспективными объектами ис-
следования опухолеспецифической регуляции
экспрессии генов. Присутствие данных последо-
вательностей в каком-либо неизвестном промо-
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торе может указывать на его опухолевую специ-
фичность. Мы полагаем, что наши результаты
могут способствовать выбору перспективных
природных промоторов для использования в ген-
но-инженерных противоопухолевых конструк-
циях, таких как векторы с генами-убийцами (kil-
ler genes) или векторные вакцины. Из семи иссле-
дованных промоторов более других насыщены
профилями условно опухолеспецифических ФТ
промоторы MCM2, CKS1B и PLK1, что согласует-
ся с данными о значительной опухолевой специ-
фичности этих промоторов [12]. Практическое
значение могут иметь и некоторые химерные
промоторы, полученные нами ранее [13].

Необходимо подчеркнуть, что выводы данной
работы сделаны на основании теоретического
анализа нуклеотидной последовательности про-
моторов. Мы рассматривали профили узнавания
ФТ только как нуклеотидные мотивы с определен-
ной вариабельностью. Поэтому все заключения
относятся только к присутствию таких последова-
тельностей в промоторах. Действительная роль
факторов транскрипции в опухолеспецифической
регуляции промоторов должна быть исследована в
прямых экспериментах. Мы надеемся, что наша
работа поможет лучше понять механизмы опухо-
леспецифической транскрипции генов и откроет
новые возможности для создания искусственных
промоторов и генно-инженерных векторов, при-
меняемых в генной терапии опухолей.
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Previously we demonstrated tumor specific activity of several human native and chimeric promoters. Here we
analyzed DNA sequences of experimentally tested tumor specific promoters for the presence of recognition
matrices of transcription factors and for de novo motif discovery. CiiiDER and MEME Suite software tools
were used for this purpose. A number of transcription factor matrices has been identified which are present
more often in tumor specific promoters than in promoters of housekeeping genes. New promoter-TF regula-
tory bounds were predicted by pathway analysis. A motif of 44 bр that is characteristic to tumor specific pro-
moters but not to housekeeping gene promoters was discovered. Search through 29,598 human promoters
from EPDnew promoter database revealed a series of promoters with this motif whose genes are associated
with the unfavorable prognoses in cancer. We suppose that some of these promoters may possess tumor spe-
cific activity. Also, close similarity by nucleotide motifs between promoters of BIRC5 and MCM2 genes was
found. The results of the study may help in understanding the peculiarities of gene transcription in tumors
and in the search for native tumor specific promoters or in the creation of artificial ones for cancer gene the-
rapy as well as in the development of anticancer vaccines.
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Цель работы – поиск специфичного ингибитора пиримидиннуклеозидфосфорилазы. Использовали
методы молекулярного моделирования комплексов белок–лиганд, такие как молекулярный докинг и
молекулярная динамика, позволяющие найти энергию связывания белка с лигандом (ΔGbind). В каче-
стве возможных ингибиторов взяты следующие соединения: 2',3'-дидегидро-3'-дезокситимидин
(d4T), 1-(2-дезокси-2-фтор-β-D-арабинофуранозил)-5-иодурацил (фиауридин, FIAU), 1-(2-дезокси-
2-фтор-β-D-арабинофуранозил)-5-урацил (FAU) и 2-пиримидин-2-ил-1H-имидазол-4-карбоно-
вая кислота (PIA). Предварительную оценку энергии связывания проводили методом линейной ин-
терполяции свободной энергии (LIE), уточнение расчетов – методом возмущения свободной энер-
гии (FEP) в пакете программ GROMACS. Полученные в ходе расчетов данные указывают на то, что
соединения PIA и d4T связываются с активным центром белка BsPyNP из Bacillus subtilis с наиболь-
шей аффинностью среди других предполагаемых ингибиторов. PIA к тому же хуже связывается с ти-
мидинфосфорилазой человека, что минимизирует возможные побочные эффекты применения это-
го соединения в терапевтических целях.

Ключевые слова: молекулярный докинг, пиримидиннуклеозидфосфорилаза, метод возмущения свободной
энергии
DOI: 10.31857/S0132342322060100

ВВЕДЕНИЕ
Нуклеозидфосфорилазы (в частности, тими-

динспецифичная нуклеозидфосфорилаза
КФ 2.4.2.4.) – белки-ферменты, играющие важ-
ную роль в синтезе нуклеозидов и азотистых осно-
ваний [1]. Нуклеозидфосфорилазы катализируют
фосфоролитическое расщепление пуриновых и
пиримидиновых нуклеозидов. Некоторые белки
этого класса обнаружены во многих раковых клет-
ках, что позволяет использовать их в качестве ак-

тиваторов противоопухолевых препаратов [2, 3]. У
некоторых классов прокариот присутствует ши-
рокоспецифичная пиримидиннуклеозидфосфо-
рилаза (PyNP), способствующая расщеплению
как тимидина, так и уридина примерно с равной
каталитической активностью. При этом тими-
динфосфорилаза и широкоспецифичная пири-
мидиннуклеозидфосфорилаза – единственные
представители NP-II-семейства нуклеозидфос-
форилаз. Показано, что инфицирование клеток

Сокращения: AD – Autodock; BsPyNP – пиримидиннуклеозидфосфорилаза из Bacillus subtilis; d4T – 2',3'-дидегидро-3'-дезок-
ситимидин; FAU – 1-(2-дезокси-2-фтор-β-D-арабинофуранозил)-5-урацил, FEP – возмущение свободной энергии; FIAU –
фиауридин (1-(2-дезокси-2-фтор-β-D-арабинофуранозил)-5-иодурацил); ΔGbind – энергия связывания белка с лигандом;
ΔGcoul — свободная энергия coupling кулоновского взаимодействия; ΔGvdw — свободная энергия coupling ван-дер-ваальсового
взаимодействия, определяемого как потенциал Ленарда–Джонса; ΔΔGDSF — поправка на использование дискретной модели
растворителя, учитывающая конечные размеры ячейки; ΔΔGNET — поправка на влияние периодичности на взаимодействие
бесконечного числа копий точечного заряда; ΔGrest — свободная энергия рестрейной; ΔΔGRIP — поправка на остаточные ин-
тегрированные потенциальные эффекты; ΔΔGUSV — поправка на недостаточную сольватацию, вызванную периодичностью;
hTP – тимидиннуклеозидфосфорилаза человека; LIE – линейная интерполяция свободной энергии; MhPyNP – пиримидин-
нуклеозидфосфорилаза из Mycoplasma hyorhinis; PIA – 2-пиримидин-2-ил-1H-имидазол-4-карбоновая кислота; PL –
PLANTS; PME – метод частица–сетка; PyNP – пиримидиннуклеозидфосфорилаза; RMSD – среднее квадратическое от-
клонение; TI – термодинамическое интегрирование; МД – молекулярная динамика.
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некоторых тканей бактериями Mycoplasma hy-
orhinis препятствует нормальной фармокинетике
фторпиримидинов. Это объясняется активно-
стью фермента PyNP в этих бактериях в отноше-
нии 5-фтор-2'-дезоксиуридина, 5-трифтортими-
дина и 5-фтор-5'-дезоксиуридина [1, 2]. Препят-
ствование ферментативой функции PyNP из
M. hyorhinis [4] при фторпиримидиновой терапии
обусловливает необходимость разработки конку-
рентных ингибиторов, специфичных к BsPyNP
(пиримидиннуклеозидфосфорилаза из Bacillus
subtilis) и неактивных в отношении hTP (тими-
диннуклеозидфосфорилаза человека) [3].

Цель данного исследования – поиск предпо-
лагаемых ингибиторов тимидинфосфорилазы и
широкоспецифичной пиримидиннуклеозидфос-
форилазы и их сравнение по энергии связывания
с белком-мишенью.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Молекулярный докинг и молекулярная динамика.

В качестве стартовой трехмерной модели белка взя-
та определенная нами ранее методом рентгено-
структурного анализа структура пиримидиннук-
леозидфосфорилазы из Bacillus subtilis (BsPyNP) [5,
6], гомологичной пиримидиннуклеозидфосфори-
лазе из M. hyorhinis. Для поиска соединений, аф-
финных активному центру BsPyNP, среди суще-

ствующих биологически активных соединений,
удовлетворяющих правилам “пяти” Липински [7],
были отобраны четыре соединения. Первые два
взяты из работы [8]: 2',3'-дидегидро-3'-дезоксити-
мидин (d4T) и 1-(2-дезокси-2-фтор-β-D-араби-
нофуранозил)-5-иодурацил (фиауридин, FIAU)
(рис. 1). Поскольку в молекуле FIAU заместите-
лем в пятом положении пиримидинового цикла
является атом иода, который может создать до-
полнительные стерические ограничения при свя-
зывании вероятного ингибитора с активным цен-
тром фермента, было решено взять в качестве
третьего лиганда то же соединение, но без заме-
стителя – атома иода – 1-(2-дезокси-2-фтор-β-
D-арабинофуранозил)-5-урацил (FAU). Модели-
рование связывания двух схожих молекул, но с
разными по размеру заместителями по пиримиди-
новому кольцу, позволяет выяснить степень влия-
ния атома иода на связывание лиганда с белком.

В работе [9] описано соединение 2-пирими-
дин-2-ил-1H-имидазол-4-карбоновая кислота
(PIA) (рис. 1) – предполагаемый специфичный
ингибитор BsPyNP, для которого в этой работе
был проведен первый этап молекулярного докин-
га. Однако это соединение при разных значениях
pH раствора присутствует в разных формах с раз-
ным общим электрическим зарядом: в растворах
с нейтральной реакцией среды – в виде в целом
не заряженного цвиттер-иона, а при кислой – в

Рис. 1. Структурные формулы предполагаемых лигандов (ингибиторов) пиримидиннуклеозидфосфорилазы из Bacillus
subtilis (BsPyNP): d4T (а), FIAU (б), FAU (в), PIA (г) при pH < 6.5, PIA (д) при pH > 6.5.
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виде аниона. Различие общего заряда и состояния
протонирования лиганда может кардинальным
образом повлиять на его связывание с ферментом.

Результатом первого этапа стал набор конфор-
маций для каждого лиганда. Разница в решениях
докинга, полученных с помощью разных про-
грамм (Autodock и PLANTS), объясняется разни-
цей в методике определения подходящих кон-
формаций. Близкие друг к другу конформации
объединены в кластеры по сходству расположе-
ния атомов и углов между связями атомов в кон-
формере. Для d4T найден 1 кластер конформа-
ций, для FIAU – 3 кластера (2 (Autodock) + 1
(PLANTS)), для FAU – два кластера (1 + 1) (рис. 2).
Для каждой из конформаций был проведен ана-
лиз энергии взаимодействия и устойчивости ком-
плекса (рис. 3) в зависимости от времени молеку-
лярно-динамической симуляции частиц системы
и получены, кроме стартовой, конформации с
минимальной энергией взаимодействия по мето-
ду линейной интерполяции свободной энергии
(LIE). Проведено сравнение конформаций лиган-

дов с конформациями похожих лигандов в струк-
турах экспериментально определенных комплек-
сов тимидинфосфорилаз. По трехмерной структу-
ре тимидин- и пиримидинфосфорилазы схожи,
однако для последней не изучены структуры ком-
плексов белок–лиганд.

Таким образом, в работе рассмотрены две кон-
формации: start – начальный вариант после моле-
кулярного докинга, min – варианты с наимень-
шей энергией связывания белок–лиганд, вычис-
ленной по методу LIE. Для лигандов d4T, FAU и
FIAU была подобрана одна конформация со стар-
товым и одна – с минимальным значением энер-
гии связывания по методу LIE (табл. 1).

Для конформаций PIA, полученных в про-
граммах Autodock и PLANTS при pH < 6.5, были
найдены два минимума энергии с близкими зна-
чениями энергии связывания (табл. 1), но сильно
отличающимися положениями атомов, поэтому
дальнейшие расчеты проводили для двух конфор-
маций: min1 и min2. Аналогичная ситуация харак-
терна для конформаций PIA, полученных с помо-

Рис. 2. Центровая конформация для каждого кластера отобранных конформаций лигандов для d4T (а), FIAU (б) и
FAU (в).

(a) (б) (в)

Рис. 3. Графики зависимости RMSD-координат неводородных атомов лигандов от времени МД-симуляции для d4T (а),
FIAU (б) и FAU (в) для разных стартовых конформаций лигандов. Выравнивание структур выполнено по атомам главной
цепи фермента BsPyNP.
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Таблица 1. Результаты расчета относительной аффинности связывания (кДж/моль) лигандов BsPyNP методом LIE

Примечание: выбраны лучшие решения для программы докинга: AD – Autodock, PL – PLANTS.

Составляющая 
свободной 

энергии Гиббса

FAU
(AD)

d4T
(AD)

d4T
(PL)

FIAU
(AD)

PIA (AD)
(pH < 6.5)

PIA (PL)
(pH < 6.5)

PIA (AD)
(pH > 7.0)

PIA (PL)
(pH > 7.0)

ΔGbind –3.2 –5.8 0.1 7.2 13.2 –15.3 –46.5 –56.9

σ(ΔGbind) 15.2 18.4 11.1 9.6 15.5 16.7 22.4 21.9

ΔGbind_start 18.9 22.1 –4.8 10.9 –2.6 –10.0 –50.5 –55.9

ΔGbind_min1 –95.7 –55.7 –50.5 –38.4 –79.1 –87.0 –136.1 –140.0

ΔGbind_min2 – – – – –73.6 –80.6 – –138.1

Таблица 2. Свободная энергия (и ее составляющие) связывания BsPyNP с производными пиримидиновых
нуклеозидов (кДж/моль)

Примечание: полужирным выделена общая энергия связывания.

Составляющая 
свободной 

энергии Гиббса
d4Tmin d4Tstart d4Tmin_PL FIAU FAU

ΔG solv_coul –85.8 ± 0.5 –79.5 ± 0.5 –84.1 ± 0.5 –86.3 ± 0.5

ΔG solv_vdw –0.6 ± 0.3 –0.2 ± 0.4 –7.1 ± 0.4 –4.8 ± 0.4

ΔG solv(wdv + coul) –86.4 ± 0.6 –79.7 ± 0.6 –91.2 ± 0.6 –91.1 ± 0.6

ΔG solv_rest –33.7 –35.7 –38.0 –34.3 –33.7

ΔGprot_restr –9.6 ± 0.2 –18.4 ± 0.2 –26.7 ± 0.4 –13.9 ± 0.2 –24.0 ± 0.5

ΔGprot_coul –86.1 ± 0.7 –72.0 ± 0.4 –103.5 ± 1.3 –77.0 ± 0.6 –66.2 ± 0.5

ΔGprot_vdw –34.7 ± 0.6 –10.8 ± 0.9 –12.7 ± 0.8 –18.6 ± 0.8 –20.8 ± 0.8

ΔGprot –130.3 ± 1.0 –101.2 ± 1.0 –143.0 ± 1.6 –109.5 ± 1.0 –111.1 ± 1.0

ΔGbind –10.2 ± 1.2 20.9 ± 1.2 –25.3 ± 1.7 16.0 ± 1.2 13.7 ± 1.7

щью программы PLANTS при pH 7.0. Для них
также найдены два минимума со схожими значе-
ниями энергий (табл. 1), и для дальнейшей обра-
ботки отобраны три конформации (стартовая и
две минимальные).

Молекулярная динамика и расчеты методом воз-
мущения свободной энергии (FEP). Полученные
величины ΔGbind представлены в табл. 2–5. Для
всех конформаций лигандов с ΔGbind > 0 вероят-
ность связывания низкая. Это связано с тем, что
при большом значении энергии Гиббса реакция
связывания лиганда с активным центром белка не
спонтанная. Константа ингибирования в этом слу-
чает имеет слишком высокие значения, такие, что
концентрация лиганда не является достижимой.

Молекулярное моделирование комплекса бе-
лок–лиганд FIAU. Присоединение лиганда осу-
ществляется с помощью трех водородных связей
между атомами О1 и О2 лиганда и атомом водоро-
да остатка Gly85, между атомом О2 лиганда и ато-
мом N остатка Phe207 (рис. 4). Величина ∆Gbind =
= 16.0 кДж/моль (табл. 2) говорит об очень низ-
кой аффинности связывания данного лиганда с
активным центром белка.

Молекулярное моделирование для комплекса
белок–лиганд d4T. Для d4T в конформации с
минимальной энергией взаимодействия ∆Gbind =
= –10.2 кДж/моль (Ki = 1.4 мкМ) при Т = 300 К
(табл. 2). Отрицательное значение свободной энер-
гии связывания говорит о возможности связывания
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лиганда d4T с активным центром BsPyNP, т.е.
d4T – потенциальный ингибитор. В связи с этим
проверили специфичность соединения, сравнив
комплекс белок–лиганд для BsPyNP и для hTP,
соответствующим катализатором ресинтеза азо-
тистых оснований в теле человека. Для этой цели
было проведено выравнивание аминокислотной
последовательности BsPyNP и hTP (рис. 5). Выяв-
лены аминокислотные остатки активного центра
hTP, отличающиеся от соответствующих остатков
BsPyNP. Далее был проведен анализ связывания
d4T с активными центрами двух ферментов,
d4T образует водородные связи с атомами амино-
кислотных остатков BsPyNP: атомы кислорода
d4T связываются с атомами водорода Ser183
(2.2 Å), Val174 (2.1 Å), Arg168 (2.1, 1.9 и 1.7 Å) и
Asp161 (1.8 Å) (рис. 6а). В то же время d4T образу-
ет связи в активном центре hTP с аминокислот-
ными остатками Arg171 (3 Å), Ser186 (2.7 и 3.5 Å) и
Lys109 (2.9 Å) (рис. 6б). Один из остатков – Arg168
(рис. 6а) и этот же остаток под номером Arg171
(рис. 6б) – встречается в обоих случаях.

Молекулярное моделирование комплекса бе-
лок–лиганд PIA. Молекула PIA была исследована в
двух вариантах протонирования: в форме карбокси-

аниона (нейтральные значения pH) и цвиттер-иона
(кислая среда).

При pН < 6.5 ΔGbind = –6.2 кДж/моль для кон-
формации min2, что лучше с точки зрения энер-
гии связывания с белком, чем стартовая конфор-
мация, полученная в результате молекулярного
докинга, и конформация min1 (табл. 3). Однако
это значение намного превышает значение ΔGbind
для конформации анионной формы PIA. Для нее
проведено моделирование не только с нативной
BsPyNP, но и с BsPyNP с мутациями в активном
центре, соответствующими активному центру hTP,
для сравнения активности PIA в бактериальной
клетке и клетках человека. Это сделано не только
для определения различий в аффинности связыва-
ния лиганда, но и для выявления конкретных остат-
ков активного центра BsPyNP, обусловливающих
различие. При pН > 6.5 ΔGbind = –65.5 кДж/моль
для конформации min1, что говорит о высокой
аффинности связывания PIA с активным цен-
тром в этой конформации (табл. 4).

Водородные связи образуются между молеку-
лой предполагаемого ингибитора – PIA – и
остатками Lys108, His82, Lys188 и Ser110 белка

Рис. 4. FIAU в активном центре BsPyNP.

Phe207 Thr84
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Рис. 5. Выравнивание аминокислотных последовательностей пиримидиннуклеозидфосфорилазы из Bacillus subtilis
(BsPyNP), пиримидиннуклеозидфосфорилазы из Mycoplasma hyorhinis (MhPyNP) и тимидиннуклеозидфосфорилазы
человека (hTP). Цвета обозначают степень совпадения аминокислотных остатков, точки обозначают локации полных
совпадений, стрелками обозначены аминокислотные остатки, образующие активный центр.
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Рис. 6. (а) – Взаимодействие лиганда d4T с белком BsPyNP; (б) – взаимодействие d4T с hTP.
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Таблица 3. Свободная энергия (и ее составляющие) связывания BsPyNP с различными конформациями цвиттер-
ионной формы PIA (кДж/моль) при pH < 6.5

Примечание: полужирным выделена общая энергия связывания.

Составляющая 
свободной энергии 

Гиббса
ADstart ADmin1 ADmin2 PLstart PLmin1 PLmin2

ΔG solv_coul –248.2 ± 0.4

ΔG solv_vdw 2.3 ± 0.2

ΔG solv(vdw + coul) –245.9 ± 0.4

ΔG solv_rest –30.0 –31.2 –30.1 –30.1 –30.4 –30.1

ΔGprot_restr –15.7 ± 0.3 –8.1 ± 0.1 –3.7 ± 0.0 –52.8 ± 1.4 –8.8 ± 0.2 –10.7 ± 0.2

ΔGprot_coul –265.7 ± 1.4 –269.5 ± 0.8 –283.9 ± 1.0 –246.6 ± 1.4 –259.5 ± 1.5 –280.4 ± 0.9

ΔGprot_vdw 18.3 ± 0.9 –1.4 ± 0.7 2.8 ± 0.6 –0.1 ± 0.6 –6.9 ± 0.5 8.8 ± 0.6

ΔGprot –263.1 ± 1.7 –279.0 ± 1.1 –284.8 ± 1.1 –299.3 ± 2.0 –275.2 ± 1.6 –282.2 ± 1.1
ΔGbind 12.8 ± 1.7 –1.9 ± 1.2 –8.8 ± 1.2 –23.3 1.1 ± 1.6 –6.2 ± 1.2

Таблица 4. Свободная энергия (и ее составляющие) связывания BsPyNP с различными конформациями анион-
ной формы PIA при pH > 6.5 (кДж/моль)

Примечание: полужирным выделена общая энергия связывания.

Составляющая 
свободной энергии 

Гиббса
ADstart ADmin PLstart PLmin1 PLANTSmin2

ΔG solv_coul –522.1 ± 0.6

ΔG solv_vdw 2.7 ± 0.2

ΔG solv(vdw+coul) –519.3 ± 0.7

ΔΔGDSF_solv –0.3

ΔΔGNET + ΔΔGUSV 0.7

ΔΔGRIP_solv ~0.0

ΔG solv_rest –31.7 –30.2 –29.6 –32.2 –31.7

ΔGprot_restr –39.0 ± 0.3 –4.1 ± 0.0 –28.2 ± 0.4 –3.4 ± 0.0 –7.1 ± 0.0

ΔGprot_coul –554.5 ± 2.4 –569.2 ± 2.7 –553.7 ± 2.6 –613.3 ± 2.6 –597.1 ± 2.5

ΔGprot_vdw 16.3 ± 0.6 13.3 ± 0.8 14.2 ± 0.7 4.2 ± 0.7 36.3 ± 0.8

ΔGprot(vdw+coul+restr) –577.2 ± 2.5 –560.0 ± 2.9 –567.6 ± 2.7 –612.5 ± 2.7 –567.9 ± 2.6

ΔΔGDSF –4.2 –4.4 –4.4 –4.4 –4.6

ΔΔGNET + ΔΔGUSV 0.3

ΔΔGRIP 0.6 0.3 0.2 0.0 0.0

ΔGbind –29.9 ± 2.6 –14.7 ± 3.0 –23.0 ± 2.7 –65.5 ± 2.7 –21.6 ± 2.7

BsPyNP (рис. 7). Различные найденные конфор-
мации PIA отличаются в основном положением
карбоксильной группы, которая связывается во-

дородными связями с Lys108 и His82. Эти амино-
кислотные остатки было решено заменить на со-
ответствующие остатки hTP и провести расчет
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свободной энергии методом возмущения свобод-
ной энергии (FEP).

Созданы структурные модели двух мутантов: с
заменой остатка Lys108 на Trp108 и с заменой
остатка His82 на Gly82. В результате для получив-
шихся моделей ∆Gbind варьируется от –25.1 до
4.4 кДж/моль (табл. 5), что существенно меньше
по модулю энергии для лиганда в активном цен-
тре нативной BsPyNP при pH > 6.5.

После замены аминокислотных остатков в ак-
тивном центре белка остатки, образующие водо-
родные связи с лигандом, изменились (рис. 8).
Водородные связи образуются между карбоксиль-
ной группой лиганда и атомами кислорода для
Thr108 (2.9 Å), Lys188 (3.4 и 3.0 Å) и Ser110 (2.6 Å).
Также образуется водородная связь между
карбоксильной группой и атомом азота в случае
Lys188 (3.1 Å). В целом наблюдаются большие
расстояния между атомами при связывании PIA с

Рис. 7. Молекула PIA в активном центре белка BsPyNP при pH < 6.5 (а) и pH > 6.5 (б).
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Таблица 5. Свободная энергия (и ее составляющие) связывания мутантной (K108M) BsPyNP с различными кон-
формациями цвиттер-ионной (при pH < 6.5) и анионной (при pH > 6.5) формы PIA (кДж/моль)

Примечание: полужирным выделена общая энергия связывания. Составляющие энергии сольватации лиганда показаны
в табл. 3 и 4.

pH рН < 6.5 рН > 6.5

Конформация start min start min

ΔG solv_rest –31.8 –33.1 –31.3 –31.1

ΔGprot_restr –32.4 ± 0.6 –7.2 ± 0.1 –11.3 ± 0.1 –14.0 ± 0.2

ΔGprot_coul –251.0 ± 1.0 –277.8 ± 0.9 –537.4 ± 2.4 –554.4 ± 2.4

ΔGprot_vdw –6.3 ± 0.7 8.5 ± 0.6 6.3 ± 0.8 –2.7 ± 0.8

ΔGprot(vdw + coul + restr) –293.5 ± 1.3 –276.5 ± 1.1 –542.5 ± 2.5 –571.1 ± 2.5

ΔΔGDSF – – –4.4 –4.4

ΔΔGNET+ΔΔGUSV – 0.3

ΔΔGRIP – – 0.8 0.1

ΔGbind –15.8 ± 1.4 2.5 ± 1.2 4.4 ± 2.6 –25.1 ± 2.6
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мутантными формами PyNP, что подтверждается
меньшей по модулю ∆Gbind.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Молекулярный докинг. В качестве исходной
структуры для молекулярного докинга была ис-
пользована структура белка BsPyNP, полученная
в ходе рентгеноструктурного анализа [5]. Для по-
лучения наиболее полного набора конфигураций
использовали программы молекулярного докин-
га Autodock [10] и PLANTS [11], работающие с
разными алгоритмами поиска глобального мини-
мума: Аutodock использует алгоритм Монте–
Карло [12], а PLANTS – алгоритм оптимизации
подражания муравьиной колонии [13]. В обеих
программах для параметризации атомов исполь-
зовали полуэмпирическое силовое поле AMBER.
В качестве активной области докинга был выбран
куб с ребром 22 Å, в который были включены все
атомы аминокислотных остатков активного цен-
тра белка BsPyNP. Шаг сетки докинга составлял
0.375 Å. Аминокислотные остатки считались не-
подвижными. В ходе докинга было отобрано по
10 конформаций для каждого лиганда с самыми
высокими значениями оценочных функций, ис-
пользуемых по умолчанию в каждой из программ.
Конформации объединены в кластеры по пара-
метру среднеквадратичного отклонения коорди-
нат атомов лиганда (рис. 2).

Молекулярное моделирование методом класси-
ческой молекулярной динамики. Для исследования
устойчивости связывания лигандов с PyNP про-
водили молекулярно-динамическое (МД) моде-
лирование этого комплекса в пакете программ

GROMACS (версия 2018.6) [13, 14]. Компоновку и
параметризацию MД-систем комплексов белок–
лиганд проводили в web-сервисе CHARMM-GUI
[13–15] с использованием набора полноатомных
силовых полей CHARMM [16, 17] версии C36m
[15]. Модельные ячейки заполняли молекулами
воды, которые описывались трехцентровой моде-
лью TIP3P, с добавлением нейтрализующих ионов
Na+ и Cl– с концентрацией 0.1 M.

Для интегрирования с шагом 2 фс уравнений
движения Ньютона использовали алгоритм
“leapfrog”. Длина траектории молекулярной ди-
намики составляла 20 нс. Расчет дальних элек-
тростатических взаимодействий проводили мето-
дом частица–сетка (PME) [18, 19]. Для описания
ван-дер-ваальсовых взаимодействий использова-
ли функцию сглаживания “force–switch” в интер-
вале 10–12 Å. Давление в системе контролировали
баростатом Паринелло–Рахмана [19] на уровне
1 бар. Температуру МД-системы поддерживали
постоянной с помощью термостата V-rescale [20]
на уровне 300 К. Процедуре молекулярной дина-
мики предшествовал этап минимизации энергии
системы с использованием выбранного силового
поля в виртуальной ячейке методом градиентного
спуска и уравновешивание системы путем моде-
лирования с ограничениями, накладываемыми
на положения неводородных атомов белка и ли-
ганда в NVT- и NPT-ансамблях в течение 200 пс
(использовали баростат Берендсена).

Определение относительной аффинности связы-
вания лигандов методом линейной интерполяции
свободной энергии (LIE). Приблизительную оцен-
ку аффинности связывания лигандов методом
LIE [21] осуществляли в программе gmx lie про-
граммного пакета GROMACS (версия 2018.6) [13,
14]. Метод использовали как для оценки энергии
связывания лиганда в конформациях, получен-
ных на этапе молекулярного докинга, так и для
поиска дополнительных конформаций лиганда с
помощью молекулярно-динамической симуля-
ции. Для этого предварительно рассчитывались
средние энергии силового поля ван-дер-ваальсо-
вых и электростатических взаимодействий лиган-
дов с водой в течение 20 нс.

Для расчета потенциальной энергии кулонов-
ского взаимодействия лиганда с окружением тра-
ектории МД-симуляции белок–лиганд перераба-
тывали с использованием метода обобщенного
поля реакции (Generalized RF) при отсечке 12 Å.
Эмпирические константы α и β, определяющие
вклад ван-дер-ваальсовых и электростатических
взаимодействий в оценку энергии связывания ли-
гандов, выбраны в соответствии со статьей [22].
Коэффициент сдвига γ был принят равным нулю
в связи с невозможностью его подбора на данном

Рис. 8. Молекула PIA в активном центре белка
BsPyNP c замененными аминокислотными остатка-
ми, имитирующими активный центр hTP.
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этапе исследования. Коэффициент γ – дополни-
тельный, он зависит от особенностей модели и
гидрофобности активного центра и требуется для
согласования данных LIE с экспериментальными
данными.

Расчет свободной энергии связывания лиганда с
ферментом BsPyNP методом возмущения свобод-
ной энергии (FEP). Расчет свободной энергии свя-
зывания лигандов с белком BsPyNP проводили,
используя термодинамический цикл, описанный
Aldeghi et al. [23]. Первый этап заключался в сборе
отсчетов производной гамильтониана системы по
параметру связи Кирквуда (λ-параметр, [24]) (для
метода термодинамического интегрирования (TI)
и разницы в потенциальной энергии системы
между текущим состоянием и остальными (для
методов на основе FEP)).

Для систем белок–лиганд и белок–вода про-
водили МД-симуляцию в NPT-ансамбле в тече-
ние 2.4 нс, используя алгоритм интегрирования
“leapfrog” уравнений стохастической динамики
для каждого набора λ-параметров. С целью удер-
жания лиганда в области связывания при умень-
шении силы взаимодействия с белком вводили
дополнительные межмолекулярные ограниче-
ния – ориентационные рестрейны [23], исполь-
зуя программу PyFEPRestr [25]. Для системы бе-
лок–лиганд параметр связи λ менялись последо-
вательно для λrestr (0, 0.010, 0.025, 0.050, 0.075,
0.100, 0.200, 0.350, 0.500, 0.750, 1.000) и λcoul
(0, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00); λVdW (0, 0.05, 0.10, 0.20,
0.30, 0.40, 0.50, 0.60, 0.65, 0.70, 0.75, 0.80, 0.85,
0.90, 0.95, 1.00). В случае системы лиганд–вода
параметры связи менялись лишь для кулоновских
и ван-дер-ваальсовых взаимодействий лиганда с
водой. Необходимую для вычисления свободной
энергии связывания (ΔGbind) поправку на энергию
введенных ограничений для системы лиганд–во-
да (ΔGsolv_rest) считали аналитически по формуле,
приведенной в работе [26]. Ван-дер-ваальсовые
взаимодействия рассчитывали, используя потен-
циал “мягкого ядра” (soft core) Леннарда–Джон-
са. Для учета как дальних кулоновских, так и ван-
дер-ваальсовых взаимодействий использовали
метод частица–сетка (PME) [27].

До проведения МД-симуляций в дополнение к
общему уравновешиванию системы при каждом
значении параметра связи λ проводили процедуры
оптимизации геометрии и уравновешивания си-
стемы в NVT- и NPT-ансамблях в течение 100 пс.

Обработку данных МД-симуляций при разных
параметрах связи Кирквуда осуществляли в на-
писанной в среде Jupyter Notebook программе, с
использованием библиотек alchemlib и pymbar.
Первый шаг – извлечение разницы редуцирован-

ных потенциалов (ΔUij) – выполняли с использо-
ванием библиотеки alchemlyb. Затем проводили
отбор нескорелированных отсчетов ΔUij и отсече-
ние неуравновешенной части траекторий с ис-
пользованием функции detectEquilibration библио-
теки pymbar [28]. В качестве входного параметра
для расчета статистической неэффективности ис-
пользовали значения ΔUij между МД-симуляция-
ми с соседними λ. На третьем шаге статистически
независимые отсчеты ΔUij обрабатывали с ис-
пользованием метода множественного отноше-
ния вероятности принятия шага Беннетта
(MBAR) [29]. Корректность расчетов контроли-
ровали по матрице перекрытия между λ-состоя-
ниями, а также сравнением полученных значе-
ний ΔG со значениями, полученными другими
методами: EXP (метод экспоненциального усред-
нения) [28], BAR (метод отношения вероятности
принятия шага Беннета) [29] и TI (метод термо-
динамического интегрирования).

Поскольку суммарный заряд атомов PIA при
pH > 6.5 равен –1e, необходимо было в этом случае
вычислить поправки на суммирование по Эвальду и
периодические граничные условия, их рассчитыва-
ли с использованием аналитической схемы [30]. За-
ряд белка был полностью нейтрализован противо-
ионами, эффективный QP = 0. 1/4πεo полагался рав-
ным 138.93545585 кДж нм e−2 моль−1, εs для TIP3P
воды –82, ρ300K = 997 кг/м3, γS = 0.0764 e нм2. Оста-
точные интегральные потенциалы (RIP) молекулы
белка и лиганда рассчитывали с использованием
программы APBS [24].

Свободную энергию связывания белок–ли-
ганд (ΔGbind) рассчитывали по формуле:

где ΔGcoul – свободная энергия кулоновского вза-
имодействия; ΔGvdw – свободная энергия ван-дер-
ваальсового взаимодействия, определяемого как
потенциал Ленарда–Джонса; ΔGrest – свободная
энергия рестрейнов (в случае системы лиганд–
растворитель рассчитывается аналитически по
формуле, описанной в работе [26].

В случае заряженного лиганда как к ΔG prot, так
и ΔG solv добавляются соответствующие поправки:
ΔΔGDSF – часть поправки, связанной с использо-
ванием явной (дискретной) модели растворите-
ля, учитывающая конечные размеры ячейки мо-
делирования; ΔΔGNET – поправка на влияние пе-
риодических граничных условий на кулоновское
взаимодействие бесконечного количества перио-
дических копий точечного заряда, ΔΔGUSV – по-
правка на влияние эффекта неполной сольвации;

prot solv
bind

x coul vdw  rest

– ,

,

G G G

G G G G

Δ = Δ Δ
Δ = Δ + Δ + Δ
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ΔΔGRIP – поправка на влияние остаточного ин-
тегрированного потенциала. Часть поправки, свя-
занной с использованием явной (дискретной) мо-
дели растворителя, для случая системы бесконеч-
ного объема ячейки моделирования (DSI) не
включена в выходные данные, т.к. ее значение
(–74.11 кДж/моль) одинаково для всех рассматрива-
емых в статье систем белок–лиганд и лиганд–рас-
творитель и обнуляется при расчете ΔGbind [24, 30, 31].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе работы был проведен поиск специфично-

го ингибитора пиримидиннуклеозидфосфорилазы.
В качестве возможных лигандов были изучены 2',3'-
дидегидро-3'-дезокситимидин (d4T), 1-(2-дезокси-
2-фтор-β-D-арабинофуранозил)-5-иодурацил
(фиауридин, FIAU), 1-(2-дезокси-2-фтор-β-D-
арабинофуранозил)-5-урацил (FAU) и 2-пири-
мидин-2-ил-1H-имидазол-4-карбоновая кислота
(PIA) с помощью методов молекулярного моде-
лирования комплексов белок–лиганд, таких как
молекулярный докинг и молекулярная динамика,
позволяющие найти энергию связывания белка с
лигандом (ΔGbind) с использованием методов LIE
и FEP. По данным моделирования, а именно по
величине свободной энергии связывания белок–
лиганд, можно сделать вывод о том, что лиганды
d4T и PIA – потенциальные ингибиторы бактери-
альных широкоспецифичных пиримидиннуклео-
зидфосфорилаз, т.к. их связывание с активным
центром энергетически выгодно.

В настоящее время соединение d4T выпуска-
ется под названием Ставудин (ОАО Фармсинтез,
Россия) и применяется для лечения ВИЧ [32, 33].
Возможный ингибитор PIA не проходил клини-
ческие исследования. Клинические исследова-
ния для лиганда FAU не проводились, а для ли-
ганда FIAU в ходе эксперимента была обнаруже-
на высокая токсичность [34].

Полученные в ходе расчетов результаты указы-
вают на то, что оба соединения – PIA и d4T – свя-
зываются с активным центром BsPyNP с наи-
большей аффинностью среди других предполага-
емых субстратов. Причем при моделировании
связывания PIA в средах с различным pH энергия
принимает более высокие значения по модулю,
чем при нейтральном pH. Это, вероятно, объяс-
няется образованием шести водородных связей с
3 а.о. белка при pH > 6.5, в отличие от пяти водо-
родных связей при pH < 6.5 в случае PIA. Допол-
нительная водородная связь образуется с Lys108.
Особенную роль здесь играет значение pH, т.к. в
бактериальных клетках значения pH приближе-
ны к 7, т.е. химические реакции проходят в ней-
тральной среде. Следствием специфического свя-

зывания белка BsPyNP с выбранными соедине-
ниями может стать снижение скорости процессов
ресинтеза азотистых оснований, что, в свою оче-
редь, может привести к гибели бактериальных
клеток.

В ходе расчетов свободной энергии связыва-
ния для комплекса белок–лиганд с замененными
аминокислотными остатками в активном центре,
имитирующими активный центр тимидинфос-
форилазы человека, было обнаружено: PIA хуже
связывается с hTP чем с BsPyNP, это минимизи-
рует возможные побочные эффекты применения
этого соединения в терапевтических целях.
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Free Energy of Binding Calculations of Widely Specific Pyrimidine Nucleoside 
Phosphorylase with Suspected Inhibitors

P. A. Eistrikh-Heller*, #, S. V. Rubinsky*, V. R. Samygina*, **, and A. A. Lashkov*
#Phone: +7 (916) 875-27-80; e-mail: eistrikh.geller@crys.ras.ru

*Shubnikov Institute of Crystallography of Federal Scientific Research Centre “Crystallography and Photonics”,
Russian Academy of Sciences, Leninsky prosp. 56, Moscow, 119333 Russia

**National Research Center “Kurchatov Institute”, pl. Akademika Kurchatova 1, Moscow, 123182 Russia

The search for a specific inhibitor of pyrimidine nucleoside phosphorylase is ta central objective of the work.
The search was carried out using methods of molecular modeling of protein-ligand complexes: molecular
docking and molecular dynamics. These methods are used to calculate the binding energy of a protein to a
ligand (ΔGbind). The following compounds were selected as possible inhibitors: 2',3'-didehydro-3'-deoxythy-
midine (d4T), 1-(2-deoxy-2-fluoro-β-D-arabinofuranosyl)-5-ioduracil (fiauridine, FIAU), 1-(2-deoxy-2-
fluoro-β-D-arabinofuranosyl)-5-uracil (FAU) and 2-pyrimidin-2-yl-1H-imidazole-4-carboxylic acid (PIA). A
preliminary estimate of the binding energy was carried out by the linear interaction energy (LIE) method, and
a more accurate calculation was carried out by the free energy perturbation (FEP) method in the GROMACS
software package. The data obtained during the calculations showed that the PIA and d4T compounds bind
to the active site of the protein with the highest affinity among the other studied inhibitors. PIA also binds
less strongly to human thymidine phosphorylase. This minimizes the possible side effects of using this com-
pound for therapeutic purposes.

Keywords: molecular docking, pyrimidine-nucleoside phosphorylase, free energy perturbation
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ЦИКЛООКТАТЕТРАЕН КАК ФОТОСТАБИЛИЗАТОР
ФЛУОРОГЕНА БЕЛКА FAST1
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Синтезированы два новых аналога флуорогена N871b, содержащих циклооктатетраен. Изучена фо-
тостабильность флуоресцентных комплексов белка FAST с новыми соединениями при окрашива-
нии живых клеток HeLa Kyoto в условиях конфокальной микроскопии. Показано, что один аналог
демонстрирует заметно большую фотостабильность в сравнении с оригинальным флуорогеном
N871b. Полученные результаты говорят о высокой перспективности применения циклооктатетрае-
на для модификации красителей на основе арилиден-имидазолонов.

Ключевые слова: имидазолоны, флуорогены, флуороген-активирующие белки, фотостабилизаторы
DOI: 10.31857/S0132342322060239

ВВЕДЕНИЕ
Флуоресцентные красители, используемые в

современной флуоресцентной микроскопии, ха-
рактеризуются длинноволновыми поглощением и
испусканием, имеют небольшой размер и низкую
токсичность. Также к важным свойствам флуорес-
центной метки относятся яркость и фотостабиль-
ность красителя. Последнее имеет особенное зна-
чение для применения в микроскопии сверхвысо-
кого разрешения, т.к. в данном случае изучаемый
объект подвергается интенсивному облучению.

В связи с этим новым перспективным объектом
для исследований стали недавно предложенные так
называемые “самовосстанавливающиеся” красите-
ли (self-healing dyes) [1–4]. Такие красители состоят
из двух фрагментов: флуоресцентного красителя и
фотостабилизатора. Последний препятствует фор-
мированию возбужденного триплетного состояния
флуорофора, которое и приводит к фотообесцвечи-
ванию. Пример фотостабилизатора – циклоокта-
тетраен (COT, от англ. CycloOctaTetraen) (рис. 1). В
настоящий момент в большинстве случаев модифи-
кация COT-группой применяется для цианиновых
красителей [5–8]. Циклооктатетраен, как прави-
ло, связан с молекулой красителя либо с помо-
щью простого алкильного линкера, либо амид-

ной или сложноэфирной группой, увеличиваю-
щей π-систему сопряжения COT (рис. 1). Причем в
зависимости от строения цианинового красите-
ля (например, количества двойных связей) тот
или иной тип связи с COT оказывает разный фо-
тостабилизирующий эффект [5, 6].

В данной работе исследовано влияние цикло-
октатетраена на фотостабильность арилиден-
имидазолоновых флуоресцентных красителей. В
качестве модельного соединения был выбран син-
тезированный нами ранее флуороген N871b, кото-
рый успешно используется в паре с флуороген-ак-
тивирующим белком FAST для генетически коди-
руемого флуоресцентного мечения (рис. 2) [9].

Цель настоящей работы – синтез аналогов флуо-
рогена N871b, содержащих COT-группу, и изучение
фотостабильности этих соединений при окрашива-
нии живых клеток HeLa Kyoto с использованием
метода конфокальной микроскопии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Важное условие химической модификации флуо-

рогена – сохранение его способности формиро-
вать флуоресцентный комплекс с белком, поэтому
для введения COT-группы необходимо выбрать тот
фрагмент молекулы, который в наименьшей степе-
ни участвует в процессе формирования комплекса
с флуороген-активирующим белком. Для моди-
фикации флуорогена N871b мы выбрали группу на
атоме азота имидазолона, т.к. согласно полученным
нами ранее данным о структуре флуоресцентного

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi
10.31857/S0132342322060239 для авторизованных пользова-
телей. 
Сокращения: COT – циклооктатетраен (CycloOctaTetraen).

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

УДК 547.782

ПИСЬМА РЕДАКТОРУ

EDN: AICGDI



746

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 6  2022

СОКОЛОВ и др.

Рис. 1. Применение модификации COT-группой на примере цианинового красителя Cy5.
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Рис. 2. Строение флуорогена N871b и его связывание с флуороген-активирующим белком FAST. Отмечены водород-
ные связи флуорогена N871b с остатками триптофана (W94), глутаминовой кислоты (E46) и тирозина (Y42).
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комплекса флуорогена N871b с белком FAST, этот
фрагмент находится вне кармана белка, и его моди-
фикация, вероятно, не повлияет на процесс форми-
рования комплекса (рис. 2) [10].

На первом этапе работы был синтезирован ана-
лог флуорогена N871b, содержащий эфирную груп-
пу в первом положении имидазолона (II) (схема 1).
Гидролиз последнего позволил получить производ-
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ное N871b с кислотной группой (III). Затем при
взаимодействии кислоты (III) и защищенного
диамина с последующим снятием защитной
группы был получен амин (V) (схема 1). Одно-
временно с этим нами были синтезированы не-

обходимые производные циклооктатетраена
(VI) и (IX), содержащие кислотные группы. На
финальном этапе с помощью реакции амина (V)
с кислотами (VI) и (IX) были получены целевые
соединения (X) и (XI) (схема 1).

Схема 1. Синтез соединений (III–XI).
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Затем мы изучили эффективность окрашива-
ния живых клеток соединениями (X) и (XI) в
сравнении с оригинальным флуорогеном N871b в
условиях конфокальной микроскопии. К клет-
кам HeLa Kyoto, трансфицированным плазми-
дой, содержащей ген, кодирующий белок FAST,
слитый с белком цитоскелета, были добавлены
флуороген N871b и соединения (X) и (XI). При до-
бавлении новых синтезированных соединений (X)
и (XI), так же как и при добавлении флуорогена
N871b, наблюдалось значимое усиление флуорес-
ценции. Это позволяет заключить, что введение
COT-группы в молекулу N871b не привело к поте-
ре флуорогенных свойств, и новые соединения
способны формировать флуоресцентный ком-
плекс с белком FAST. Также было установлено,
что при длительном облучении (лазером с длин-
ной волны 543 нм) комплекс соединения (X)
обесцвечивается с той же скоростью, что и ком-
плекс белка FAST с оригинальным флуорогеном
N871b (рис. 3), в то время как комплекс соедине-
ния (XI) в аналогичных условиях продемонстри-
ровал заметно большую фотостабильность (рис. 3).

Таким образом, мы показали, что фотоста-
бильность флуоресцентного комплекса белка
FAST с флуорогеном N871b можно увеличить с
помощью введения циклооктатетраена в молеку-
лу флуорогена. Вероятно, предложенная нами
модификация может быть также использована
для синтеза и иных флуоресцентных арилиден-
имидазолоновых красителей, отличающихся вы-
сокой фотостабильностью.

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

гистрировали на спектрометре Avance III NMR
(700 МГц; Bruker, США) при 303 K в DMSO-d6
(внутренний стандарт – Me4Si). Температуры
плавления определяли на приборе SMP30 (Stuart
Scientific, Великобритания) и не исправляли.
Масс-спектры высокого разрешения регистриро-
вали на приборе micrOTOF II (Bruker, Германия),
ионизация электрораспылением.

Общая методика синтеза соединений (X) и (XI).
Соединение (V) (137 мг, 0.3 ммоль), соответствую-
щую кислоту (VI) или (IX) (0.66 ммоль), HBTU
(318 мг, 0.84 ммоль) и ДИПЭА (0.21 мл, 1.23 ммоль)
суспензировали в ацетонитриле (10 мл). Полу-
ченную смесь перемешивали при комнатной тем-
пературе в течение 12 ч в инертной атмосфере.
Затем реакционную смесь упаривали, продукт
очищали с помощью флеш-хроматографии (элю-
ент – хлороформ/метанол 100 : 7). Полученный
продукт растворяли в хлороформе (10 мл), к рас-
твору добавляли пирролидин (37 мл, 0.45 ммоль),
полученную смесь перемешивали при комнатной
температуре в течение 30 мин. Затем к смеси до-
бавляли 50 мкл уксусной кислоты, полученный
раствор перемешивали при комнатной темпера-
туре в течение 20 мин. Далее реакционную смесь
разбавляли хлороформом (20 мл), промывали
водным раствором NaH2PO4 (30 мл, рН 6.0). Ор-
ганические вытяжки высушивали над безводным
сульфатом натрия и упаривали. Полученный про-
дукт дополнительно очищали с помощью коло-
ночной хроматографии (градиент – хлоро-
форм/метанол от 100 : 3 до 100 : 7).

Методика синтеза исходных соединений, вы-
ходы реакций, температуры плавления и спек-
тральные характеристики синтезированных со-
единений (I–XI) приведены в дополнительных
материалах.

Фотообесцвечивание в условиях флуоресцент-
ной микроскопии. Эксперименты проводили на
иммортализованной (рак шейки матки человека)
клеточной линии HeLa Kyoto (ATCC). Клетки
высевали на чашки диаметром 35 мм со стеклян-
ным дном (SPL Life Sciences, Корея), культиви-
рование проводили в среде DМЕМ (ПанЭко,
Россия) с добавлением 100 ед./мл пенициллина,
100 ед./мл стрептомицина (ПанЭко, Россия) и 10%
эмбриональной телячьей сыворотки (ПанЭко, Рос-
сия). Перед трансфекцией проводили визуальную
оценку конфлюентности, трансфекцию проводили
при ее достижении 80% от максимальной. Для
трансфекции клеточную среду заменяли на
500 мкл Opti-MEM (Gibco, США), через 2 ч к сре-

Рис. 3. Кривые фотообесцвечивания флуоресцентного
сигнала флуорогена N871b и соединений (X) и (XI) в
комплексе с белком FAST в клетках линии HeLa Kyoto,
полученные при помощи лазерной сканирующей мик-
роскопии (SD отображается окрашенной областью,
n = 9–10). Соединения разводили из 1 мM раствора в
DMSO до конечной концентрации 5–10 мкМ.
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де добавляли 500 мкл Opti-MEM, содержащей
смесь из 3.75 мкл агента Трансфектин (Bio-Rad,
США) и 1.5 мкг плазмиды, кодирующей ген белка
FAST, слитого с белком цитоскелета виментином
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33336838/). Че-
рез 4–6 ч среду заменяли на DМЕМ с добавлением
пенициллина-стрептомицина и эмбриональной
телячьей сыворотки в вышеуказанных концентра-
циях. На следующий день после трансфекции сре-
ду заменяли на раствор Хэнкса с добавлением
20 мM HEPES. Соединения (X) и (XI) добавляли к
клеткам HeLa Kyoto в концентрации 10 мкM, со-
единение N871b – в концентрации 5 мкM (соеди-
нения разводили из 1 мM стокового раствора в
ДМСО (ПанЭко, Россия), после чего проводили
съемку на конфокальном микроскопе DM IRE2
(Leica, Германия), оборудованном иммерсион-
ным масляным объективом HCX PL APO Lbd.BL
63 × 1.40 и гелий-неоновым (HeNe) лазером
(543 нм). В клетках, экспрессирующих конструк-
цию виментин-FAST, выбирали области интереса
размером 7.5 × 7.5 мкм, которые непрерывно ска-
нировали HeNe-лазером (100%) в течение 175 с
(2 мин 55 с) (n = 9–10 клеток). Полученные изоб-
ражения обрабатывали и анализировали в про-
грамме Fiji ImageJ. Графики, демонстрирующие
кривые фотообесцвечивания флуоресцентного
сигнала, были получены в OriginPro8.1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Синтезированы два новых производных флуо-
рогена N871b, содержащих циклооктатетраен.
Установлено, что новые соединения формируют
флуоресцентные комплексы с флуороген-акти-
вирующим белком FAST при окрашивании жи-
вых клеток в условиях конфокальной микроско-
пии. Показано, что при длительном облучении
соединение (XI) демонстрирует большую фото-
стабильность в сравнении с оригинальным флуо-
рогеном N871b. В связи с чем актуальным направ-
лением для дальнейших исследований представ-
ляется изучение влияния циклооктатетраена на
фотостабильность других арилиден-имидазоло-
новых флуоресцентных красителей.
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CycloOctaTetraene as Photostabilizer of Fast Protein Fluorogen
A. I. Sokolov*, **, A. A. Gorshkova*, N. S. Baleeva*, **, #, and M. S. Baranov*, **

#Phone: +7 (926) 704-13-72; e-mail: nsbaleeva@gmail.com
*Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry RAS, ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

**Pirogov Russian National Research Medical University, ul. Ostrovitianova 1, Moscow, 117997 Russia

We report two new analogues of f luorogen N871b containing a CycloOctaTetraene. We studied the photosta-
bility of f luorescent complex of the FAST with new compounds by live cell confocal microscopy. One of the
new analogues exhibits better photostability in complex with FAST then the previously published fluorogen
N871b. The obtained results indicate that cyclooctatetraene is highly promising for the modification of dyes
based on arylidene imidazolones.

Keywords: imidazolones, fluorogens, fluorescence-activating proteins, fluorescence, triplet-state quenchers
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Синтезированы четыре (Z)-2-ацетил-4-бензилиден-1-метил-1Н-имидазол-5(4Н)-она, характери-
зующиеся значительным варьированием интенсивности флуоресценции в различных средах. Уста-
новлено, что введение 2-ацетильной группы позволяет значительно сместить положение спек-
тральных максимумов в длинноволновую область. Показано, что полученные кетопроизводные
арилиден-имидазолонов могут использоваться для окрашивания эндоплазматического ретикулума
во флуоресцентной микроскопии.

Ключевые слова: арилиден-имидазолоны, эндоплазматический ретикулум, флуоресценция
DOI: 10.31857/S0132342322060240

ВВЕДЕНИЕ

Флуоресцентные белки – самый распростра-
ненный тип генетически кодируемых флуорес-
центных меток. Такие белки способны автоката-
литически из собственных аминокислотных
остатков формировать внутренние ароматиче-
ские структуры – хромофоры, которые представ-
ляют собой различные арилиден-имидазолоны.
На сегодняшний день во флуоресцентной микро-
скопии применяется множество разноцветных
флуоресцентных белков, имеющих хромофоры
разного строения [1]. Среди них отдельное место
занимают белки, содержащие в своем составе
хромофоры с ацильной группой во втором поло-
жении имидазолонового цикла, например, белок
AsFP [2]. Наличие такой группы обусловливает
значительное батохромное смещение максиму-
мов поглощения и эмиссии этих белков.

Известно, что арилиден-имидазолоны в сво-
бодном от белка виде флуоресцируют крайне сла-
бо [3]. Это объясняется возможностью безызлу-
чательного сброса энергии возбуждения из-за по-
движности арилиденового фрагмента [4]. Однако
благодаря таким свойствам арилиден-имидазоло-

ны можно использовать в качестве флуорогенных
красителей, например, для окрашивания белков
и нуклеиновых кислот, а также отдельных кле-
точных органелл [5–9].

Ранее было показано, что некоторым арили-
ден-имидазолонам свойственно заметное варьи-
рование интенсивности флуоресценции в разных
средах [10–13]. Такое свойство позволило приме-
нять эти соединения в роли своего рода флуорес-
центных “сенсоров полярности” и использовать
для окрашивания эндоплазматического ретикулу-
ма и других органелл. Было установлено, что к по-
добной группе относятся арилиден-имидазолоны,
имеющие одновременно два электронно-донор-
ных заместителя в мета- и орто-положениях ари-
лиденового фрагмента (схема 1, соединения (I))
[11, 14, 15]. Позднее мы показали, что введение
во второе положение имидазолонового цикла
этих соединений стирольных заместителей поз-
воляет сохранить такое варьирование [14, 15].
Введение стирольных групп – важная модифи-
кация в химии красителей, которая позволяет
увеличить размер π-системы и, как следствие,
приводит к батохромному сдвигу спектральных
максимумов. Подобные красители особо востре-
бованы во флуоресцентной микроскопии, т.к.
длинноволновое излучение наименее токсично
для живых тканей.

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по doi
10.31857/S0132342322060240 для авторизованных пользова-
телей.

# Автор для связи: (тел.: +7 (926) 704-13-72; эл. почта:
nsbaleeva@gmail.com).
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Схема 1. Строение соединений (I).

В настоящей работе изучено влияние другой мо-
дификации, которая может привести к смещению
максимумов поглощения и испускания в длинно-
волновую область. Проведенные нами ранее иссле-
дования показали, что введение кетогруппы во вто-
рое положение имидазолонового кольца разных
арилиден-имидазолонов часто приводит к бато-
хромному сдвигу спектральных максимумов на 50–
100 нм [16, 17]. Поэтому целью данной работы ста-
ли синтез кетопроизводных арилиден-имидазоло-
нов (I) и изучение влияния кетогруппы в структуре
на оптические свойства этих красителей.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На первой стадии синтеза из различных
ароматических альдегидов (II) были получены
соответствующие арилимины, из которых без
дополнительной очистки с помощью [3+2]цикло-
присоединения были синтезированы арилиден-
имидазолоны (III) (схема 2). Затем арилиден-имид-
азолоны (III) под действием диоксида селена были
окислены до соответствующих кетопроизводных
(IV) (схема 2).

Схема 2. Синтез соединений (III) и (IV).

На следующем этапе работы были изучены оп-
тические свойства полученных кетонов (IV).
Установлено, что максимумы абсорбции нахо-
дятся в области 410–450 нм, а максимумы эмис-
сии – в области 560–630 нм (табл. 1). Сравнение
этих результатов с данными, известными для со-
единений (I), показывает, что введение кетогруп-
пы приводит к батохромному сдвигу максимумов
на 50–100 нм (отмечено на рис. 1 стрелками) и за-
метному увеличению стоксового сдвига (разница
между максимумами эмиссии и абсорбции) (рис. 1).
Выбранная нами модификация также привела к
небольшому снижению интенсивности флуо-
ресценции. Так, квантовый выход флуоресценции
кетонов (IV) в диоксане составляет 1.2–4.2%, в то

время как соединения (I) флуоресцируют в этом
растворителе с квантовым выходом 6–40% [14,
15]. Однако новые производные (IV), так же как
и соединения (I), характеризовались выражен-
ным варьированием величины квантового выхо-
да (табл. 1), что говорит о перспективности их
использования в роли “сенсоров полярности” для
живых систем.

В связи с тем, что квантовый выход соедине-
ний (IV) варьируется, на заключительном этапе
данной работы мы решили исследовать возмож-
ность их использования для окрашивания кле-
точных культур. Было установлено, что при до-
бавлении растворов кетонов (IV) к клеткам линии
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Таблица 1. Оптические свойства соединений (IV) в разных растворителях

Примечание: прочерк – соединение плохо растворимо в данном растворителе.

Соединение  MeOH CH3CN EtOAc Диоксан

(IVa)

Максимум поглощения, нм 447 444 444 444

Коэффициент экстинкции, М–1 см–1 18000 20500 20500 20500

Максимум эмиссии, нм 599 603 570 561

Квантовый выход флуоресценции, % <0.5 1.9 2.9 3.2

(IVb)

Максимум поглощения, нм 412 413 415 416

Коэффициент экстинкции, М–1 см–1 25500 27500 27500 27000

Максимум эмиссии, нм ~600 ~570 623 612

Квантовый выход флуоресценции, % <0.5 <0.5 0.7 1.2

(IVc)

Максимум поглощения, нм 449 448 449 446

Коэффициент экстинкции, М–1 см–1 – 14500 15500 15000

Максимум эмиссии, нм ~620 ~630 620 590

Квантовый выход флуоресценции, % <0.5 <0.5 1.2 4.2

Рис. 1. Спектры поглощения (зеленый) и эмиссии (красный) соединений (I) (пунктир) и кетопроизводных (IV)
(сплошная) в диоксане; (a) – соединения (Ia) и (IVa), (б) – соединения (Ib) и (IVb), (в) – соединения (Ic) и (IVc).
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HeLa Kyoto в конечной концентрации 10 мкМ по-
является выраженная флуоресценция, ассоции-
рованная со структурами эндоплазматического
ретикулума (рис. 2). Наиболее яркая флуоресцен-
ция наблюдалась для производного (IVc), однако

окрашивание в этом случае было наименее селек-
тивным, т.к. помимо флуоресценции структур
эндоплазматического ретикулума наблюдалось
формирование ярких флуоресцентных капель,
вызванное вероятной агрегацией красителя. Ана-
логичным поведением характеризовалось произ-
водное (IVb), хотя формирование агрегатов в этом
случае было менее выражено. Вероятно, наличие
нафталинового фрагмента в структуре этих двух
соединений снижает их растворимость в воде и об-
легчает формирование агрегатов. Наилучший же
результат был достигнут для производного (IVa),
имеющего наименьший размер.

Таким образом, мы установили, что кетоны (IV),
как и арилиден-имидазолоны (I), способны окра-
шивать эндоплазматический ретикулум и могут
найти свое применение во флуоресцентной мик-
роскопии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование. Спектры ЯМР (δ, м.д.; J, Гц) ре-
гистрировали на приборах Bruker Fourier 300
(300 МГц; Bruker, США), Bruker Avance III NMR
(700 МГц; Bruker, США) и Bruker Avance III NMR
(800 МГц; Bruker, США), оснащенном 5-мм
криодатчиком TXI, в DMSO-d6 и CDCl3 (внут-
ренний стандарт – Me4Si). Спектры поглощения
в УФ- и видимом диапазоне регистрировали на
спектрофотометре Varian Cary 100 Bio (Varian,
США), спектры флуоресценции – на спектро-
флуориметре Varian Cary Eclipse (Varian, США).
Температуры плавления определяли на приборе
SMP30 (Stuart Scientific, Великобритания) и не
исправляли. Масс-спектры высокого разрешения
регистрировали на приборе TripleTOF 5600+ (AB
Sciex, США) с ионизацией методом электроспрея
(ESI). Напряжение на капилляре 5.5 кВ в режиме
регистрации положительных ионов, 4.5 кВ в режи-
ме регистрации отрицательных ионов. Поток газа-
носителя – 15 Arb, газа-распылителя – 25 Arb.
Пробы вводили с помощью шприцевого насоса со
скоростью потока 20 мкл/мин.

Синтез 2-этил-1-метил-1Н-имидазол-5(4Н)-
онов (II). К раствору ароматического альдегида
(5 ммоль, 1 экв.) в хлороформе (50 мл) добавляли
40%-ный водный раствор метиламина (2.2 мл,
25 ммоль, 5 экв.), после чего в колбу вносили без-
водный сульфат натрия до исчезновения водного
слоя в реакционной смеси. Колбу закрывали
пробкой и выдерживали при комнатной темпера-
туре в течение 96 ч. Далее суспензию отфильтро-
вывали и сушили над безводным сульфатом на-
трия. Осушитель отфильтровывали, а раствор
упаривали при пониженном давлении. К остатку
после упаривания добавляли карбоксиимидат
(1.13 г, 6.5 ммоль, 1.3 экв.). Полученную смесь пе-
ремешивали при комнатной температуре в тече-

Рис. 2. Окрашивание эндоплазматического ретику-
лума кетопроизводными (IV) в живых клетках линии
HeLa Kyoto; (a) – соединение (IVa), (б) – соедине-
ние (IVb), (в) – соединение (IVc). Конечная концен-
трация соединений – 10 мкМ. Масштабный отрезок –
10 мкм.

(а)

(б)

(в)
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ние 96 ч. Целевой продукт выделяли и очищали
методом флеш-хроматографии (элюент – хлоро-
форм и этанол, 100 : 3).

Синтез 2-этил-1-метил-1Н-имидазол-5(4Н)-
онов (III). К раствору 2-этил-1-метил-1Н-имида-
зол-5(4Н)-она (0.4 ммоль, 1 экв.) в диоксане
(8 мл) добавляли диоксид селена(IV) (88 мг,
0.8 ммоль, 2 экв.). Полученную смесь выдержива-
ли в масляной бане при 100°C в течение 30 мин.
Затем смесь охлаждали до комнатной температу-
ры, разбавляли этилацетатом (80 мл) и переноси-
ли в делительную воронку, где смесь последова-
тельно промывали насыщенным раствором кар-
боната калия (100 мл) и насыщенным раствором
хлорида калия (3 × 100 мл). Органическую фазу
отделяли, сушили над безводным сульфатом на-
трия. Осушитель отфильтровывали, а раствор
упаривали при пониженном давлении. Целевые
соединения выделяли из остатка после упарива-
ния с помощью флеш-хроматографии (элюент –
этилацетат и гексан, 1 : 2).

Выходы реакций, температуры плавления и
спектральные характеристики синтезированных
соединений (II) и (III) приведены в дополнитель-
ных материалах.

Флуоресцентная микроскопия. Скрининг со-
единений проводили с использованием живых
клеточных культур HeLa Kyoto (ATCC). Соедине-
ния добавляли к клеткам HeLa Kyoto в концен-
трациях 1–10 мкM (соединения разводили из
1 мM стокового раствора в DMSO). Изображения
получали на инвертированном широкопольном
флуоресцентном микроскопе BZ-9000 (Keyence,
Япония) с объективом Nikon Plan Apo 60× 1.40 Oil
(Nikon, США) и набором светофильтров Keyence
GFP-B EX 470/40 DM 495 BA 535/50.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Синтезированы четыре кетопроизводных ари-
лиден-имидазолонов. Установлено, что введение
кетогруппы не приводит к существенным изме-
нениям оптических свойств, и для всех новых со-
единений, как и для оригинальных арилиден-
имидазолонов, характерно варьирование величи-
ны квантового выхода флуоресценции при заме-
не растворителя. Продемонстрировано, что син-
тезированные кетоны перспективны в качестве
красителей во флуоресцентной микроскопии,
т.к. они способны окрашивать эндоплазматиче-
ский ретикулум.
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Keto-Analogues Arylidene-Imidazolones as Fluorogennic Dyes
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We report a series of (Z)-2-acetyl-4-benzyliden-1-methyl-1Н-imidazol-5(4Н)-ones with a pronounced sol-
vent-dependent intensity of f luorescence variation. The introduce of the 2-acetyl group allows to shift the ab-
sorption and emission maxima to the long-wavelength region. We showed that these compounds can be used
for staining of the endoplasmic reticulum in the f luorescent microscopy.
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