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Исследования последних лет показали, что короткие открытые рамки считывания (кОРС, <100 ко-
донов) могут кодировать пептиды или микробелки, которые выполняют важные функции в прока-
риотических и эукариотических клетках. Установлено, что продукты трансляции кОРС вовлечены
в регуляцию множества процессов, например, они модулируют активность митохондриальной ды-
хательной цепи или активность мышечных клеток у млекопитающих. Однако идентификация и по-
следующий функциональный анализ пептидов или микробелков, кодируемых кОРС, – нетриви-
альная задача, требующая использования специальных подходов. Один из критически важных эта-
пов функционального анализа – нахождение белков-партнеров изучаемого пептида. В данном
обзоре рассмотрены особенности анализа интерактома коротких белковых молекул и описаны ис-
пользуемые в настоящее время подходы для такого рода исследований.

Ключевые слова: короткая рамка считывания, длинные некодирующие РНК, интерактом, функцио-
нальные пептиды, масс-спектрометрия
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ВВЕДЕНИЕ
Короткая открытая рамка считывания (кОРС) –

это нуклеотидная последовательность между по-

тенциальными старт- и стоп-кодонами размером
20–300 нт [1]. Однако в некоторых источниках
верхний предел размера кОРС расширен до 150 и
даже 250 кодонов [2, 3], в то время как у прокари-
от общепринятый верхний лимит – 50 кодонов
[4]. Поскольку миллионы коротких рамок считы-
вания могут быть обнаружены в любом геноме, то
для уменьшения ошибок при идентификации и
классификации мРНК существующие алгоритмы
предсказания генов обычно не учитывают кОРС
при аннотации геномов [5]. Более того, считает-
ся, что большинство коротких открытых рамок
считывания в геноме не транслируются и не
функциональны [3]. Однако показано, что кОРС
могут быть источником функциональных пепти-
дов, регулирующих множество ключевых процес-
сов в клетке [6–9], следовательно, поиск и описа-
ние таких пептидов – важнейшие задачи совре-
менной биологии.

На сегодняшний момент предложено несколь-
ко вариантов классификации кОРС в зависимо-
сти от их размера, местоположения, консерватив-
ности, потенциала транскрипции и трансляции
и т.д. В целом можно выделить пять основных
классов кОРС. Самый многочисленный класс –
межгенные кОРС (intergenic ORFs), которые на-
ходят в нетранскрибируемых участках генома.
Этот класс кОРС, по-видимому, формируется

1 Статья посвящается памяти академика РАН Вадима Тихо-
новича Иванова. 
Сокращения: кОРС – короткая открытая рамка считывания;
длнкРНК – длинная некодирующая РНК; АО-МС – аффин-
ное обогащение с последующей масс-спектрометрией;
КоИП – коиммунопреципитация; ЭТЦ – электрон-транс-
портная цепь; МБМ-МС – мечение близкорасположенных
молекул с последующей масс-спектрометрией, ЭПР – эндо-
плазматический ретикулум; ncAA – неканоническая ами-
нокислота.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 335-01-00; эл. почта:
feigor@yandex.ru).

УДК 577.21
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случайно и не кодирует функциональных продук-
тов. Размер таких рамок зависит от GC-состава
генома (частота появления стоп-кодонов), меди-
ана длины кОРС в геномах млекопитающих со-
ставляет 22–23 кодона [6]. кОРС трех других
классов расположены на аннотированных транс-
криптах и потенциально могут быть транслирова-
ны. Это короткие рамки считывания, найденные
в 5'-лидерных и 3'-трейлерных последовательно-
стях мРНК, а также в белок-кодирующей обла-
сти, со сдвигом относительно основной рамки
считывания (альтернативная рамка считывания).
На сегодняшний день самым многочисленным
классом кОРС, локализованных на мРНК, счита-
ются upstream open reading frames (uORFs), обна-
руженные в 5'-лидерном нетранслируемом регио-
не. У животных медианная длина таких рамок со-
ставляет ~22 кодонов, и они найдены у ~50%
мРНК [6, 10]. Этот класс кОРС редко находят в
генах домашнего хозяйства, и существует значи-
мая отрицательная корреляция между уровнем
транскрипции гена и количеством кОРС в 5'-ли-
дерной последовательности [11, 12]. Более того,
до сих пор не до конца понятно, какое количество
этих кОРС кодирует функциональные пептиды
[13]. Тем не менее, принимая во внимание рас-
пространенность кОРС в 5'-лидерных последова-
тельностях мРНК, число таких пептидов с неиз-
вестной функцией может достигать нескольких
сотен.

Один из самых интересных и плохо изученных
классов кОРС – те из них, которые расположены
на длинных некодирующих РНК (длнкРНК).
Длинные некодирующие РНК – это обширная
группа транскриптов длиной >200 нт, которые не
содержат длинных рамок считывания и не обла-
дают предсказанным кодирующим потенциалом
[14, 15]. Предполагается, что значительная часть
таких транскриптов кэпирована и содержит по-
ли-А-хвост, а значит, может быть транслирована
[16]. Короткие рамки считывания, расположен-
ные на длнкРНК, выступают третьим по распро-
страненности классом кОРС, а продукты их транс-
ляции в литературе принято называть пептидами,
микропептидами или микробелками [6, 17]. Меди-
анная длина таких рамок составляет ~24 кодона, а
эффективность трансляции схожа с upstream кОРС.
В данном обзоре мы будем обозначать продукты
трансляции кОРС, расположенных на длинных не-
кодирующих РНК, микробелками. Показано, что
по крайней мере 98% аннотированных длнкРНК
содержат как минимум одну кОРС, а медиана ко-
личества рамок на один транскрипт составляет 6.
Хотя длнкРНК – неконсервативные транскрип-
ты [18], оказалось, что некоторые из них кодиру-
ют высококонсервативные функциональные
микробелки [7, 19, 20].

Функциональная роль микробелков была наи-
более полно изучена у человека и животных.

Функциональные пептиды, транслируемые с
кОРС на длнкРНК, участвуют в регуляции кле-
точной пролиферации [21], пролиферации опу-
холей [22], апоптозе и образовании аутофагосом
[23], активности митохондриальной дыхательной
цепи [24], презентации антигенов [25], половом
размножении [26]. Например, анализ тканеспе-
цифичной транскрипции длинных некодирую-
щих РНК, совмещенный с предсказанием эволю-
ционно консервативных коротких открытых ра-
мок считывания, позволил идентифицировать
два микробелка – dworf open reading frame
(DWARF) и myoregulin (MLN), участвующих в ре-
гуляции сокращения сердечной мышцы [19, 27].
Микробелок HOXB-AS3, супрессирующий рост
опухоли рака прямой кишки, был обнаружен при
анализе экспрессии антисенс-некодирующих
РНК в различных тканях методами секвенирова-
ния второго поколения с последующим предска-
занием коротких рамок на выявленных транс-
криптах [9].

В сравнении с животными, у растений функцио-
нальная роль пептидов, кодируемых длнкРНК,
практически не изучена. Только несколько пеп-
тидов, кодируемых транскриптами, не имеющими
рамок считывания длиной >100 кодонов, были
функционально охарактеризованы у растений к на-
стоящему времени: PLS (POLARIS), 36 а.о. [28],
ROT4 (ROTUNDIFOLIA FOUR), 53 а.о. [29],
ROT18/DLV1, 51 а.о. [30], ENOD40 (EARLY
NODULIN GENE 40), 12 и 24 а.о. [31], KOD (KISS
OF DEATH), 25 а.о. [32], BRK1 (BRICK1), 84 a.о.
[33], Zm-908p11, 97 a.о. [34], Zm-401p10, 89 a.о.
[35], OSIP108, 10 a.о. [36]. Несмотря на практиче-
ски отсутствующие данные о механизмах дей-
ствия и скудность информации о функциях таких
пептидов у растений, можно отметить, что они
вовлечены в регуляцию целого ряда важнейших
физиологических процессов.

Результаты функционального анализа боль-
шинства известных микробелков, кодируемых
кОРС, показали, что чаще всего их биологиче-
ская роль заключается в регуляции активности
клеточных белков при прямом взаимодействии.
Таким образом, анализ интерактомов – необхо-
димый этап изучения молекулярных механизмов
биологического действия микробелков.

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ИНТЕРАКТОМА 
МИКРОБЕЛКОВ

Предполагается, что микробелки слишком ма-
лы, чтобы содержать функциональные домены,
поэтому роль микробелков может заключаться в
модуляции функций более крупных белков-парт-
неров. Поиск белков-партнеров – важный этап
функционального анализа микробелков, позво-
ляющий установить их локализацию и биологи-
ческую роль в клетке.
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Белки-партнеры также называют интеракто-
рами, а общую совокупность молекул, взаимо-
действующих с изучаемым белком или микробел-
ком, – его интерактомом. Методы идентифика-
ции белок-белковых взаимодействий (методы
качественной интерактомики) позволяют опре-
делять состав белок-микробелковых комплексов.
Как и другие омиксные методы, качественная ин-
терактомика базируется на высокопроизводи-
тельном анализе, в случае белков это масс-спек-
трометрический анализ. Подходы, применяемые
для нахождения интерактома микробелков, не
имеют принципиального отличия от методов ин-
терактомики крупных белков, однако существу-
ют тонкие различия, определяющиеся физико-
химической природой продуктов трансляции
кОРС.

АФФИННОЕ ОБОГАЩЕНИЕ
Аффинное обогащение (АО; affinity purifica-

tion) – группа методов анализа интерактома, поз-
воляющих изолировать интересующие белковые
комплексы с использованием принципов аффин-
ной хроматографии. Основа метода – сильное
специфическое взаимодействие химических
групп на поверхности твердой фазы носителя с
исследуемой молекулой. Предполагаемые белки-
партнеры, которые коэлюируются с твердой фа-
зы, идентифицируются масс-спектрометриче-
ски, что часто подчеркивается в названии подхо-
да – аффинное обогащение-масс-спектрометрия
(АО-МС, affinity purification–mass spectrometry).
В общем случае аффинность обеспечивается из-
вестными парами сильных взаимодействий (ан-
тиген–антитело, биотин–авидин, GST (глутати-
он-S-трансфераза) – глутатион, MBP (мальтоза-
связывающий белок) – амилоза и проч.) [37, 38].

К последовательности изучаемого микробелка
с помощью методов генной инженерии через
линкерный участок (кодирующий 3–10 а.о.,
обычно глицин) присоединяют последователь-
ность, кодирующую один из компонентов аф-
финной пары. Последний будет называться аф-
финным тэгом. Полученной конструкцией вре-
менно или постоянно трансфицируют клетки.
В последнее время часто применяется метод ре-
дактирования геномного локуса микробелка, при
котором последовательность тэга направленно
сливается непосредственно с последовательно-
стью микробелка в геномной ДНК с помощью
системы CRISPR-Cas9 [7, 39, 40]. В последнем
случае ожидается, что количество микробелка в
клетке будет сопоставимо с его количеством в
норме (поскольку используется эндогенный про-
мотор); в таких клетках будет только тэгирован-
ный вариант молекул, что будет способствовать
формированию нативных белковых комплексов
и исключать конкуренцию за белок-партнер, воз-

можную при наличии двух форм микробелка.
Клетки лизируют, после чего на аффинном к тэгу
носителе очищают белковые комплексы, содер-
жащие тэгированный микробелок и его белки-
партнеры, затем идентифицируют интеракторы с
помощью масс-спектрометрии.

Существует риск, что прибавление к белку ка-
кой-либо последовательности в виде тэга с лин-
кером может повлиять на его взаимодействия с
другими белками и на его функции. Выбор аф-
финного тэга в случае микробелков имеет осо-
бенно важное значение из-за большой длины тэга
относительно последовательности микробелка.
В интерактомике крупных белков часто приме-
няют тэги, сами представляющие собой белки
(например, MBP или GFP) [41–43].

Подобный подход для интерактомики микро-
белков весьма дискуссионен, поскольку эти
крупные тэги могут сильно повлиять на физико-
химические особенности микробелков и белок-
микробелковые взаимодействия, может быть на-
рушена правильная субклеточная локализация
микробелка [44]. Молекулярная масса микробел-
ка может быть в 5–10 раз меньше массы такого тэ-
га (42.5 кДа для MBP, 26 кДа для GFP). Для ана-
лиза интерактома микробелков предпочтительно
использование систем АО-МС с небольшими по
размеру тэгами, которые будут рассмотрены в
данном обзоре.

Широкое применение в интерактомике мик-
робелков находят тэги пептидной природы. Они
представляют собой эпитоп коммерчески доступ-
ных антител, как правило, состоящий из 8–10 а.о.,
что меньше размеров большинства микробелков,
поэтому предполагается их меньшее влияние на
функции молекулы. Такие тэги присоединяют
либо к N-, либо к С-концу последовательности.
Не рекомендуется присоединение тэга к N-концу
микробелка, поскольку его влияние на субкле-
точную локализацию конструкции может быть
значительным, т.к. на N-конце обычно распола-
гается сигнальная последовательность сортинга
[45]. Используемые в интерактомике микробел-
ков тэги приведены в табл. 1.

Как правило, компоненты белковых комплек-
сов связаны между собой слабыми взаимодей-
ствиями. Поскольку при АО-МС белковые ком-
плексы изолируют после лизиса клеток, возника-
ет проблема сохранения их стабильности и
нативности, для чего требуется, во-первых, под-
держание условий, приближенных к внутрикле-
точным, во-вторых, внесение добавок, стабили-
зирующих белковые комплексы и препятствую-
щих случайным взаимодействиям. Общие
рекомендации по составу экстрагирующего рас-
твора отсутствуют; для каждого частного случая
необходима оптимизация условий эксперимента,
поскольку любая добавка может оказать непред-
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сказуемое влияние на стабильность белкового
комплекса [45]. В состав растворов входят, в
первую очередь, различные буферные системы,
поддерживающие кислотность раствора на фи-
зиологическом уровне pH 7–8. Поскольку при
лизисе происходит разрушение клеточных ком-
партментов, содержащих активные протеазы, для
сохранения интактности белков в лизирующие
растворы добавляют ингибиторы протеаз, такие
как фенилметилсульфонилфторид (PMSF) или
коммерчески доступные смеси ингибиторов. До-
бавление солей, таких как хлорид натрия, в об-
щем случае способствует экстракции белков и
препятствует неспецифической адсорбции на но-
ситель [46]. Добавление мягких неденатурирую-
щих детергентов, таких как Tween-20 и Triton
X-100, может понизить уровень неспецифиче-
ских взаимодействий. В случае мембранных бел-
ков критически важен подбор детергента для со-
любилизации. Особые добавки, такие как глице-
рин до концентрации 10% или цитрат натрия до
250 мМ, могут стабилизировать белковые ком-
плексы [46, 47]. Отмывки твердой фазы, как пра-
вило, проводятся в мягких условиях, т.е. не вклю-
чают реагентов, способных разрушать комплексы
(такие, как, например, денатурирующий детер-
гент SDS), поскольку в классических методах
белковые комплексы связаны слабо и не стабили-
зированы.

Группа методов, основанных на применении
сродства антигена к антителу, традиционно
обособляется и носит название коиммунопреци-
питации.

Коиммунопреципитация

Метод коиммунопреципитации (КоИП; сoIm-
munoprecipitation, CoIP) основывается на ис-
пользовании высокого сродства и селективности
связывания антитела со своим антигеном. На

первом этапе получают антитела, которые связы-
вают участок в пределах последовательности
микробелка (антиген, эпитоп). Далее, иммобили-
зовав такие антитела на твердофазном носителе,
есть возможность изолировать микробелок и фи-
зически связанные с ним белки из клеточного ли-
зата. После ряда отмывок белковую смесь, обога-
щенную интеракторами, анализируют масс-
спектрометрически (рис. 1).

В работах по изучению интерактома белков с
помощью КоИП, как правило, получают поли-
клональные антитела, специфичные к различ-
ным эпитопам белка [47, 48]. Однако в случае
микробелков этот подход может иметь ограниче-
ния, поскольку из-за короткой последовательно-
сти микробелка эпитоп антитела может перекры-
ваться с местом связывания белков-партнеров.
Данный вариант КоИП был использован для ана-
лиза интерактома митохондриального микробел-
ка BRAWNIN. Было установлено, что он взаимо-
действует с комплексом III электрон-транспорт-
ной цепи (ЭТЦ) митохондрий, а именно с
субъединицей UQCRC1 [49]. Полученные ре-
зультаты были подтверждены с использованием
системы с коротким аффинным тэгом FLAG. В
дальнейшем было показано, что BRAWNIN спо-
собствует сборке и функционированию комплек-
са III ЭТЦ [49]. При исследовании микробелка
человека CIP2A-BP был также применен интер-
актомный метод с использованием антител про-
тив полной последовательности [22]. В качестве
белка-партнера был идентифицирован CIP2A –
ингибитор протеинфосфатазы 2A. После связы-
вания микробелка активность протеинфосфата-
зы 2A повышается, что способствует ингибирова-
нию сигнального пути PI3K/AKT/NF-κB, вслед-
ствие чего у опухолей снижается способность к
метастазированию [22].

Использование охарактеризованной системы
антиген–моноклональное антитело с коммерче-

Таблица 1. Применяемые к микробелкам аффинные тэги и их свойства

* pI – изоэлектрическая точка. Расчет pI произведен веб-инструментом ProtParam на сайте web.expasy.org. 
** Приведена информация о коммерчески доступных аффинных носителях.

Название 
тэга Последовательность Количество 

а.о. pI*
Количество 

заряженных а.о. 
при нейтральном рН

Молекулярная 
масса, кДа

Тип 
аффинного 
носителя**

FLAG DYKDDDDK 8 4.0 7 1.0 Антитела
HA YPYDVPDYA 9 3.6 2 1.1 Антитела
MYC EQKLISEEDL 10 4.0 5 1.2 Антитела, 

нанотела
mNG11 TELNFKEWQKAFTDMM 16 4.7 5 2.0 Нанотела
GFP Идентификационный 

номер в базе данных 
UniProt P42212

238 5.7 60  26.8 Антитела, 
нанотела



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 49  № 4  2023

МЕТОДЫ АНАЛИЗА ИНТЕРАКТОМА МИКРОБЕЛКОВ 337

ски доступными компонентами имеет преимуще-
ства перед описанным выше вариантом КоИП.
Уровень неспецифических взаимодействий, обу-
словленный природой охарактеризованных анти-
тел и носителей, как правило, низкий, а их до-
ступность избавляет от этапов иммунизации,
очистки и иммобилизации на сорбенте антител
или рекомбинантных белков [45]. Однако все же
существует риск, что добавление к микробелку
какой-либо последовательности в виде тэга с
линкером может повлиять на его взаимодействия
с белками и на его функции.

Наиболее известен FLAG-тэг (табл. 1). Тэг из
восьми аминокислотных остатков первоначально
был разработан как компонент системы аффин-
ной очистки рекомбинантных белков [50]. Было
показано, что крупные белки с таким тэгом лучше
растворимы и сохраняют свою активность после
очистки. FLAG – это искусственная последова-
тельность, обладающая специфическими свой-
ствами, такими как высокая гидрофильность и
большой заряд при физиологическом pH, вслед-
ствие чего нахождение подобного эпитопа среди
белков клетки маловероятно. Уникальность по-
следовательности FLAG приводит к высокой се-
лективности распознавания тэга. Специфич-
ность элюции может быть достигнута коммерче-
ски доступной конкурентной системой элюции
синтетическим пептидом [47].

Однако было отмечено, что FLAG-система все
же обладает некоторым уровнем неспецифиче-
ских взаимодействий в клетках млекопитающих,
дрожжей и растений [51–53]. Кроме того, воз-
можно влияние столь сильно заряженного гидро-
фильного тэга на свойства микробелка. Напри-
мер, показано нарушение правильной локализа-
ции тэгированного FLAG микробелка в клетках
нематоды [54]. При тэгировании FLAG не были
идентифицированы интеракторы микробелка
MIEF-MP (определенные методом мечения

близкорасположенных молекул (МБМ-МС) и
подтвержденные функциональными исследова-
ниями), несмотря на правильную митохондри-
альную локализацию конструкции [54]. Таким
образом, в случае микробелков к выбору тэга сле-
дует подходить с осторожностью, по возможно-
сти, используя несколько тэгов.

Тем не менее интеракторы целого ряда микро-
белков были определены с использованием
FLAG (табл. 2). Например, интерактом микро-
белка NoBody в клеточной линии человека иссле-
довали с помощью КоИП anti-FLAG [55]. Его
белковыми партнерами оказались белки декэпи-
рующего комплекса EDC4, Dcp1A, Dcp1B, Dcp2,
которые участвуют в процессах деградации мРНК
и локализуются в P-тельцах. С помощью исследо-
вания мутантов по микробелку и определения ло-
кализации было подтверждено участие пептида в
регуляции количества P-телец и показано, что
NoBody локализуется в этих структурах [55].

Используя КоИП с FLAG-тэгом, определили,
что трансмембранный микробелок SPAR взаимо-
действует с субъединицами V-АТРазного ком-
плекса [56]. Впоследствие было показано, что ми-
шень действия микробелка – неочевидная функ-
ция V-АТРазы – взаимодействие с комплексом
Ragulator, активирующим киназу mTORC1 в ответ
на свободные аминокислоты. Показано, что
SPAR препятствует формированию активирую-
щего киназу комплекса и регенерации мышечных
волокон [56].

HA-тэг представляет собой последователь-
ность из 9 а.о. белка гемагглютинина вируса грип-
па A, на которую были получены и охарактеризо-
ваны моноклональные антитела (табл. 1) [57]. В
отличие от FLAG, НА-тэг имеет меньший заряд
при физиологическом pH. Однако было показа-
но, что HA разрезается под действием каспаз, по-
этому не подходит для исследования интеракто-
мов в клетках в состоянии апоптоза [58]. Данный

Рис. 1. Метод коиммунопреципитации (КоИП), применяемый к микробелкам. Рисунок сделан с использованием
сайта BioRender.com.

Микробелок Линкер ТЭГ
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Нанесение лизата
на аффинный

носитель

Очистка белок-
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интеракторов
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тэг часто применяют в интерактомике микробел-
ков (табл. 2). Убиквитин-подобный микробелок
pTINCR, экспрессирующийся в эпителиальной
ткани, был исследован с применением данного
тэга. С использованием HA было обнаружено,
что микробелок взаимодействует с Rho GTPазой
CDC42. Дальнейшие исследования показали, что
pTINCR вызывает сумоилирование, и, тем са-
мым, активацию CDC42, что способствует кле-
точной дифференцировке и препятствует малиг-
низации [58].

Исследуя интерактом экспрессирующегося в
сердечной мышце микробелка mitolamban, полу-
ченный с использованием HA, было обнаружено,
что микробелок взаимодействует с комплексом
III ЭТЦ митохондрий. Показано, что mitolamban
регулирует окислительное фосфорилирование,
способствуя сборке и функционированию ком-
плекса III ЭТЦ [59].

В интерактомике микробелков применяют
также MYC-тэг длиной 10 а.о. (табл. 1). Это силь-
но заряженный, гидрофильный фрагмент после-
довательности протоонкогена человека c-myc, на
который получены и охарактеризованы монокло-
нальные антитела [60].

MYC-тэг использовали, проводя интерактом-
ное исследование микробелка дрожжей Nrs1. В
результате обнаружили, что микробелок физиче-
ски взаимодействует с субъединицами фактора
транскрипции SBF. В дальнейшем показано, что
Nrs1 участвует в регуляции начала клеточных де-
лений на фоне низкого содержания азота в окру-
жающей среде [61].

Несмотря на описанные проблемы примене-
ния крупных тэгов в интерактомике микробел-
ков, тэгирование микробелков GFP тем не менее
применяют из-за выраженных преимуществ тэга.
Во-первых, флуоресцентные тэги позволяют на-
блюдать за локализацией микробелков в клетках.
Кроме того, разработаны аффинные носители,
использующие нанотела против флуоресцентных
белков, характеризующиеся низкой способно-
стью неспецифически связывать белки вслед-
ствие маленького размера и поэтому хорошо под-
ходящие для интерактомных задач.

Ряд примеров использования GFP-тэга пока-
зал, что он часто не нарушает функции микробел-
ков. Тэгирование GFP микробелка дрозофилы
Pegasus и последующая экспрессия конструкции
в клетках, нокаутных по микробелку, способство-
вала восстановлению фенотипа дикого типа у му-
танта. Кроме того, GFP не нарушил биологиче-
ское взаимодействие Pegasus с сигнальным бел-
ком Wingless/Wnt1 [62]. Использование тэга GFP
для микробелка Nrs1 не повлияло на его специ-
фическую ядерную локализацию [61].

Однако существует обратный пример. В случае
микробелка P155 использование ЕGFP привело к

отсутствию его солокализации с белками-партне-
рами. Применение синтетического микробелка,
флуоресцентно-меченого с помощью небольшой
молекулы FITC, позволило установить нативную
локализацию [25].

Тем не менее успешное использование GFP в
интерактомном исследовании проведено для
важного при эмбриональном развитии микробел-
ка NEMEP. Обнаружено, что он взаимодействует
с транспортерами глюкозы GLUT1 и GLUT3. Бы-
ло показано, что тем самым NEMEP усиливает
транспорт глюкозы при дифференцировке кле-
ток мезодермы [63].

Относительно недавно разработана стратегия
тэгирования, сочетающая в себе преимущества
визуализации локализации флуоресцентных бел-
ков и небольшие размеры пептидных тэгов [64].
Технология основана на использовании разде-
ленных флуоресцентных белков (self-comlement-
ing split f luorescence proteins) и реализована на
белке mNeonGreen (mNG). Флуоресцентные бел-
ки имеют структуру бочонка из 11 β-листов.
В клетках с помощью CRISPR-Cas9 к белку интере-
са присоединяется тэг из 16 а.о., соответствующий
11-му β-листу mNG, поэтому такой тэг называется
mNG11. Второй фрагмент флуоресцентного белка
(mNG1-10) будет постоянно экспрессирован в этих
же клетках. Фрагменты имеют сильное сродство
друг к другу. По отдельности они не способны флуо-
ресцировать, однако при димеризации возникает
сигнал, как от полноценного флуоресцентного
белка. Кроме того, используя аффинный носи-
тель для mNeonGreen (в состав которого входят
нанотела, обладающие низкой способностью к
неспецифическому связыванию), возможно изо-
лировать белки-партнеры. Таким образом, стано-
вится возможным исследование как внутрикле-
точной локализации, так и интерактома, исполь-
зуя относительно небольшой тэг из 16 а.о.
Данный метод успешно применен к белкам с раз-
личной субклеточной локализацией: ядерным ги-
стону H2B и ламину А, субъединице транслокона
Sec61B в ЭПР, ассоциированным с эндомембран-
ной системой клетки белкам легкой цепи клатри-
на A (CLTA) и белку Rab11A [64].

Технология разделенных флуоресцентных
белков была успешно использована для анализа
интерактома шести микробелков человека [7]. Бы-
ло показано, что пять из них формировали устой-
чивые белок-микробелковые комплексы. Так, для
микробелка (62 а.о.), кодируемого длнкРНК
RP11_469A15.2, показано взаимодействие с субъ-
единицами цитохромоксидазы и митохондриаль-
ного комплекса Prohibitin; показана его митохон-
дриальная локализация. Микробелок (70 а.о.),
кодируемый длнкРНК RP11-84A1.3, локализует-
ся в плазматической мембране и взаимодействует
с белками клеточной поверхности, такими как
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CD81, субъединица транспортера SLC3A2, субъ-
единицы Na+/K+-АТРазы. Для микробелка (59 а.о.),
кодируемого длнкРНК LINC00998, локализую-
щегося в ЭПР и аппарате Гольджи, показано на-
личие в интерактоме везикулярных и лизосо-
мальных белков (гемоксидаза HMOX2, тиоредок-
син-подобный трансмембранный белок TMX1,
CISD2 и др.) [7].

Недавно разработанный интерактомный ме-
тод основывается на применении технологии
сайт-направленного встраивания неканониче-
ских аминокислот в белки in vivo [65]. Данная тех-
нология основывается на переписывании, пере-
назначении кодона в последовательности мРНК
для кодирования неканонической аминокислоты
(ncAA). Часто это стоп-кодон ТАG, поскольку он
самый редкий, но возможно использование четы-
рехнуклеотидного кодона. Его помещают в коди-
рующую последовательность в желаемом месте
встраивания ncAA. Система включает следующие
компоненты: модифицированную посредством
белковой эволюции аминоацил-тРНК-синтета-
зу, узнаваемую только ею тРНК (с переписанным
антикодоном) и ncAA. При наличии всех этих
компонентов в клетках будет синтезироваться
ncAA-тРНК. Она будет встраиваться рибосомой
по месту переписанного кодона [65].

Применение в интерактомике микробелков
описанная система получила в варианте встраива-
ния между микробелком и FLAG-тэгом фотореак-
тивной ncAA, представляющей собой модифици-
рованный диазирином лизин (N6-((2-(3-метил-3H-
диазирин-3-ил)этокси)карбонил)-L-лизин, AbK),
способный разрушаться при действии ультрафио-
лета с образованием реакционно-способных частиц
и ковалентно связывать химерную конструкцию с
окружающими молекулами. Аминоацил-тРНК-

синтетаза и тРНК кодируются плазмидой, которой
трансфицируют клетки. ncAA добавляется на опре-
деленное время, в течение которого в клетках про-
исходят трансляция с образованием химерной
конструкции и формирование белковых ком-
плексов. Затем клетки облучают ультрафиолетом,
и белок-микробелковые комплексы стабилизи-
руются ковалентными связями. Далее проводят
КоИП anti-FLAG и очищают белковые комплек-
сы (рис. 2). Преимущества данной схемы заклю-
чаются в возможности детектировать слабые и
транзиентные взаимодействия, разрушающиеся
при стандартной КоИП. Так, определили, что
кроме идентифицированных при стандартной
КоИП anti-FLAG белков-партнеров микробелка
MRI-2 (CYREN) – Ku70 и Ku80, осуществляю-
щих негомологичную репарацию двуцепочечных
разрывов ДНК, – с микробелком MRI-2 взаимо-
действуют также импортин, требуемый для пере-
мещения в ядро, и белок Translin (TLN), который
связывается с белком TRAX и сигнализирует о
повреждениях в ДНК [65]. Ранее не охарактери-
зованный микробелок SEHBP был исследован
тем же методом. Среди его белков-партнеров бы-
ли выявлены изоформы гистона H2B, белки пе-
рестройки хроматина семейства HMG (HMGN1,
HMGN2, HMGN3, HMGN4), а также транскрип-
ционные регуляторы, зависимые от клеточного
цикла: MYCBP и NME2. Было предположено, что
SEHBP выполняет функцию регулятора транс-
крипционных перестроек хроматина в связи с
клеточным циклом [66].

Таким образом, преимущества данной систе-
мы по сравнению с классической КоИП заключа-
ются в стабилизации белок-микробелковых ком-
плексов, что важно в условиях лизата, где пара-
метры среды отличаются от внутриклеточных и

Рис. 2. Метод КоИП со вставкой неканонической аминокислоты (ncAA), применяемый к микробелкам. Рисунок сде-
лан с использованием сайта BioRender.com.
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есть риск разрушения белковых комплексов. Бла-
годаря ковалентной стабилизации, такая система
способна идентифицировать как сильные, так и,
что особенно важно, временные и слабые взаимо-
действия, что показано для MRI-2 (CYREN) [66].

Внедрение неканонической аминокислоты
применили для изучения субклеточной локализа-
ции микробелков. Разработана система STELLA,
при которой происходит N- и C-концевое тэгиро-
вание единичной аминокислотой, которая может
быть помечена флуоресцентным красителем
BODIPY-FL после фиксации клеток. Система
протестирована на цитоплазматическом микро-
белке NoBody, локализующемся в P-тельцах, и
PIGBOSS в наружной митохондриальной мем-
бране. Были получены достоверные данные о ло-
кализации микробелков [67].

Существование подобных систем и их приме-
нение к микробелкам дает потенциальную воз-
можность для разработки эндогенно-кодируемо-
го аффинного тэга, состоящего всего из одной
аминокислоты и тем самым оказывающего мини-
мально возможное влияние на свойства микро-
белка и белок-микробелковые взаимодействия.

Преципитация белковых комплексов

Подходы аффинной хроматографии, не ис-
пользующие взаимодействие антиген–антитело,
объединяют в группу методов соосаждения или
преципитации белковых комплексов (pull-down
assay). Использование пары биотин–стрептави-
дин представляет особый интерес в интерактоми-
ке микробелков. Во-первых, данное взаимодей-
ствие характеризуется очень высокой аффинно-

стью и специфичностью [38], вследствие чего
возможно использование жестких условий отмыв-
ки сорбента, приводящих к снижению сигнала от
неспецифических взаимодействий. Во-вторых, мо-
лекула биотина мала по сравнению с микробелком,
поэтому нарушение белок-микробелковых взаимо-
действий маловероятно. В методе применяется пре-
имущество микробелков как объекта изучения –
возможность получения молекул высокой чисто-
ты с помощью технологий химического синтеза
пептидов, затем, после реакции присоединения
биотина, получается готовая для применения
конструкция. Однако эндогенно такую конструк-
цию экспрессировать невозможно, требуется эк-
зогенная обработка синтетическими биотинили-
рованными пептидами (рис. 3).

Для микробелков метод, основанный на взаи-
модействии биотин–стрептавидин, применяли
для идентификации белкового партнера микро-
белков ENOD40-I и ENOD40-II, экспрессирую-
щихся в клубеньках бобовых растений. Биотини-
лированные синтетические пептиды ENOD40 до-
бавляли в лизаты клеток клубеньков. После
формирования белковых комплексов смесь очи-
щали на носителе с иммобилизованным стрепта-
видином. Таким образом, обогащались белковые
партнеры пептидов. Субъединица сахарозосинта-
зы Nodulin100 была идентифицирована как ос-
новной интерактор ENOD40-I и ENOD40-II [38].

Белковых партнеров микробелка Р155, обна-
руженного в клетках человека, определяли при
соосаждении с добавленным к клеткам биотини-
лированным пептидом. Выяснилось, что Р155
связывается с шапероном HSC70 и препятствует
его взаимодействию с HSP90 при формировании

Рис. 3. Метод преципитации белковых комплексов, применяемый к микробелкам. Рисунок сделан с использованием
сайта BioRender.com.
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комплекса, контролирующего процесс презента-
ции антигена [25].

МЕЧЕНИЕ БЛИЗКОРАСПОЛОЖЕННЫХ 
МОЛЕКУЛ

Несмотря на все преимущества классических
методов аффинного обогащения, они все же ха-
рактеризуются высоким уровнем идентификации
неспецифических интеракторов. При лизисе кле-
ток происходит смешение компартментов, и бел-
ки, которые в клетке не контактируют физиче-
ски, могут проявлять взаимодействие, не имею-
щее биологического смысла [68]. Мягкие условия
отмывок твердой фазы и неспецифические ин-
теракторы осложняют анализ [69].

Метод мечения близкорасположенных моле-
кул с последующей масс-спектрометрией –
МБМ-МС (proximity labeling-MS, PL-MS) – под-
разумевает тэгирование белка интереса с фермен-
том, катализирующим присоединение биотина к
молекулам, находящимся на близком расстоя-
нии, что наиболее вероятно при физическом кон-
такте с химерным белком. Биотинилированные
молекулы очищают с помощью аффинной хрома-
тографии на носителе с иммобилизованным
стрептавидином, после чего проводят масс-спек-
трометрический анализ (рис. 4). В качестве фер-
ментативных тэгов применяют биотинлигазы,
присоединяющие биотин к остатку лизина (си-
стемы BioID, TurboID), а также пероксидазы (пер-
оксидаза хрена (HRP) или аскорбат-пероксидаза
(APEX)) [69]. Последние в присутствии перокси-
да водорода окисляют фенольное производное
биотина до высокореактивных феноксильных ра-
дикалов, которые, обладая временем жизни
<1 мс, ковалентно присоединяются к находя-
щимся рядом белкам по тирозину и другим элек-

трон-обогащенным аминокислотам [70, 71].
В случае APEX мечению подвергаются молекулы
в радиусе 20 нм от фермента [71]. Поскольку ли-
зис клеток, связывание с носителем и отмывки
происходят уже после мечения белков-партне-
ров, эти процедуры могут осуществляться в жест-
ких (даже ненативных) условиях с высокими кон-
центрациями детергентов и солей, снижающих
неспецифическое связывание. Таким образом,
требующая особых условий солюбилизации мем-
бранная локализация белка интереса или белка-
партнера не препятствует данному методу. Одна-
ко требуется введение контроля – свободного фер-
мента, чтобы исключить модифицируемые мажор-
ные белки компартментов. Метод примечателен
тем, что позволяет определять белковых партнеров
в клетках in vivo. Слабые и временные взаимодей-
ствия также могут быть детектированы [69].

Применительно к микробелкам наиболее под-
ходящая система – APEX. Из всех вариантов фер-
ментативных тэгов APEX обладает наименьшим
размером (27 кДа), что соответствует размеру
GFP. Кроме того, это самая быстрая система –
мечение происходит в течение ~1 мин [72]. Ак-
тивность фермента, в отличие от HRP, стабильна
в восстанавливающих условиях внутри клетки
[73]. Именно с использованием APEX проведены
исследования интерактомов нескольких микро-
белков (табл. 2).

С помощью метода МБМ-МС в системе APEX
удалось показать, что микробелок человека PIGBOS,
локализующийся в наружной митохондриальной
мембране, взаимодействует с интегральным бел-
ком, хлорным каналом CLCC1, из другого ком-
партмента – ЭПР. Этот результат помог авторам
исследования определить биологическую функ-
цию микробелка – подавление стресса ЭПР, не-

Рис. 4. Метод мечения близкорасположенных молекул, применяемый к микробелкам. Рисунок сделан с использова-
нием сайта BioRender.com.
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смотря на локализацию PIGBOS в совершенно
другом мембранном компартменте [74].

Интерактом прежде не охарактеризованного
микробелка C11orf98 исследовали с помощью
МБМ-МС при тэгировании APEX. Было обнару-
жено и впоследствии подтверждено, что он взаи-
модействует с ядерными белками – нуклеолином
(NCL) и нуклеофосмином (NPM1), локализуясь
в ядрышках [75].

Для микробелка MRI-2 (CYREN) с помощью
МБМ-МС получено большее обогащение белка-
ми-партнерами Ku70/Ku80, чем при КоИП в си-
стеме anti-FLAG, в то время как фоновый сигнал
неспецифических интеракторов (таких как тубу-
лин TUBB и шаперон HSPA9) был значительно
ниже при МБМ-МС [75].

Интерактомные опыты с MIEF1-MP также
были проведены двумя методами: КоИП anti-
FLAG и МБМ-МС с APEX. При КоИП не были
обнаружены биологически значимые белки-
партнеры – белки митохондриальной рибосомы
(MRPL4, MRPL10, MRPL12, MRPL21 и MRPL39),
которые, напротив, были успешно идентифици-
рованы в системе биотинилирования APEX. Ре-
зультаты были подтверждены функциональными
исследованиями [76]. Таким образом, тэгирова-
ние APEX может предоставлять более полноцен-
ные результаты, чем АО-МС.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Эукариотические геномы содержат миллионы
коротких открытых рамок считывания (кОРС),
однако вычислительные методы аннотации бел-
ков обычно пропускают их при анализе. Часть
кОРС, расположенных на длинных некодирую-
щих РНК, подвергается трансляции с образова-
нием микробелков. Выявление и анализ биологи-
ческих функций таких микробелков – одна из ак-
туальных задач современной биологии. Считается,
что микробелки модулируют функции отдельных
белков и/или белковых комплексов. Таким обра-
зом, нахождение белков-партнеров или интеракто-
ров в случае микробелков – важный этап функцио-
нального анализа. Спектр методов интерактомики,
применяемых к микробелкам, немного отличается
от методик для крупных белков. Наблюдается
устойчивая тенденция по применению неболь-
ших по размерам аффинных тэгов для снижения
их влияния на интерактом микробелка. С другой
стороны, развитие получили новые методы по фик-
сации белок-микробелковых взаимодействий in vi-
vo, такие как МБМ-МС и КоИП с внедрением не-
канонической аминокислоты. Технология разде-
ленных флуоресцентных белков позволяет как
визуализировать локализацию микробелка в
клетке, так и определять его интерактом с помо-
щью КоИП с использованием относительно не-

большого по размерам тэга. Мы предполагаем,
что в ближайшее время на основе технологий
встраивания неканонических аминокислот со
специфическими свойствами нас ждет появление
целого спектра новых методов анализа интерак-
тома микробелков.
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Methods for Interactome Analysis of Microproteins Encoded 
by Small Open Reading Frames
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Recent studies have shown that small open reading frames (sORFs, <100 codons) can encode peptides or
microproteins that perform important functions in prokaryotic and eukaryotic cells. It has been established
that sORF translation products are involved in the regulation of many processes, for example, they modulate
the activity of the mitochondrial respiratory chain or the functions of muscle cells in mammals. However, the
identification and subsequent functional analysis of peptides or microproteins encoded by sORFs is a non-
trivial task and requires the use of special approaches. One of the critical steps in functional analysis is iden-
tification of protein partners of the peptide under study. This review considers the features of the interactome
analysis of short protein molecules and describes the approaches currently used for studies in the field.

Keywords: small open reading frame, long non-coding RNA, interactome, functional peptides, mass-spectrometry
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Редкие сахара привлекают все больше внимания в качестве безопасных для здоровья низкокало-
рийных подсластителей и функциональных соединений в пищевой, фармацевтической и медицин-
ской промышленности. D-Аллюлоза, впервые обнаруженная в пшенице более 70 лет назад, облада-
ет значительным потенциалом применения, однако ее широкое использование лимитируется высо-
кой стоимостью получения. Реакции эпимеризации доступных сахаров, приводящие к получению
D-аллюлозы, катализируют ферменты группы эпимераз, а именно кетозо-3-эпимеразы. Ключевы-
ми задачами исследований ферментов семейства кетозо-3-эпимераз выступают установление точ-
ных механизмов их работы, повышение ферментативной активности и стабильности для достиже-
ния высокой эффективности ферментативного производства D-аллюлозы. В обзоре обобщены и
представлены последние инновационные разработки по использованию кетозо-3-эпимераз, а так-
же оптимизации процессов для получения D-аллюлозы; рассмотрены структурные особенности ос-
новных ферментов, используемых в производстве редкого сахара, варианты молекулярных моди-
фикаций биокатализаторов и перспективы практического использования обсуждаемых в работе
ферментных путей.

Ключевые слова: редкие сахара, D-аллюлоза, D-фруктоза, D-кетозо-3-эпимераза, D-тагатозо-3-эпи-
мераза, активный центр, структурные особенности ферментов
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ВВЕДЕНИЕ
К редким сахарам относятся моносахариды с

ограниченной доступностью в природе и, как
правило, c почти неизвестными или плохо изу-
ченными биологическими функциями. Однако
некоторые из них, в частности D-аллюлоза, заре-
комендовали себя как безопасные для здоровья
человека соединения и уже используются в каче-
стве альтернативы обычному сахару в виде пищевой
добавки, обладая подходящими для этих целей вку-
совыми качествами, низкой калорийностью и ря-
дом других характеристик. Возрастающий интерес
пищевых производств к редким сахарам как потен-
циальным подсластителям или новым функцио-
нальным соединениям стимулирует поиск и разра-
ботку доступных и экономически выгодных спо-
собов их получения.

Один из подходов к получению редких сахаров –
разработка индивидуальных ферментов, ком-
плексных ферментных препаратов, а также мик-

Сокращения: CEP2 – семейство углевод-эпимераз 2 (car-
bohydrate epimerases); DAE – D-аллюлозо-3-эпимераза;
DFE – D-фруктозо-3-эпимераза; DTE – D-тагатозо-3-
эпимераза.

# Автор для связи: (эл. почта: shvetsova_sv@pnpi.nrcki.ru).
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робных цельноклеточных систем. Для получения
D-аллюлозы используют ферменты семейства ке-
тозо-3-эпимераз, которые катализируют реакции
эпимеризации различных сахаров (в основном
D-фруктозы). Актуальность исследований этих
ферментов обусловлена потребностью в высокоак-
тивных, стабильных ферментных препаратах с уз-
кой субстратной специфичностью. Детализирован-
ная информация о субстратной специфичности и
особенностях ферментов семейства кетозо-3-эпи-
мераз позволяет совершенствовать методики про-
изводства функциональных редких сахаров для эф-
фективного и экологически чистого производства.
Структурные исследования этих ферментов необ-
ходимы для понимания взаимосвязи между их
структурной организацией и каталитическим ме-
ханизмом, дают неоценимую информацию для
разработки дальнейших стратегий модификации
ферментов с целью улучшения их каталитической
эффективности, а также позволяют понять точ-
ные механизмы синтеза редких сахаров.

В представленной обзорной статье суммиро-
ваны современные достижения в области иссле-
дований структурно-функциональных особенно-
стей кетозо-3-эпимераз для получения редкого
сахара D-аллюлозы, проведена оценка актуаль-
ности развития исследовательских и промыш-
ленных процессов производства и внедрения это-
го редкого сахара в широкое потребление.

D-АЛЛЮЛОЗА: СТРУКТУРА, 
ФУНКЦИИ И СВОЙСТВА

D-Аллюлоза (синоним – D-псикоза) пред-
ставляет собой моносахарид, кетогексозу, эпимер
D-фруктозы, химическая структура которого от-
личается от структуры D-фруктозы положением
гидроксильной группы при С3 [1]. Международ-
ное общество редких сахаров на симпозиуме в
2014 г. постановило отменить использование тер-
мина “псикоза” в отношении D-аллюлозы, по-
скольку D-аллюлоза служит изомеризованным и
окисленным продуктом D-аллозы и D-аллита.
Многие исследователи называют D-аллюлозу
идеальным заменителем сахарозы из-за ее уни-
кальных свойств: сладости, высокой растворимо-
сти, чрезвычайно низкой калорийности, а также
способности вызывать низкий гликемический
ответ [2, 3]. Добавление D-аллюлозы к продуктам
питания улучшает желирующие свойства ингре-
диентов пищевых продуктов, их цвет и текстуру, а
также усиливает антиоксидантные свойства [4]. В
2016 г. D-аллюлоза была одобрена в качестве без-
опасной пищевой добавки и пищевого ингреди-
ента [5]. Согласно рейтингу токсичности, этот са-
хар занимает категорию “относительно безвред-
ных”, что соотносится с самой низкой степенью
токсичности [6]. В результате проведенных ток-
сикологических исследований на животных не

было обнаружено каких-либо токсических эф-
фектов D-аллюлозы, которые можно было бы
противопоставить ее преимуществам [7, 8]. Кро-
ме того, в 2012 г. Harada et al. продемонстрирова-
ли усиление действия известного антибактери-
ального препарата метронидазола при совмест-
ном приеме с D-аллюлозой [9]. В обзоре Chung
et al., посвященном гипогликемическим эффек-
там D-аллюлозы, рассмотрены эксперименты,
демонстрирующие повышение уровня поглоще-
ния активных форм кислорода и внутриклеточ-
ного глутатиона in vitro [10, 11].

Наиболее хорошо изученная биологическая
функция D-аллюлозы – ее способность подав-
лять гипергликемию. Проведенные клинические
исследования показали, что употребление в день
более 5 г D-аллюлозы при одновременном прие-
ме 75 г мальтодекстрина снижает уровень глюко-
зы и инсулина в плазме крови у здоровых людей
[12]. Hayashi et al. [13] продемонстрировали, что
при длительном употреблении D-аллюлозы уро-
вень глюкозы после стандартного приема пищи у
пациентов с пограничным диабетом значительно
снижался. Влияние D-аллюлозы на снижение
уровней глюкозы и инсулина в крови, приводя-
щее к замедлению увеличения массы тела, было
подтверждено на животных моделях диабета 2-го
типа [14, 15]. Так, было установлено, что 5%-ный
раствор D-аллюлозы (в виде напитка) способен
защищать от хронической недостаточности β-кле-
ток поджелудочной железы, вызванной гипер-
гликемией страдающих ожирением животных с
диабетом 2-го типа [14]. Itoh et al. обнаружили,
что добавление 5% аллюлозы в рацион мышам с
дефицитом лептина в течение 15 недель снижало
массу тела на 20%, а печени – на 15% [16]. Chen
et al. сравнили эффект 4-недельного употребле-
ния крысами линии Wistar 5%-ного раствора
D-аллюлозы с эффектом приема 5%-ных раство-
ров глюкозы, фруктозы и целлюлозы. При упо-
треблении D-аллюлозы профиль липидов в крови
улучшился, а уровень антиоксидантов увеличил-
ся [17]. На уровне экспрессии генов D-аллюлоза
ингибировала гены липогенеза и увеличивала экс-
прессию генов, участвующих в окислении жиров
[17–19]. Тем не менее точный механизм, лежащий в
основе антигиперлипидемии, до сих пор не ясен и
требует дальнейших клинических исследований.

В 2002 г. Matsuo et al. выявили низкую кало-
рийность D-аллюлозы в сравнительном исследо-
вании, в котором самцы крыс Wistar в течение
20 дней получали с пищей по 0.5–2.0 г сахарозы,
фруктозы или D-аллюлозы. Крысы набирали вес
при приеме сахарозы и фруктозы, но не D-аллю-
лозы [20]. В последующих экспериментах Matsuo
et al. [21] исследовали метаболизм и секрецию
D-аллюлозы. Было обнаружено, что D-аллюлоза
частично абсорбируется и обнаруживается в моче
и кале крыс через 24 ч после приема, а ее деструк-
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ция происходит в толстой кишке. Диеты, содержа-
щие 0–30% D-аллюлозы, приводили к зависимому
от концентрации снижению прироста массы тела и
увеличению уровней уксусной, пропионовой и
масляной кислот [21]. Iida et al. представили доказа-
тельства очень низкой калорийности D-аллюлозы,
измеряя расход энергии при переваривании угле-
водов у людей. Было показано, что расход энер-
гии на углеводы не увеличивался при приеме
D-аллюлозы в дозе 0.35 г/кг массы тела, а сбражи-
ваемость сахара составляла лишь часть сбражива-
емости фруктозоолигосахаридов [22].

Присутствие D-аллюлозы в ежедневном раци-
оне оказывает положительное влияние на здоро-
вье как животных, так и людей [12, 14, 17, 23]. Вы-
явлены многочисленные преимущества D-аллю-
лозы по сравнению с обычными сахарами,
сахарными спиртами и искусственными под-
сластителями [2–5]. Был опубликован ряд все-
объемлющих обзоров, посвященных безопасности
D-аллюлозы [23–26]. Таким образом, учитывая раз-
нообразие полезного действия D-аллюлозы, как in
vitro, так и in vivo, и отсутствие негативных эффектов
в метаболических и токсикологических исследова-
ниях, D-аллюлоза в настоящее время по праву счи-
тается наиболее перспективным редким сахаром.
Однако из-за высоких отпускных цен на D-аллюло-
зу ее использование в качестве подсластителя
ограничено.

ФЕРМЕНТЫ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ 
D-АЛЛЮЛОЗЫ

В связи с неоспоримыми преимуществами
D-аллюлозы в качестве подсластителя, разработ-
ка эффективного промышленного способа про-
изводства этого редкого сахара – весьма важная
задача. Известно несколько химических способов
получения D-аллюлозы: первый заключается в
эпимеризации глюкозы или 1,2:4,5-ди-O-изопро-
пилиден-β-D-фруктопиранозы с использовани-
ем молибдата в качестве катализатора в высоко-
температурных условиях [27, 28]; второй метод –
это изомеризация фруктозы в ходе многостадий-
ных химических превращений [29]. Недавно
был описан способ изомеризации D-глюкозы в
D-фруктозу с использованием спермина, где в
качестве побочного продукта получали D-аллю-
лозу  [30]. Существенными недостатками упомя-
нутых способов считаются многостадийность
процессов очистки целевого продукта D-аллюло-
зы, синтез множества побочных токсичных продук-
тов, загрязняющих окружающую среду, высокая
итоговая стоимость процессов, что затрудняет их
использование в промышленных масштабах.

В качестве альтернативы химическим методам
получения D-аллюлозы в настоящее время рас-
сматривается использование ферментов, катали-
зирующих реакции эпимеризации различных са-

харов, приводящих к получению D-аллюлозы
(рис. 1). Эти ферменты составляют группу эпиме-
раз под общим названием кетозо-3-эпимеразы.

Первая такая кетозо-3-эпимераза была обна-
ружена и охарактеризована в 1993 г. у грамотри-
цательной почвенной бактерии Pseudomonas
cichorii [31]. Отметим, что названия кетозо-3-эпи-
мераз отражают тот субстрат, к которому фермент
демонстрирует оптимальную специфичность.
Поскольку оптимальным субстратом для кетозо-
3-эпимеразы из P. cichorii была D-тагатоза, она
была названа D-тагатозо-3-эпимераза (DTE,
К.Ф. 5.1.3.31) [32]. В 2006 г. появилась публика-
ция о второй кетозо-3-эпимеразе, D-аллюлозо-3-
эпимеразе, из Agrobacterium tumefaciens (DAE,
К.Ф. 5.1.3.30), для которой наиболее предпочти-
тельным субстратом была D-аллюлоза [33], а в
2009 г. была охарактеризована третья кетозо-3-
эпимераза, из Rhodobacter sphaeroides, продемон-
стрировавшая наивысшую активность по отно-
шению к D-фруктозе и, соответственно, назван-
ная D-фруктозо-3-эпимеразой (DFE, К.Ф. 5.1.3.-)
[34]. Позднее были обнаружены и охарактеризо-
ваны другие кетозо-3-эпимеразы из различных
микроорганизмов, большинство из которых были
D-аллюлозо-3-эпимеразами, за исключением
L-рибулозо-3-эпимеразы (LRE, К.Ф. 5.1.3.-) из
Mesorhizobium loti, для которой оптимальным суб-
стратом была L-рибулоза [35].

ОБЩИЕ СВОЙСТВА ФЕРМЕНТОВ 
СЕМЕЙСТВА D-КЕТОЗО-3-ЭПИМЕРАЗ
В настоящее время исследовано значительное

количество ферментов, принадлежащих к семей-
ству D-кетозо-3-эпимераз. Большинство фер-
ментов этого семейства – бактериальные белки.
Доступные данные об основных физико-химиче-
ских и биохимических свойствах ферментов
обобщены в табл. 1.

Ферменты семейства D-кетозо-3-эпимераз
представляют собой, в большинстве случаев, тет-
рамеры, реже это димеры, молекулярная масса
мономера которых составляет ~33–35 кДа. Боль-
шинству представленных в табл. 1 ферментов для
проявления каталитической активности необхо-
димы двухвалентные ионы Co2+, Mn2+ и Mg2+.
Стоит отметить, что единственный фермент, не

Рис. 1. Реакция эпимеризации, катализируемая кето-
зо-3-эпимеразой: обращение гидроксильной группы
в хиральном центре (при С3). Гидроксильные группы
в других положениях не показаны для ясности.
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требующий кофактора для проявления активно-
сти – это D-тагатозо-3-эпимераза из Pseudomonas
sp. ST-24 [32]. В основном pH-оптимум лежит в
нейтрально-слабощелочной области – pH 7.0–
9.0. Однако pH-оптимум у D-аллюлозо-3-эпиме-
разы из Dorea sp. CAG317 находится в слабокис-
лой области (pH 6.0), что способствует подавле-
нию неферментативных реакций, приводящих к
образованию побочных продуктов [36].

В основном эти ферменты действуют в доста-
точно широком диапазоне температур 40–80°C,
но высокой температурной стабильностью отли-
чается ограниченное число ферментов: D-тагато-
зо-3-эпимеразы из Clostridium cellulolyticum H10
(время полужизни 408 мин при 60°C, оптимум
55°C) [37], Pirellula sp. (360 мин при 60°C, опти-
мум 60°C) [38], Sinorhizobium sp. (934 мин при
40°C, оптимум 50°C) [39], Thermoclostridium caeni-
cola (816 мин при 50°C, оптимум 65°C) [40], а так-
же ферменты D-аллюлозо-3-эпимеразa из Bacillus
sp. (600 ч при 50°C, оптимум 55°C) [41] и D-аллю-
лозо-3-эпимеразa из метагенома горячего источ-
ника в Татапани (DaeM, 165 ч при 60°C, оптимум
80°C) [42]. Для остальных ферментов время полу-
жизни находится в диапазоне 15–267 мин; для 12
из 16 ферментов внутри диапазона этот показа-
тель не превышает 120 мин.

Поскольку реакции эпимеризации, катализи-
руемые кетозо-3-эпимеразами, обратимы, для
преимущественного получения конечного про-
дукта необходимо учитывать равновесные кон-
центрации исходного субстрата и продукта. Так,
оптимальное соотношение равновесных концен-
траций D-аллюлозы к D-фруктозе у ферментов из
A. tumefaciens составляет 33 : 67 [33], Halanaerobium
congolense – 33 : 67 [43], Clostridium bolteae – 32 : 68
[44], C. cellulolyticum – 32 : 68 [37], DaeM – 31 : 69
[42] и Flavonifractor plautii – 31 : 69 [45]. В целом
равновесные концентрации D-аллюлозы к
D-фруктозе для D-алллюлозо-3-эпимераз нахо-
дятся в диапазоне 20–33%, примерно в половине
представленных в табл. 1 случаев – менее 30%.

МОЛЕКУЛЯРНЫЙ МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ 
КЕТОЗО-3-ЭПИМЕРАЗ

Согласно классификации углевод-эпимераз,
предложенной в 2015 г. Van Overtveldt et al. [61] на
основе анализа свойств, гомологий первичных
последовательностей, идентичности третичных
структур и механизмов действия, кетозо-3-эпи-
меразы относятся к семейству CEP2 (carbohydrate
epimerases, К.Ф. 5.1.3), которые действуют по ме-
ханизму протонирования/депротонирования.
Семейство СЕР2 включает такие ферменты, как
D-тагатозо-3-эпимераза (К.Ф. 5.1.3.31), D-псико-
зо-3-эпимераза (К.Ф. 5.1.3.30), L-рибулозо-5-
фосфат-3-эпимераза (К.Ф. 5.1.3.22), L-рибулозо-
3-эпимераза, D-тагатуронат-3-эпимераза.

На сегодняшний день существуют убедитель-
ные структурные доказательства того, что кетозо-
3-эпимеразы действуют по механизму депрото-
нирования/репротонирования в положении C3,
что подразумевает наличие кетогруппы в положе-
нии C2 после раскрытия кольца кетозы и иона
двухвалентного металла в активном центре фер-
мента для стабилизации промежуточного соеди-
нения цис-ендиолата. Решены кристаллические
структуры L-рибулозо-3-эпимеразы из Mesorhizo-
bium loti (PDB: 3VYL) [62], D-тагатозо-3-эпимера-
зы из Pseudomonas cichorii (PcDTE; PDB: 2QUL)
[63], D-аллюлозо-3-эпимеразы из Agrobacterium
tumefaciens (PDB: 2HK0, 2HK1) [64], D-аллюлозо-
3-эпимеразы из Clostridium cellulolyticum (PDB:
3VNI, 3VNJ, 3VNK, 3VNL, 3VNM) [60], D-тагато-
зо-3-эпимеразы из Rhodobacter sphaeroides (RsDTE)
[65], D-аллюлозо-3-эпимеразы из Arthrobacter glo-
biformis [66] и др. В деталях возможный механизм
реакции депротонирования/репротонирования,
катализируемой углевод-эпимеразами семейства
CEP2, представлен на рис. 2 и обсуждается ниже.
Депротонирование и репротонирование проис-
ходят при участии двух консервативных катали-
тических остатков глутаминовой кислоты. Рент-
геновские структуры других углевод-эпимераз в
комплексах с моносахаридами в кольцевой фор-
ме способствовали уточнению механизмов рас-
крытия сахарных колец, катализируемых фер-
ментами [67–78].

Наиболее подробно молекулярный механизм
катализа эпимеризации D-фруктозы в D-аллюлозу
исследован для используемой в промышленности
D-тагатозо-3-эпимеразы из P. cichorii (PcDTE, PDB:
2QUL) [63, 79] (рис. 2). D-Тагатозо-3-эпимераза из
P. cichorii (PcDTE), обладающая широкой субстрат-
ной специфичностью, эффективно катализирует
эпимеризацию не только D-тагатозы до D-сорбозы,
но и D-фруктозы до D-аллюлозы. Субстрат
(D-фруктоза) располагается в каталитическом цен-
тре фермента, который содержит ион металла, ко-
ординируемый четырьмя аминокислотными
остатками (Glu152, Asp185, His211 и Glu246) [63,
79] (рис. 2а и 2б). Еще три остатка (Glu158, His188
и Arg217) образуют водородные связи с молекула-
ми воды вблизи сайта связывания металла. В про-
цессе связывания D-фруктозы субстрат заменяет
молекулу воды в активном центре фермента, при
этом остаток His188 отдает протон атому O2, а
остатки Glu152 и Glu256 удаляют протоны из O3 и
C3 соответственно с образованием промежуточ-
ного энедиола-цис-эндиолата, имеющего плос-
кую структуру O2–C2–C3–O3, стабилизирован-
ную остатками His188, Arg217 и ионом металла
(рис. 2а и 2б). Затем происходит перенос протона
от остатка Glu246 к кислородному атому O3 и от
Glu152 к C3 с образованием D-аллюлозы (рис. 2а
и 2б).
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Рис. 2. Молекулярный механизм катализа реакции эпимеризации и структурные особенности D-тагатозо-3-эпимера-
зы из P. cichorii. (а) – Схема молекулярного механизма катализа реакции эпимеризации D-фруктозы в D-аллюлозу;
(б) – структура D-тагатозо-3-эпимеразы из P. cichorii (PDB ID: 2qun), визуализированная в программе PyMol. Катали-
тические остатки и остатки, координирующие ион Mn2+ (Glu152, Glu158, Asp185, His188, His211, Arg217, Glu246), по-
казаны в скелетном отображении (серый цвет); ион металла, Mn2+, изображен в виде сиреневой сферы; субстрат
(D-фруктоза) обозначен фиолетовым цветом. Взаимодействие атомов аминокислотных остатков с ионом металла
указано желтой пунктирной линией; (в) – D-тагатозо-3-эпимераза из P. cichorii (PDB ID: 2qun), димерная структура,
образованная цепью A (красный цвет) и цепью B (черный цвет). Аминокислотные остатки, составляющие гидрофоб-
ную бороздку на доступной растворителю поверхности в интерфейсе субъединиц, выделены серым (Trp15, Ile67,
Trp113, Pro114, Pro117, Leu119, Phe157, Trp160, Ala258 и Trp262 обеих цепей).
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Более поздние структурные исследования это-
го же фермента с различными лигандами [80] вы-
явили дополнительные особенности молекуляр-
ного механизма, а именно катализ кетозо-3-эпиме-
разой раскрытия фуранозного и/или пиранозного
кольца исходного сахарного остатка для прохожде-
ния последующей реакции эпимеризации. Иссле-
дователи предположили, что субстрат в кольце-
вой форме связывается с каталитическим цен-
тром фермента, в котором аминокислотные
остатки или молекула воды действуют как кис-
лотно-основный катализатор раскрытия кольца.
Субстрат в форме фуранозного кольца приближа-
ется к гидрофобной бороздке димерного фермен-
та, образованной остатками Trp15, Ser37, Ile67,
Gly68, Trp113 и Ala258 (рис. 2а и 2в). Молекула во-
ды в ней переносит протон от О3 к О6, способ-
ствуя раскрытию фуранозного кольца и смещая
положение равновесия между линейной и коль-
цевой формами к линейной, после чего молекула
сахара в линейной форме перемещается к актив-
ному центру (рис. 2а).

Ранее было показано, что ферменты D-тагато-
зо-3-эпимераза из P. cichorii и D-аллюлозо-3-эпи-
мераза из A. tumefaciens имеют похожую организа-

цию активного центра белка (рис. 3). Ферменты
представляют собой гомотетрамеры, каждая мо-
номерная субъединица которых характеризуется
α/β-бочкообразной структурой (TIM-barrel fold).
Активный центр белка расположен в гидрофоб-
ной бороздке между двумя субъединицами тетра-
мера. Оба фермента металлозависимы и содержат
в активном центре ион металла, который коорди-
нируется четырьмя аминокислотными остатками
(Glu152, Asp185, His211 и Glu246 в случае D-тага-
тозо-3-эпимеразы из P. cichorii; Glu150, Asp183,
His209 и Glu244 в случае D-аллюлозо-3-эпимера-
зы из A. tumefaciens) [63, 79]. Еще три остатка
(Glu158/156, His188/185 и Arg217/215) образуют
водородные связи с молекулами воды вблизи сай-
та связывания металла.

Другие известные кетозо-3-эпимеразы демон-
стрируют 25–80% гомологии аминокислотных
последовательностей между собой и обладают
очень похожими трехмерными структурами.
Остатки, расположенные в каталитических цен-
трах и взаимодействующие с O1, O2 и O3 кетозы,
строго консервативны, что указывает на один и
тот же каталитический механизм. Однако хорошо
заметно, что в структурах есть неконсервативные
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аминокислотные остатки, образующие гидро-
фобную полость, которая охватывает O4, О5 и О6
кетозы, что и указывает на различную субстрат-
ную специфичность [81].

БИОИНЖЕНЕРИЯ КЕТОЗО-3-ЭПИМЕРАЗ
Как было показано ранее, большинство фер-

ментов семейства кетозо-3-эпимераз отличается
сравнительно низким диапазоном температур-
ной стабильности, что наряду с относительно не-
высокими выходами целевого продукта препят-
ствует широкому использованию нативных форм
кетозо-3-эпимераз в промышленном производ-
стве D-аллюлозы. В поисках решения этих про-
блем исследователи активно ищут модификации,
которые, будучи введены в структуры ферментов,
смогут привести к улучшению их термостабиль-
ности и каталитической активности. Условно та-
кие изменения в структурах кетозо-3-эпимераз
можно разделить на две группы по локализации
вносимых замен: аминокислотные остатки, состав-
ляющие интерфейс, и остатки, находящиеся вблизи
активного центра. К первой группе чаще всего от-
носятся мутации, стабилизирующие структуру и
повышающие термостабильность ферментов за
счет образования новых водородных связей между
отдельными субъединицами; ко второй – мутации,
влияющие на каталитическую активность и аффин-
ность к субстрату. Обобщенные данные об извест-
ных модификациях ряда кетозо-3-эпимераз при-
ведены в табл. 2.

В 2013 г. Bosshart et al. предложили внесение
замен аминокислотных остатков, расположен-
ных в интерфейсе субъединиц мультимерных
ферментов, для повышения их термостабильно-
сти [82]. В дальнейшем эта стратегия часто ис-

пользовалась для улучшения свойств ферментов
семейства D-тагатозо-3-эпимераз. Bosshart et al. в
работе 2015 г. применили к D-тагатозо-3-эпиме-
разе из P. cichorii метод итеративного насыщаю-
щего мутагенеза: 50 а.о. в радиусе 10 Å от C3-ато-
ма D-фруктозы были отобраны для дальнейшего
скрининга и мутагенеза. Полученная мутантная
форма продемонстрировала в 8.6 раз более высо-
кую каталитическую активность. Однако такое
улучшение сопровождалось ухудшением термо-
стабильности фермента: снижение температуры,
при которой происходит 50%-ное падение актив-
ности, составило 11.8°C. Соотношение kcat/Km
осталось практически неизменным по сравнению с
таковым у нативной формы фермента, т.к. вместе с
ростом значения числа оборотов в секунду росло и
значение Km [83]. Zhang et al. в работе 2018 г. скон-
струировали мутантную форму F154Y/E191D/I193F
фермента из Dorea sp. схожим методом, заменив
остатки, находящиеся в интерфейсе субъединиц.
За счет появления новых водородных связей и по-
вышения стабильности структуры гидрофобной
полости на поверхности субъединиц время полу-
жизни фермента было увеличено в 5 раз, а темпе-
ратура плавления – на 17.5°C [84].

Другой рациональный подход к внесению за-
мен – отбор вблизи каталитического центра не-
консервативных аминокислотных остатков, по-
тенциально участвующих в распознавании суб-
страта. Так, в D-аллюлозо-3-эпимеразе из
Clostridium bolteae внесение замен Y68I/G109P
позволило сократить расстояние между актив-
ным центром и D-фруктозой, а также способ-
ствовало формированию новой водородной свя-
зи, что значительно увеличило время полужизни
фермента и его каталитическую активность. От-
метим, что по отдельности замены обладали про-

Рис. 3. Общий вид на тетрамерные структуры D-тагатозо-3-эпимераз: (а) – D-тагатозо-3-эпимераза из P. cichorii (PDB
ID: 2qun); (б) – D-тагатозо-3-эпимераза из A. tumefaciens (PDB ID: 2hk1). Цепь A выделена красным цветом, цепь B –
белым, цепь C – голубым, цепь D – черным.

(a) (б)
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тивоположным эффектом: активность мутантной
формы Y68I составляла 168% от нативной, но и
время ее полужизни в сравнении с диким типом
уменьшалось почти в 1.3 раза; активность G109P
составляла лишь ~73% от активности нативного
фермента, а время полужизни возрастало более
чем в 2 раза. Одновременное внесение этих замен
позволило компенсировать нежелательные эф-
фекты и получить мутантную форму, улучшен-
ную по обоим показателям [85]. При проведении
структурного анализа фермента из Staphylococcus
aureus было установлено, что остаток V105 входит
в группу остатков, составляющих гидрофобное
окружение субстрата и отвечающих за его распо-
знавание. Исследователи выбрали этот остаток в
качестве стартовой точки для рационального ре-
дизайна белка. Одна из полученных мутантных
форм, V105A, проявила каталитическую актив-
ность по отношению к D-фруктозе, превышаю-
щую активность фермента дикого типа на 68%.
Далее были внесены группы замен S209C,
S188D/M190F и S188D/M190F/S209C – все эти
остатки располагаются у поверхности активного
центра фермента. Внесение этих замен улучшило
термостабильность фермента [57].

Некоторые исследователи скомбинировали
два подхода, выбрав в качестве мишеней для му-
таций остатки, как входящие в интерфейс (либо
служащие повышению структурной стабильности
иным образом), так и приближенные к активному
центру. Zhu et al. внесли в D-аллюлозо-3-эпимеразу
из Halanaerobium congolense одновременно две группы
замен: Y7H/C66L/I108A – остатки, отвечающие за
распознавание субстрата, и R156C/K260C –
остатки, способные формировать дисульфидный
мостик. Замены первой группы позволили увели-
чить активность фермента на 245%, а замены вто-
рой группы повысили время его полужизни в 5.7 раз
по сравнению с диким типом (в ~1.7 раз в сравне-
нии с мутантной формой Y7H/C66L/I108A) [43].

Кроме того, для изменения свойств кетозо-3-
эпимераз были применены такие методы, как
случайный мутагенез и анализ B-факторов.
В 2020 г. Mao et al. выделили группу подвижных
остатков с высоким значением B-фактора. Не-
смотря на то что многие полученные мутантные
формы продемонстрировали более высокое вре-
мя полужизни по сравнению с диким типом, при-
рост в каталитической активности большинства
из них был достаточно скромен; форма L144F, од-
нако, продемонстрировала улучшение и термо-
стабильности, и активности фермента за счет уве-
личения интенсивности гидрофобных взаимо-
действий [54]. Choi et al. в результате случайного
мутагенеза A. tumefaciens выявили мутантные
формы S213C и I33L с повышенной термоста-
бильностью. Этот эффект они объяснили увели-
чением количества водородных связей и появле-

нием стэкинг-взаимодействий в молекулярном
окружении внесенных замен [86].

Известно, что в слабощелочной среде помехой
производству D-аллюлозы могут служить побоч-
ные неферментативные реакции, продукты кото-
рых необходимо удалять по окончании процесса
[36]. Однако в литературе мы не нашли задоку-
ментированных попыток изменить оптимальный
pH для проведения реакций катализа фермента-
ми данного семейства.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на то что промышленные производ-
ства D-аллюлозы уже существуют в разных стра-
нах, описано и используется немало ферментов
для синтеза этого редкого сахара, вопросы по по-
вышению эффективности этих производств, уве-
личению выходов, стабильности и каталитической
активности кетозо-3-эпимераз по-прежнему оста-
ются открытыми и требующими неординарных ре-
шений. С одной стороны, существующая детализи-
рованная информация о структуре и молекулярном
механизме действия кетозо-3-эпимераз активно
используется при попытках повысить термоста-
бильность и каталитическую активность этих
ферментов. С другой стороны, все еще не преодо-
лена проблема высокой себестоимости фермен-
тативного производства целевой D-аллюлозы,
которую пытаются решать путем иммобилизации
ферментов, использования микробных цельно-
клеточных систем синтеза, а также дешевых ис-
точников доступных сахаров, подвергающихся
эпимеризации. Расширение потенциала кетозо-
3-эпимераз для производства D-аллюлозы на
коммерческом уровне требует дополнительных
усилий, касающихся как разработки методов ко-
нечной очистки целевого моносахарида, так и
способов улучшения ферментов на молекуляр-
ном уровне. Для успешной модификации кетозо-
3-эпимераз необходимо применение передовых
научных методов на стыке биофизики, биохи-
мии, молекулярной биологии, химии и генетики.
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Structural and Functional Features of Ketoso-3-Epimerases 
and Their Use in Production of D-Allulose
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Rare sugars attract more and more attention as safe, low-calorie sweeteners and functional compounds in the
food, pharmaceutical and medical industries. The potential of the rare sugar D-allulose has been proven in a
large number of theoretical and applied works but the high cost of its production is a limitation factor for its
large-scall production. Epimerization reactions of available sugars leading to the production of D-allulose are
catalyzed by enzymes consisting the epimerase group, namely, ketose-3-epimerases. The key goals of ongoing
studies on the ketose-3-epimerase family enzymes are focused on the exact mechanisms of their work, im-
provement of the enzymatic activity and stability in order to achieve high efficiency in the production of D-al-
lulose. The present review summarizes the latest innovative developments in use of ketose-3-epimerases, as
well as optimization of the enzymatic processes of D-allulose production. The structural features of the main
enzymes used in the production of this rare sugar, variants of molecular modifications of biocatalysts and
prospects for the practical use of the enzyme pathways discussed in this work are considered.

Keywords: rare sugars, D-allulose, D-fructose, D-ketose-3-epimerase, D-tagatose-3-epimerase, active site,
structural features of enzymes
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Несмотря на усилия по разработке стратегий борьбы с туберкулезом, это заболевание по-прежнему
уносит более миллиона жизней ежегодно. Развитие туберкулезной инфекции можно рассматривать
как нарушение баланса между иммунным ответом организма-хозяина и ростом бактерий Mycobac-
terium tuberculosis. Чтобы успешно закрепиться в инфицированном организме, M. tuberculosis должна
преодолеть механизмы врожденного иммунитета, в том числе те, которые нацелены на распознава-
ние чужеродных нуклеиновых кислот. RIG-I-подобные рецепторы (RLR) – система внутриклеточ-
ных рецепторов – сенсоров чужеродной РНК, которая участвует в распознавании вирусов и бакте-
риальных патогенов. Рецепторы RIG-I, MDA5 и LGP2 взаимодействуют напрямую с РНК в клеточ-
ной цитоплазме и запускают каскад взаимодействий, приводящий к синтезу интерферонов I типа и
провоспалительных цитокинов. На сегодняшний день доказано, что активация RLR при туберку-
лезной инфекции – важнейшая составляющая врожденного иммунитета. Продемонстрирована их
несомненная роль в активации интерферонов I типа, которая, однако, может носить не только за-
щитный, но и негативный для иммунной системы характер. В обзоре рассматриваются последние
данные о функционировании RLR при туберкулезе на примере модельных организмов и человека.

Ключевые слова: Mycobacterium tuberculosis, туберкулез, врожденный иммунитет, RIG-I-подобные
рецепторы (RLR), IFN I типа
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ВВЕДЕНИЕ
Активация врожденного иммунитета в ответ

на бактериальную инфекцию начинается с про-
цесса распознавания специальных микробных
структур, называемых патоген-ассоциированные
молекулярные паттерны (pathogen-associated mo-
lecular patterns, PAMP), среди которых секретиру-
ющиеся факторы вирулентности, компоненты
клеточной стенки, а также бактериальные нукле-
иновые кислоты, в последнее время рассматрива-
ющиеся как важнейшие PAMP [1].

За распознавание патогенной РНК ответ-
ственно несколько клеточных систем. Многооб-
разие паттерн-распознающих рецепторов (pattern
recognition receptors, PRRs) обеспечивает надеж-
ность идентификации патогена и специфичность
иммунного ответа. Среди них рецепторы с одним
трансмембранным доменом семейства Toll-по-
добных рецепторов (Toll-like receptors, TLR) и си-
стема цитоплазматических сенсорных факторов,
состоящая из белков RIG-I (retinoic acid-inducible
gene I), MDA5 (melanoma differentiation-associated
protein 5) и LGP2 (laboratory of genetics and physio-
logy 2) – семейства RIG-подобных рецепторов

1 Статья посвящается памяти академика РАН Вадима Тихо-
новича Иванова. 
Сокращения: дцРНК – двухцепочечная РНК; BMDM –
костномозговые макрофаги; CARD – домен активации и
рекрутирования каспазы; CTD – C-концевой домен;
IFN – интерферон; MDA5 – белок, ассоциированный с
дифференцировкой меланомы; MTb – Mycobacterium tuber-
culosis; RIG-I – ген I, индуцируемый ретиноевой кисло-
той; RLR – RIG-I-подобные рецепторы; IFNAR – рецеп-
тор IFN-α.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 330-69-92; эл. почта:
ju.skvortsova@gmail.com).

УДК 579.61;616-002.4;577.25
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(RLR). Оба типа детектирующих систем способ-
ны индуцировать продукцию интерферонов
(IFN) I типа и провоспалительных цитокинов [2–5].
Также в последние годы появились данные о дру-
гих системах клеточных сенсоров РНК – семей-
стве NLRs (NOD-like receptor, nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptors) [6, 7] и ре-
цепторах внеклеточных РНК SRas (скэвенджер-
рецепторы класса А) [8].

TLR экспрессируются в основном в антиген-
презентирующих клетках – в макрофагах и плаз-
мацитоидных дендритных клетках. Эти рецепторы
обращены внутрь эндосом, поэтому могут активи-
роваться при деградации патогена в результате эн-
доцитоза либо фагоцитоза.

RLR представлены практически во всех типах
клеток и, в отличие от TLR, узнают РНК не в эн-
досомах, а непосредственно в цитоплазме. Акти-
вированные RLR регулируют активность одного
из ключевых белков системы противовирусного
ответа MAVS через ряд адаптерных белков
(TMEM173, ТВК1, TRAF3), что приводит к акти-
вации факторов IRF3, IRF7 и стимуляции про-
дукции IFN I типа. Также активированные ре-
цепторы RLR запускают сигнальный путь, при-
водящий к высвобождению цитохрома с из
митохондрий и Bax-зависимому апоптозу инфи-
цированной клетки [9]. Изначально белки этих
семейств были открыты как участники врожден-
ного иммунитета против вирусной РНК. Позже
стало появляться много данных о том, что RLR-
сигнальные пути запускаются и при бактериаль-
ных инфекциях.

СТРУКТУРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА RLR 
И СПОСОБ ИХ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ
RIG-I и MDA5 имеют схожее расположение

доменов и демонстрируют высокую степень го-
мологии (рис. 1а). Оба рецептора содержат ос-
новной РНК-хеликазный домен, обладающий
АТРазной активностью, два N-концевых тандем-
ных домена активации и рекрутирования каспазы
(CARD) и регуляторный C-концевой домен
(CTD). Основной домен содержит два хеликаз-
ных домена Hel1, Hel2 и домен вставки в Hel2
(Hel2i). CTD играет решающую роль в распозна-
вании нуклеиновых кислот патогена, в то время
как основной домен хеликазы усиливает специ-
фичность лиганда посредством конформацион-
ных изменений. Домены CARD принадлежат
подклассу белковых мотивов, известных как
DExD/H-домены, и взаимодействуют с адаптер-
ными белками для инициирования нижестоящих
сигнальных путей, включающих активацию транс-
крипции IFN-регуляторных факторов 3 и 7
(IRF3, IRF7) и ядерного фактора κB (NF-κB).
RIG-I при отсутствии РНК-лиганда находится в
неактивной, закрытой конформации, которая
обеспечивается взаимодействием доменов CARD
с Hel2i, что блокирует дальнейшую передачу сиг-
налов в отсутствие стимула. При обнаружении
лиганда хеликазный домен “оборачивается” во-
круг РНК, тем самым “раскрывает” закрытые до-
мены CARD для их связывания с адаптерным
белком MAVS, что инициирует последующую пе-
редачу сигналов [2] (рис. 1б).

В отличие от RIG-I и MDA5, LGP2 содержит
основной РНК-хеликазный домен и CTD, но не

Рис. 1. (a) – Доменная организация RLR. Белки RIG-I, MDA5 и LGP2 содержат центральный хеликазный домен и
С-концевой домен CTD. N-Концевые тандемные домены CARD, которые имеют решающее значение для нисходя-
щей передачи сигналов, присутствуют только в RIG-I и MDA5; (б) – активация RIG-I. Связывание чужеродной РНК
приводит к изменению конформации белка и высвобождению доменов CARD.

RIG-I
MDA5
LGP2

Домены:
CARD
Helicase
CTD

5'-(p)pp
3' 5'-(p)pp

3'

(a)

(б)
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имеет CARD. Хеликазный домен LGP2 также
распознает чужеродные молекулы РНК и спосо-
бен к гидролизу АТР, но не может инициировать
дальнейшую передачу сигналов. CTD обеспечи-
вает специфичность механизма распознавания и
связывания РНК. LGP2 служит регулятором сиг-
нального механизма RLRs [10].

RIG-I и MDA5 активируются различными
группами патогенов и связываются с разными по
свойствам РНК [11, 12]. Кроме того, длина и тип
нуклеиновых кислот, а также 5'-фосфорилирова-
ние имеют решающее значение для RLR-опосре-
дованной врожденной иммунной сигнализации
[13–16].

RIG-I распознает и связывается с одноцепо-
чечной РНК (оцРНК), двуцепочечной (дцРНК) и
короткой дцРНК. Специфический сигнал (эпи-
топ) для RIG-I – трифосфат на “тупом” 5'-конце
РНК. Также RIG-I предпочтительнее связывает-
ся с короткими РНК длиной ~20 нт [17, 18]. RIG-I
связывается с отрицательно заряженным 5'-ppp-
фрагментом через щель, присутствующую в
CTD-домене, в то время как соседние нуклеотид-
ные фрагменты дцРНК с тупым концом помога-
ют стабилизировать это связывание. Кроме того,
RIG-I может обнаруживать РНК, содержащую
дифосфатную группу [13, 19]. Связывание 5'-p
дцРНК, однако, затруднено из-за образующейся
петли в Hel2-домене [20]. Удивительно, но моно-
фосфатные дцРНК обладают более сильным ин-
гибиторным действием на RIG-I, чем лишенные
каких-либо фосфатов 5'-OH дцРНК [20]. Показа-
но, что для распознавания RIG-I и его оптималь-
ной активации в РНК требуются поли-U/UC-
специфические мотивы. После связывания РНК
RIG-I группируется в димеры, затем в тетрамеры
[21, 22].

MDA5 активируется более длинной дцРНК,
часто мРНК, у которой отсутствует 2'-O-метили-
рование и кэп-структура на 5'-конце [23, 24].
MDA5 распознает дцРНК различных размеров
(0.5–7.0 т.п.н.) и связывается с ними в неконце-
вых участках РНК [25–27]. MDA5 активируется
короткой дцРНК (длиной ~100 нт) лишь в тех
случаях, если она присутствует в больших коли-
чествах. Процесс активации MDA5 более длин-
ной молекулой РНК (1–2 т.п.н.) опосредован об-
разованием нитевидных олигомеров в результате
совместной сборки хеликазных доменов на моле-
куле дцРНК [25, 28]. MDA5 узнает фрагменты
РНК с монофосфатами на концах, образованные
в результате гидролиза РНКзой L [16, 29], что
впервые было продемонстрировано в модели ин-
фекции вирусом PIV5 (parainfluenza virus 5) [30].

В процессе распознавания РНК RLR проходят
через АТР-зависимые конформационные изме-
нения, которые инициируют запуск MAVS-опо-
средованных сигнальных каскадов [31]. MAVS об-

разует огромные олигомеры путем агрегации, что
служит стимулом для активации IRF3 и дальней-
шей передачи сигналов в инфицированных клет-
ках [32]. Весь этот процесс приводит к образова-
нию сигналосомы IPS-1, которая запускает акти-
вацию киназ TBK1 (TANK-binding kinase 1) и
IKKε (IκB kinase ε) [33]. Фосфорилированные
формы IRF3 и IRF7 образуют гомо- и гетероди-
меры, которые транслоцируются в ядро и впо-
следствии активируют транскрипцию генов IFN
I типа [34] (рис. 2).

RLR – СЕНСОРЫ БАКТЕРИАЛЬНОЙ РНК
Активация RLR бактериальной РНК была

впервые показана для макрофагов мыши, диффе-
ренцированных из клеток костного мозга
(BMDM – bone marrow derived macrophage) при
инфекции Legionella pneumophila [35] и Listeria
monocytogenes [36], а также при заражении денд-
ритных клеток мыши бактериями Helicobacter py-
lori [37]. Активация продукции IFN I типа при ин-
фекции Mycobacterium tuberculosis (MTb) впервые
была показана Manzanillo et al. [38], но в этой ра-
боте был описан ДНК-индуцированный сигнал.
Индукция IFN I типа при туберкулезной инфек-
ции, вызванная патогенной РНК, была показана
при инфекции MTb BMDM мыши и клеточной
линии макрофагов J774 в работе Andreu et al. [39].
Была доказана активация транскрипции генов
рецепторов RIG-I (Ddx58), LGP2 (Dhx58) и MDA5
(Ifih1), а также опосредованных ими транскрип-
ционных факторов NF-κB, IRF7, IRF9, STAT1,
STAT2, эффекторов IFN-β и IL-1β. В работе Ran-
jbar et al. [40] продемонстрировано, что при ин-
фекции MTb макрофагов человека, дифференци-
рованных из мононуклеаров периферической
крови (клеточная линия THP-1), бактериальная
РНК активирует в цитоплазме RLR/MAVS-сиг-
нал, приводящий к экспрессии IFN I типа.

СЕМЕЙСТВО ИНТЕРФЕРОНОВ I ТИПА 
И БАКТЕРИАЛЬНАЯ ИНФЕКЦИЯ

Семейство интерферонов I типа (IFN I типа) –
это мультигенное семейство цитокинов, активи-
рующихся в ответ на вирусную и бактериальную
инфекцию [41]. Оно включает в себя 14 подтипов
IFN-α с 75–100%-ной идентичностью аминокис-
лотной последовательности, IFN-β, имеющий
30%-ную идентичность c консенсусной последо-
вательностью IFN-α, а также менее изученные
IFN-ε, IFN-ω и некоторые другие [42]. Если в
случае вирусной инфекции эта активация имеет
протективный эффект [43], то при бактериальной
инфекции эффект может быть не только защит-
ным, но и негативным для иммунной системы.

Например, мыши линии IFNAR1–/– живут
дольше и имеют меньшую бактериальную нагруз-



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 49  № 4  2023

RIG-I-ПОДОБНЫЕ РЕЦЕПТОРЫ В АКТИВАЦИИ ВРОЖДЕННОГО ИММУНИТЕТА 363

ку по сравнению с мышами дикого типа при зара-
жении патогенной Chlamydia muridarum [44], ана-
логичный эффект наблюдался при инфекции

Listeria monocytogenes [45]. IFN I типа не ограни-
чивали репликацию в макрофагах Legionella pneu-
mophila [46]. При инфекции мышей Salmonella typhi-

Рис. 2. Сигнальный путь RLR. В результате инфекции в цитоплазме клетки присутствуют чужеродные РНК, которые
узнаются белками-сенсорами RIG-I и MDA5. Связывание РНК приводит к изменению конформации и высвобожде-
нию доменов CARD, которые взаимодействуют с CARD-доменами митохондриального белка MAVS. Олигомериза-
ция CARD способствует передаче сигнала в ядро, что приводит к транскрипции генов IFN I типа.
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murium индуцировалась экспрессия IFN I типа, что
запускало процесс некроптоза в макрофагах и позво-
ляло патогенам уклоняться от иммунного ответа [47].

Роль IFN I типа при туберкулезе также неод-
нозначна. IFN I типа, особенно IFN-β, участвуют
в развитии туберкулезной инфекции, что под-
тверждено во многих работах [48–54].

При этом многочисленны экспериментальные
свидетельства пагубного воздействия IFN I типа
на ход болезни. При инфекции мышей IFN I типа
действуют губительно на макроорганизм, тяжесть
этого воздействия зависит от генотипа хозяина
[55, 56]. Повышенный уровень IFN I типа вызы-
вается более вирулентными штаммами MTb [57]
и связан с большей чувствительностью к инфек-
ции [58]. Анализ транскриптомов клеток крови
пациентов с активной фазой туберкулеза показал
корреляцию между активацией IFN I типа и тя-
жестью болезни, а также пониженной чувстви-
тельностью к терапии [59, 60]. В другом исследо-
вании показано, что активация интерферонового
ответа по I типу предшествует переходу инфек-
ции из латентной в активную стадию и регистри-
руется уже за 18 месяцев до постановки диагноза
[61]. Схожие данные обобщены в обзоре Moreira-
Teixeira et al. [49].

Тем не менее описаны факты успешного ис-
пользования IFN-α в терапии пациентов с актив-
ным туберкулезом [62]. Показана роль IFN I типа,
особенно IFN-β, в элиминации туберкулезной
инфекции на мышиных моделях [48]. Zhang et al.
показали, что блокирование активации синтеза
IFN I типа было эффективным в лечении тубер-
кулеза (на мышиных моделях) на любых стадиях
болезни [63]. Показана роль RIG-I, MDA5, MAVS
и РНК-зависимой киназы PKR в снижении бак-
териальной нагрузки при туберкулезе [64]. Неко-
торые белки, активируемые действием IFN I ти-
па, такие как GBP1, STAT1 и TAP1, могут играть
протективную роль при туберкулезе [60].

В настоящий момент высказано следующее
представление о роли IFN I типа при туберкулезе
[49] (рис. 3): на начальной стадии инфекции или
при невысоких уровнях экспрессии IFN I типа
активируют синтез IL-12 и TNF-α, что носит про-
тективный характер. Однако устойчиво высокий
уровень экспрессии IFN I типа способствует ак-
тивации синтеза IL-10 и подавляет выработку за-
щитных цитокинов IL-12, TNF-α, IL-1α и IL-1β.
IL-10 опосредует подавляющую петлю обратной
связи, способствуя снижению выработки IL-12 и
TNF-α. IFN I типа также подавляет чувствитель-

Рис. 3. Влияние экспрессии IFN I типа на инфицированный организм при туберкулезе. (a) – Низкий уровень экспрес-
сии IFN I типа стимулирует выработку защитных цитокинов IL-12 и TNF-α; (б) – устойчиво высокий уровень экс-
прессии IFN I типа способствует выработке IL-10 и подавляет выработку защитных цитокинов IL-12, TNF-α, IL-1α
и IL-1β. Также IL-10 опосредует петлю обратной связи, способствуя снижению продукции IL-12 и TNF-α, что при-
водит к подавлению защитных иммунных процессов; (в) – при отсутствии рецептора IFN-γ, IFN I типа ингибирует
экспрессию Arg1, повышая уровень TNF-α и тем самым регулируя М2-активацию макрофагов. Передача сигналов
IFN I типа может также способствовать привлечению, дифференцировке и/или выживанию защитных миелоидных
клеток, которые контролируют патологию в месте заражения. Arg1 – аргиназа 1, IFNγR – рецептор IFN-γ, IL-10R –
рецептор IL-10, TNFR – рецептор TNF-α. Адаптировано по [49].
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ность миелоидных клеток к IFN-γ за счет как IL-10-
зависимых, так и независимых механизмов, по-
давляя IFN-γ-зависимые иммунные ответы, за-
щищающие хозяина. Кроме того, IFN I типа мо-
гут способствовать гибели клеток в альвеолярных
макрофагах и накоплению пермиссивных миело-
идных клеток в месте инфекции [55].

Таким образом, в зависимости от стадии забо-
левания, активация RLR бактериальной РНК
приводит к модуляции иммунного ответа хозяи-
на, причем может оказывать негативное воздей-
ствие на него. Исходя из этого, данные о функци-
онировании RLR при туберкулезной инфекции
могут иметь практическое применение, посколь-
ку открывают новые возможные мишени для дей-
ствия лекарственных препаратов.

РОЛЬ МИКОБАКТЕРИАЛЬНОЙ РНК 
В ИММУННОМ ОТВЕТЕ ХОЗЯИНА

Таким образом, в последние годы стало оче-
видно, что микобактериальные РНК в цитозоле
инфицированных макрофагов активно влияют на
иммунный ответ. В 2012 г. впервые было показа-
но, что микобактерии секретируют в цитоплазму
макрофагов помимо белков также и нуклеиновые
кислоты, а именно низкомолекулярную фраг-
ментированную РНК. Эта РНК воздействует на
каспаза-8-зависимый, каспаза-1- и TNF-α-неза-
висимые пути апоптоза, тем самым ослабляя ан-
тибактериальную защиту. Это первая работа, в
которой была показана принципиальная возмож-
ность секреции микобактериальной РНК и ее
влияния на инфекционный процесс [65]. Вопрос
о том, как в цитозоле инфицированных макрофа-
гов появляется микобактериальная РНК, до по-
следнего времени оставался открытым. Sing et al.
[66] предположили, что РНК Mtb высвобождает-
ся во время активной макрофагальной инфек-
ции, поскольку некоторые транскрипты были об-
наружены в экзосомах, высвобождаемых из ин-
фицированных макрофагов мыши.

Cheng и Schorey показали, что РНК появляется
в цитозоле только при наличии функциональных
систем секреции SecA2 и Esx-1, при этом SecA2
отвечает за выход РНК из бактерии, а ESX-1 – за
выход в цитозоль [67]. Известно, что система сек-
реции SecA2 вовлечена в процесс остановки со-
зревания фагосом посредством секреции белков
[68]. Каким образом SecA2 осуществляет транс-
порт РНК через бактериальную клеточную стен-
ку и какова специфичность этого процесса – на
настоящий момент неизвестно. Авторы предпо-
лагают существование РНК-связывающих бел-
ков с шапероноподобным функциями, которые
помогают транспортировать бактериальную РНК
через аппарат секреции SecA2 [69], и указывают, что
секреции ДНК через SecA2 не наблюдалось [67].

В последнее время активно обсуждается роль
внеклеточных везикул в передаче иммуностиму-
лирующего сигнала от инфицированных клеток к
неинфицированным и иммунным клеткам. По-
являются данные, что такие везикулы содержат
помимо белковых также нуклеиновые факторы.
Cheng et al. показали, что инфицированные MTb
макрофаги высвобождают везикулы, которые со-
держат патогенную РНК. Представленность этой
туберкулезной РНК в везикулах зависит от актив-
ности бактериальной системы секреции SecA2.
Такие везикулы индуцируют экспрессию IFN
I типа в неинфицированных макрофагах путем
запуска каскада RIG-I/MAVS/TBK1/IRF3 [70].

Ранее было известно, что инфекция Listeria
monocytogenes вызывает интерфероновый ответ
I типа [71], при этом RIG-I активируется нуклеи-
новыми кислотами [36]. Позже выяснилось, что
при инфекции L. monocytogenes РНК патогена
секретируется в везикулах, и в основном там
представлены некодирующие РНК [72]. Одна из
них, rli32, инициирует продукцию IFN-β и усили-
вает внутриклеточный рост бактерий [73].

Какие именно РНК выступают лигандами
RIG-1 при туберкулезе – неизвестно. Cheng и
Schorey показали, что РНК генов ppe11 и pol2A
связываются с RIG-1, но не с MDA5-рецептором.
Больше информации о РНК-интерактоме рецеп-
тора RIG-1 нет.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Туберкулез по-прежнему остается одной из
основных причин смертности вследствие бакте-
риальной инфекции [74]. Эпидемия усугубляется
отсутствием эффективной вакцинации и распро-
странением новых штаммов M. tuberculosis с широ-
кой лекарственной устойчивостью. Альтернатив-
ными традиционным антибактериальным спосо-
бам лечения становятся терапевтические подходы,
направленные на коррекцию иммунного ответа
организма-хозяина на инфекцию (host directed
therapy). Роль RLR как компонентов системы
врожденного иммунитета при туберкулезе актив-
но изучается в последние годы [75]. Хотя еще
многие аспекты воздействия на РНК-связываю-
щие рецепторы недостаточно ясны, уже предло-
жены первые кандидаты: так, показано, что для
лечения туберкулеза может быть использован
препарат нитазоксанид (nitazoxanide), усиливаю-
щий сигналы, активирующиеся рецепторами
RLR [40].

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 22-14-00235,
https://rscf.ru/project/22-14-00235/).



366

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 49  № 4  2023

СКВОРЦОВА и др.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Настоящая статья не содержит описания исследо-

ваний, выполненных кем-либо из авторов данной ста-
тьи, с участием людей или использованием животных
в качестве объектов исследования.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Yamashiro L.H., Oliveira S.C., Báfica A. // Microbes

Infect. 2014. V. 16. P. 991–997. 
https://doi.org/10.1016/j.micinf.2014.09.006

2. Batool M., Kim M.S., Choi S. // Med. Res. Rev. 2022.
V. 42. P. 399–425. 
https://doi.org/10.1002/med.21845

3. Chattopadhyay S., Sen G.C. // J. Interferon Cytokine
Res. 2014. V. 34. P. 427– 436. 
https://doi.org/10.1089/jir.2014.0034

4. Liu H.M. // IUBMB Life. 2021. V. 74. P. 180–189. 
https://doi.org/10.1002/iub.2551

5. Meylan E., Tschopp J., Karin M. // Nature. 2006.
V. 442. P. 39–44. 
https://doi.org/10.1038/nature04946

6. Martínez I., Oliveros J.C., Cuesta I., de la Barrera J.,
Ausina V., Casals C., de Lorenzo A., García E., García-
Fojeda B., Garmendia J. // Front. Microbiol. 2017. V. 8.
P. 276. 
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.00276

7. Platnich J.M., Muruve D.A. // Arch. Biochem. Biophys.
2019. V. 670. P. 4–14. 
https://doi.org/10.1016/j.abb.2019.02.008

8. Semple S.L., Vo N.T., Poynter S.J., Li M., Heath D.D.,
DeWitte-Orr S.J., Dixon B. // Dev. Comp. Immunol.
2018. V. 89. P. 93–101. 
https://doi.org/10.1016/j.dci.2018.08.010

9. Mehrbod P., Ande S.R., Alizadeh J., Rahimizadeh S.,
Shariati A., Malek H., Hashemi M., Glover K.K.,
Sher A.A., Coombs K.M. // Virulence. 2019. V. 10.
P. 376–413. 
https://doi.org/10.1080/21505594.2019.1605803

10. Bruns A.M., Pollpeter D., Hadizadeh N., Myong S.,
Marko J.F., Horvath C.M. // J. Biol. Chem. 2013.
V. 288. P. 938–946. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M112.424416

11. Kato H., Takeuchi O., Sato S., Yoneyama M., Yamamoto M.,
Matsui K., Uematsu S., Jung A., Kawai T., Ishii K.J.,
Yamaguchi O., Otsu K., Tsujimura T., Koh C.S., Reis e
Sousa C., Matsuura Y., Fujita T., Akira S. // Nature.
2006. V. 441. P. 101–105. 
https://doi.org/nature04734

12. Loo Y.M., Fornek J., Crochet N., Bajwa G., Perwitasari O.,
Martinez-Sobrido L., Akira S., Gill M.A., Garcia-Sas-
tre A., Katze M.G., Gale M., Jr. // J. Virol. 2008. V. 82.
P. 335–345. 
https://doi.org/JVI.01080-07

13. Goubau D., Schlee M., Deddouche S., Pruijssers A.J.,
Zillinger T., Goldeck M., Schuberth C., Van der Veen A.G.,

Fujimura T., Rehwinkel J., Iskarpatyoti J.A., Barchet W.,
Ludwig J., Dermody T.S., Hartmann G., Reis e Sousa C. //
Nature. 2014. V. 514. P. 372–375. 
https://doi.org/10.1038/nature13590

14. Kowalinski E., Lunardi T., McCarthy A.A., Louber J.,
Brunel J., Grigorov B., Gerlier D., Cusack S. // Cell.
2011. V. 147. P. 423–435. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.09.039

15. Chiu Y.H., Macmillan J.B., Chen Z.J. // Cell. 2009.
V. 138. P. 576–591. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.06.015

16. Malathi K., Dong B., Gale M., Jr., Silverman R.H. //
Nature. 2007. V. 448. P. 816–819. 
https://doi.org/nature06042

17. Schlee M. // Immunobiology. 2013. V. 218. P. 1322–
1335. 
https://doi.org/10.1016/j.imbio.2013.06.007

18. Zust R., Cervantes-Barragan L., Habjan M., Maier R.,
Neuman B.W., Ziebuhr J., Szretter K.J., Baker S.C.,
Barchet W., Diamond M.S., Siddell S.G., Ludewig B.,
Thiel V. // Nat. Immunol. 2011. V. 12. P. 137–143. 
https://doi.org/10.1038/ni.1979

19. Linehan M.M., Dickey T.H., Molinari E.S., Fitzgerald M.E.,
Potapova O., Iwasaki A., Pyle A.M. // Sci. Adv. 2018.
V. 4. P. e1701854. 
https://doi.org/10.1126/sciadv.1701854

20. Ren X., Linehan M.M., Iwasaki A., Pyle A.M. // Cell
Rep. 2019. V. 26. P. 2019–2027. 
https://doi.org/10.1016/j.celreP.2019.01.107

21. Peisley A., Wu B., Yao H., Walz T., Hur S. // Mol. Cell.
2013. V. 51. P. 573–583. 
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2013.07.024

22. Peisley A., Wu B., Xu H., Chen Z.J., Hur S. // Nature.
2014. V. 509. P. 110–114. 
https://doi.org/10.1038/nature13140

23. Pichlmair A., Schulz O., Tan C.P., Rehwinkel J.,
Kato H., Takeuchi O., Akira S., Way M., Schiavo G.,
Reis e Sousa C. // J. Virol. 2009. V. 83. P. 10761–10769. 
https://doi.org/10.1128/JVI.00770-09

24. Kato H., Takeuchi O., Mikamo-Satoh E., Hirai R.,
Kawai T., Matsushita K., Hiiragi A., Dermody T.S., Fuji-
ta T., Akira S. // J. Exp. Med. 2008. V. 205. P. 1601–
1610. 
https://doi.org/10.1084/jem.20080091

25. Berke I.C., Modis Y. // EMBO J. 2012. V. 31. P. 1714–
1726. 
https://doi.org/10.1038/emboj.2012.19

26. Peisley A., Lin C., Wu B., Orme-Johnson M., Liu M.,
Walz T., Hur S. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2011.
V. 108. P. 21010–21015. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1113651108

27. Wu B., Peisley A., Richards C., Yao H., Zeng X., Lin C.,
Chu F., Walz T., Hur S. // Cell. 2013. V. 152. P. 276–
289. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2012.11.048

28. Huang Y.H., Liu X.Y., Du X.X., Jiang Z.F., Su X.D. //
Nat. Struct. Mol. Biol. 2012. V. 19. P. 728–730. 
https://doi.org/10.1038/nsmb.2333

29. Manivannan P., Siddiqui M.A., Malathi K. // J. Virol.
2020. V. 94. P. e00205-20. 
https://doi.org/10.1128/JVI.00205-20



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 49  № 4  2023

RIG-I-ПОДОБНЫЕ РЕЦЕПТОРЫ В АКТИВАЦИИ ВРОЖДЕННОГО ИММУНИТЕТА 367

30. Luthra P., Sun D., Silverman R.H., He B. // Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 2011. V. 108. P. 2118–2123. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1012409108

31. Chiang J.J., Davis M.E., Gack M.U. // Cytokine
Growth Factor Rev. 2014. V. 25. P. 491–505. 
https://doi.org/10.1016/j.cytogfr.2014.06.005

32. Hou F., Sun L., Zheng H., Skaug B., Jiang Q.X.,
Chen Z.J. // Cell. 2011. V. 146. P. 448–461. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.06.041

33. Liu Y., Olagnier D., Lin R. // Front. Immunol. 2016.
V. 7. P. 662. 
https://doi.org/10.3389/fimmu.2016.00662

34. Panne D. // Curr. Opin. Struct. Biol. 2008. V. 18.
P. 236–242. 
https://doi.org/10.1016/j.sbi.2007.12.002

35. Monroe K.M., McWhirter S.M., Vance R.E. // PLoS
Pathog. 2009. V. 5. P. e1000665. 
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1000665

36. Abdullah Z., Schlee M., Roth S., Mraheil M.A., Bar-
chet W., Bottcher J., Hain T., Geiger S., Hayakawa Y.,
Fritz J.H., Civril F., Hopfner K.P., Kurts C., Ruland J.,
Hartmann G., Chakraborty T., Knolle P.A. // EMBO J.
2012. V. 31. P. 4153–4164. 
https://doi.org/10.1038/emboj.2012.274

37. Rad R., Ballhorn W., Voland P., Eisenacher K., Mages J.,
Rad L., Ferstl R., Lang R., Wagner H., Schmid R.M.,
Bauer S., Prinz C., Kirschning C.J., Krug A. // Gastro-
enterology. 2009. V. 136. P. 2247–2257. 
https://doi.org/10.1053/j.gastro.2009.02.066

38. Manzanillo P.S., Shiloh M.U., Portnoy D.A., Cox J.S. //
Cell Host Microbe. 2012. V. 11. P. 469–480. 
https://doi.org/10.1016/j.chom.2012.03.007

39. Andreu N., Phelan J., de Sessions P.F., Cliff J.M.,
Clark T.G., Hibberd M.L. // Sci. Rep. 2017. V. 7.
P. 42225. 
https://doi.org/10.1038/srep42225

40. Ranjbar S., Haridas V., Nambu A., Jasenosky L.D., Sad-
hukhan S., Ebert T.S., Hornung V., Cassell G.H.,
Falvo J.V., Goldfeld A.E. // iScience. 2019. V. 22.
P. 299–313. 
https://doi.org/10.1016/j.isci.2019.11.001

41. Ivashkiv L.B., Donlin L.T. // Nat. Rev. Immunol. 2014.
V. 14. P. 36–49. 
https://doi.org/10.1038/nri3581

42. Hertzog P.J., Williams B.R. // Cytokine Growth Factor
Rev. 2013. V. 24. P. 217–225. 
https://doi.org/10.1016/j.cytogfr.2013.04.002

43. Crouse J., Kalinke U., Oxenius A. // Nat. Rev. Immu-
nol. 2015. V. 15. P. 231–242. 
https://doi.org/10.1038/nri3806

44. Qiu H., Fan Y., Joyee A.G., Wang S., Han X., Bai H.,
Jiao L., Van Rooijen N., Yang X. // J. Immunol. 2008.
V. 181. P. 2092–2102. 
https://doi.org/10.4049/jimmunol.181.3.2092

45. Auerbuch V., Brockstedt D.G., Meyer-Morse N., O’Rior-
dan M., Portnoy D.A. // J. Exp. Med. 2004. V. 200.
P. 527–533. 
https://doi.org/10.1084/jem.20040976

46. Opitz B., Vinzing M., van Laak V., Schmeck B., Heine G.,
Gunther S., Preissner R., Slevogt H., N’Guessan P.D.,
Eitel J., Goldmann T., Flieger A., Suttorp N., Hippenstiel S. //

J. Biol. Chem. 2006. V. 281. P. 36173–36179. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M604638200

47. Robinson N., McComb S., Mulligan R., Dudani R.,
Krishnan L., Sad S. // Nat. Immunol. 2012. V. 13.
P. 954–962. 
https://doi.org/10.1038/ni.2397

48. Kaufmann S.H., Dorhoi A. // Curr. Opin. Immunol.
2013. V. 25. P. 441–449. 
https://doi.org/10.1016/j.coi.2013.05.005

49. Moreira-Teixeira L., Mayer-Barber K., Sher A., O’Garra A. //
J. Exp. Med. 2018. V. 215. P. 1273–1285. 
https://doi.org/10.1084/jem.20180325

50. Manca C., Tsenova L., Freeman S., Barczak A.K., Tovey M.,
Murray P.J., Barry C., Kaplan G. // J. Interferon Cyto-
kine Res. 2005. V. 25. P. 694–701. 
https://doi.org/10.1089/jir.2005.25.694

51. Mayer-Barber K.D., Andrade B.B., Oland S.D., Amaral E.P.,
Barber D.L., Gonzales J., Derrick S.C., Shi R., Ku-
mar N.P., Wei W., Yuan X., Zhang G., Cai Y., Babu S.,
Catalfamo M., Salazar A.M., Via L.E., Barry C.E., 3rd,
Sher A. // Nature. 2014. V. 511. P. 99–103. 
https://doi.org/10.1038/nature13489

52. Robinson C.M., Jung J.Y., Nau G.J. // Cytokine. 2012.
V. 60. P. 233–241. 
https://doi.org/10.1016/j.cyto.2012.06.012

53. Stanley S.A., Johndrow J.E., Manzanillo P., Cox J.S. //
J. Immunol. 2007. V. 178. P. 3143–3152. 
https://doi.org/10.4049/jimmunol.178.5.3143

54. Teles R.M., Graeber T.G., Krutzik S.R., Montoya D.,
Schenk M., Lee D.J., Komisopoulou E., Kelly-Scumpia K.,
Chun R., Iyer S.S., Sarno E.N., Rea T.H., Hewison M.,
Adams J.S., Popper S.J., Relman D.A., Stenger S.,
Bloom B.R., Cheng G., Modlin R.L. // Science. 2013.
V. 339. P. 1448–1453. 
https://doi.org/10.1126/science.1233665

55. Dorhoi A., Yeremeev V., Nouailles G., Weiner J., 3rd, Jorg S.,
Heinemann E., Oberbeck-Muller D., Knaul J.K., Vogel-
zang A., Reece S.T., Hahnke K., Mollenkopf H.J., Brink-
mann V., Kaufmann S.H. // Eur. J. Immunol. 2014. V.
44. P. 2380–2393. 
https://doi.org/10.1002/eji.201344219

56. Moreira-Teixeira L., Stimpson P.J., Stavropoulos E., Ha-
debe S., Chakravarty P., Ioannou M., Aramburu I.V.,
Herbert E., Priestnall S.L., Suarez-Bonnet A., Sousa J.,
Fonseca K.L., Wang Q., Vashakidze S., Rodriguez-Mar-
tinez P., Vilaplana C., Saraiva M., Papayannopoulos V.,
O’Garra A. // Nat. Commun. 2020. V. 11. P. 5566. 
https://doi.org/10.1038/s41467-020-19412-6

57. Wiens K.E., Ernst J.D. // PLoS Pathog. 2016. V. 12.
P. e1005809. 
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1005809

58. Manca C., Tsenova L., Bergtold A., Freeman S., Tovey M.,
Musser J.M., Barry C.E., 3rd, Freedman V.H., Kaplan G. //
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2001. V. 98. P. 5752–5757. 
https://doi.org/10.1073/pnas.091096998

59. Berry M.P., Graham C.M., McNab F.W., Xu Z., Bloch S.A.,
Oni T., Wilkinson K.A., Banchereau R., Skinner J.,
Wilkinson R.J., Quinn C., Blankenship D., Dhawan R.,
Cush J.J., Mejias A., Ramilo O., Kon O.M., Pascual V.,
Banchereau J., Chaussabel D., O’Garra A. // Nature.
2010. V. 466. P. 973–977. 
https://doi.org/10.1038/nature09247



368

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 49  № 4  2023

СКВОРЦОВА и др.

60. Zak D.E., Penn-Nicholson A., Scriba T.J., Thompson E.,
Suliman S., Amon L.M., Mahomed H., Erasmus M.,
Whatney W., Hussey G.D., Abrahams D., Kafaar F.,
Hawkridge T., Verver S., Hughes E.J., Ota M., Suther-
land J., Howe R., Dockrell H.M., Boom W.H., Thiel B.,
Ottenhoff T.H.M., Mayanja-Kizza H., Crampin A.C.,
Downing K., Hatherill M., Valvo J., Shankar S., Parida S.K.,
Kaufmann S.H.E., Walzl G., Aderem A., Hanekom W.A. //
Lancet. 2016. V. 387. P. 2312–2322. 
https://doi.org/S0140-6736(15)01316-1

61. Scriba T.J., Fiore-Gartland A., Penn-Nicholson A., Mulen-
ga H., Kimbung Mbandi S., Borate B., Mendelsohn S.C.,
Hadley K., Hikuam C., Kaskar M., Musvosvi M., Bilek N.,
Self S., Sumner T., White R.G., Erasmus M., Jaxa L.,
Raphela R., Innes C., Brumskine W., Hiemstra A., Malher-
be S.T., Hassan-Moosa R., Tameris M., Walzl G.,
Naidoo K., Churchyard G., Hatherill M. // Lancet In-
fect. Dis. 2021. V. 21. P. 354–365. 
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(20)30914-2

62. Zarogoulidis P., Kioumis I., Papanas N., Manika K.,
Kontakiotis T., Papagianis A., Zarogoulidis K. //
J. Chemother. 2012. V. 24. P. 173–177. 
https://doi.org/10.1179/1973947812Y.0000000005

63. Zhang L., Jiang X., Pfau D., Ling Y., Nathan C.F. //
J. Exp. Med. 2021. V. 218. P. e20200887. 
https://doi.org/10.1084/jem.20200887

64. Ranjbar S., Haridas V., Jasenosky L.D., Falvo J.V.,
Goldfeld A.E. // Cell Rep. 2015. V. 13. P. 874–883. 
https://doi.org/10.1016/j.celreP.2015.09.048 

65. Obregon-Henao A., Duque-Correa M.A., Rojas M., Gar-
cia L.F., Brennan P.J., Ortiz B.L., Belisle J.T. // PLoS
One. 2012. V. 7. P. e29970. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0029970

66. Singh P.P., Li L., Schorey J.S. // Traffic. 2015. V. 16.
P. 555–571. 
https://doi.org/10.1111/tra.12278

67. Cheng Y., Schorey J.S. // J. Exp. Med. 2018. V. 215.
P. 2919–2935. 
https://doi.org/10.1084/jem.20180508

68. Sullivan J.T., Young E.F., McCann J.R., Braunstein M. // In-
fect. Immun. 2012. V. 80. P. 996–1006. 
https://doi.org/10.1128/IAI.05987-11

69. Miller B.K., Zulauf K.E., Braunstein M. // Microbiol.
Spectr. 2017. V. 5. 
https://doi.org/10.1128/microbiolspec.TBTB2-0013-2016

70. Cheng Y., Schorey J.S. // EMBO Rep. 2019. V. 20.
P. e46613. 
https://doi.org/10.15252/embr.201846613

71. O’Connell R.M., Saha S.K., Vaidya S.A., Bruhn K.W.,
Miranda G.A., Zarnegar B., Perry A.K., Nguyen B.O.,
Lane T.F., Taniguchi T., Miller J.F., Cheng G. // J. Exp.
Med. 2004. V. 200. P. 437–445. 
https://doi.org/10.1084/jem.20040712

72. Vdovikova S., Luhr M., Szalai P., Nygard Skalman L.,
Francis M.K., Lundmark R., Engedal N., Johansson J.,
Wai S.N. // Front. Cell Infect. Microbiol. 2017. V. 7.
P. 154. 
https://doi.org/10.3389/fcimb.2017.00154

73. Frantz R., Teubner L., Schultze T., La Pietra L., Muller C.,
Gwozdzinski K., Pillich H., Hain T., Weber-Gerlach M.,
Panagiotidis G.D., Mostafa A., Weber F., Rohde M.,
Pleschka S., Chakraborty T., Abu Mraheil M. // mBio.
2019. V. 10. P. e01223-19. 
https://doi.org/10.1128/mBio.01223-19

74. Harding E. // Lancet Respir Med. 2020. V. 8. P. 19.
https://doi.org/S2213-2600(19)30418-7

75. Burkert S., Schumann R.R. // Vaccines (Basel). 2020.
V. 8. P. 67. 
https://doi.org/10.3390/vaccines8010067

The Role of RIG-I-Like Receptors in the Activation of Innate Immune in Tuberculosis
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Tuberculosis still claims over a million lives every year. The infection process can be regarded as an imbalance
between the immune response and Mycobacterium tuberculosis growth. To successfully survive in an infected
organism, M. tuberculosis must overcome the mechanisms of innate immunity, including those aimed at re-
cognition of pathogen nucleic acids. RIG-I-like receptors (RLRs) is a system of intracellular sensors of fo-
reign RNA, which is involved in the recognition of viruses and bacterial pathogens. RIG-I, MDA5, and
LGP2 receptors interact directly with RNA in the cell cytoplasm and trigger a cascade of interactions leading
to the synthesis of type I interferons and pro-inflammatory cytokines. To date, it has been proven that RLR
activation during tuberculosis is among the most important components of innate immunity. Their role in the
activation of type I interferons is undoubted, however, can be not only protective, but also detrimental. The
review considers the latest data on the RLRs functioning in M. tuberculosis infection.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis, innate immunity, RIG-I-like receptors (RLR), type I IFNs
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На основе данных теоретического изучения в обзоре обосновываются экспериментальные подходы
к получению и последующему исследованию модифицированных форм гиалуронидазы. Исследо-
вательское вычислительное рассмотрение взаимодействия 3D-модели бычьей тестикулярной гиал-
уронидазы (БТГ) с короткоцепочечными гликозаминогликановыми лигандами продемонстрировало
разнообразие и значимость их воздействия на структуру фермента. Отмеченное воздействие осуществ-
лялось благодаря электростатическим нековалентным взаимодействиям (без специфического связыва-
ния с активным центром), вызывая заметные конформационные изменения молекулы биокатализато-
ра/фермента. В результате таких изменений наблюдались инактивация и стабилизация глобулы фер-
мента, изменение его ингибирования гепарином. Присоединение к молекулярной поверхности
гиалуронидазы тримеров хондроитина по центрам cn6, cn3 и cn1 повышало ее стабильность, а связыва-
ние по центрам cs2, cs4, cs7, cs8 или cs1, cs2, cs4, cs7 и cs8 тримеров хондроитинсульфата способствовало
снижению ингибирования фермента тетрамером гепарина. К молекуле свободной гиалуронидазы (без
лигандов) присоединяются по центрам связывания гликозаминогликановые лиганды с наибольшей
энергией связывания. Отмечена важность их связывания для регуляции функционирования фермента,
а также наличия многообразного и многокомпонентного микроокружения биокатализатора. Выявлен-
ная в теоретическом изучении последовательность предпочтительного связывания лигандов с гиалуро-
нидазой позволяет оценить реальность достижения ее экспериментальной селективной модификации
(которая может осуществляться нековалентно и ковалентно, например, с тримерами хондроитинсуль-
фата по центрам cs7, cs1, cs5) для потенциального экспериментального получения стабилизированных
форм фермента. Перспективными подходами представляются нековалентные воздействия на гиалуро-
нидазу тримеров хондроитина или хондроитинсульфата, как и ковалентная модификация биокатализа-
тора тримером хондроитинсульфата или получение генно-инженерных производных фермента. Упомя-
нутые изменения структуры гиалуронидазы могут способствовать выполнению ее направленного экс-
периментального дизайна для последующего биомедицинского исследования и практического
клинического испытания.

Ключевые слова: бычья тестикулярная гиалуронидаза, пространственная структура фермента, гликозами-
ногликановые лиганды, нековалентная и ковалентная модификация гиалуронидазы, получение новых
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ВВЕДЕНИЕ
Множественные изменения углеводных со-

ставляющих исследуемых биологических систем
подчеркнули их высокую структурную изменчи-
вость, обусловленную, в частности, воздействием
ферментов, способствующих многообразным
превращениям и регулирующим метаболические
изменения. Количество таких биокатализаторов
весьма велико. Среди них следует отметить гиал-
уронидазу, заметно влияющую на состояние эн-
дотелиального гликокаликса [1]. Последний рас-
сматривается как компонент двойного защитного
слоя сосудистой стенки, поддерживающего необ-
ходимый для жизнедеятельности организма уро-
вень кровообращения [2]. Функционирование
гиалуронидазы осуществляется в различном мик-
роокружении (зачастую из гликозаминогликанов
(ГАГ)), выступающем важной частью сосудистого
гликокаликса [2, 3]. Исследования метаболизма уг-
леводов подчеркнули важность этого биокатализа-
тора и действенность использования приемов вы-
числительной биохимии [4–6]. С помощью послед-
них возможно определение на молекулярной
поверхности фермента точек чувствительности
(при выполнении докинга гиалуронидазы с ГАГ-
лигандами) для регуляции активности биоката-
лизатора с целью разработки новых терапевтиче-
ских средств [7, 8].

Впервые последовательно осуществленное на-
ми пионерное вычислительное изучение с гиал-
уронидазой позволило обзорно представить его
данные в настоящем сообщении и способствова-
ло выделению и проецированию достигнутых эф-
фектов расчетно/теоретически исследованных

взаимодействий биокатализатора с ГАГ-лиганда-
ми для обоснования будущих эксперименталь-
ных подходов к дальнейшему получению моди-
фицированных производных этого фермента.
Материалы нашей работы демонстрируют спосо-
бы и приемы перехода от теоретических методов
изучения к экспериментальным. Важность лечеб-
ного сохранения (т.е. в терапевтическом режиме)
надлежащего функционирования сосудистой
стенки [9, 10], опирающаяся на результаты кли-
нических исследований, подтверждается эффек-
тивным использованием ГАГ для восстановления
нормальной эндотелиальной функции [11], обу-
словливая перспективность разработки препара-
тов гиалуронидазы (пригодных для регуляции
размеров ГАГ-покрытия) потенциального кар-
диологического назначения. Актуальность разви-
тия такого исследовательского направления ме-
дицины сосудов опирается на сегодняшнее при-
сутствие в арсенале врача в основном средств
заместительной терапии, таких как сулодексид
[9–11], который представляет собой смесь высо-
коочищенных ГАГ из высокоподвижного гепари-
на (80%) и дерматансульфата (20%) [12]. ГАГ спо-
собствуют реконструкции эндотелиального гли-
кокаликса, контролируют функционирование
ферментов, деградирующих гликокаликс, прояв-
ляют противовоспалительное, антиапоптотиче-
ское и антивозрастное воздействие на эндотели-
альные клетки.

Вычислительное контролирование конформа-
ционных изменений ферментной молекулы при
взаимодействии с ГАГ-лигандами продуктивно
(т.е. с внятным информативным и надежным
уровнем) способствует получению и составлению
базы теоретических данных регуляции активно-
сти биокатализаторов. На основе полученной базы
данных обосновывается переход к эксперименталь-
ным приемам изучения, перспективы которого рас-
крываются в данном обзоре. Выполненное расчет-
ное исследование способствует не только согласо-
ванию ранее экспериментально полученных
данных с вычислительно достигнутыми позднее
другими исследователями (что как общий подход
в основном и использовалось с иными объекта-
ми), но и позволяет обосновать новые рекомен-
дации экспериментального модифицирования
свойств изучаемой гиалуронидазы и проверки до-
стигнутых и установленных в нашем изучении
теоретических закономерностей для эксперимен-
тальной разработки производных этого биоката-
лизатора медицинского назначения следующего
поколения.
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Теоретическое изучение взаимодействия фер-
мента гиалуронидазы с ГАГ-лигандами проде-
монстрировало заметное различие проявляю-
щихся при этом эффектов. Для таких исследова-
ний нами методом молекулярного гомологичного
моделирования была построена 3D-модель бы-
чьей тестикулярной гиалуронидазы (БТГ, рис. 1)
по прототипу установленной пространственной
структуры гиалуронидазы человека [13]. Для рас-
четного исследования были отобраны короткоце-
почечные (в целях соответствия разрешающей
способности программного обеспечения исполь-
зуемого компьютерного оборудования) ГАГ-ли-
ганды: тримеры хондроитина (ХН), хондроитин-
сульфата (ХС), гиалуронана (ГН) и тетрамеры ге-
парина (ГП) [1, 14]. С этими ГАГ-лигандами
поэтапно был выполнен докинг и изучена моле-

кулярная динамика с 3D-моделью БТГ, данные
которых представлены в настоящем обзоре.

Расчеты продемонстрировали, что воздей-
ствие тримеров ХН способствует стабилизации
ферментативной активности биокатализатора.
Температура термоинактивации БТГ в их присут-
ствии возрастала на 10–15°C в сравнении с ре-
зультатами вычислительного изучения инактива-
ции нативного фермента без лигандов ХН [14].
Теоретически инактивация свободной от ГАГ-
лигандов гиалуронидазы была обусловлена суще-
ственной разностью потенциалов между правой и
левой сторонами субстратной “долины” активно-
го центра фермента (рис. 2а). Под влиянием
ионов Na+ и Cl– при низкой температуре разность
потенциалов заметно снижалась, молекула фер-
мента сохраняла свою структуру даже в отсут-
ствие субстрата. С ростом подвижности ионов
при повышении температуры происходило иска-
жение структуры биокатализатора, приводящее к
инактивации гиалуронидазы. Докинг лигандов
ХН по связывающим центрам гиалуронидазы

Рис. 1. 3D-модель бычьей тестикулярной гиалуронидазы (БТГ) с додекасахаридом гиалуронана (обозначен как гиал-
уронан 12-мер), расположенным в субстрат-связывающей “долине”. Поверхность субстрата показана сетчатой фор-
мой. Активный центр фермента и место расщепления субстрата расположены между сахаридными остатками С1
NAG408 и С4 GCU409. В формировании активного центра БТГ непосредственно участвуют остатки Tyr93, Asp147,
Glu149, Arg152, Lys162, Tyr220, Tyr265, Trp341 и две молекулы воды. Остатки Pro20, Glu81, Lys82, Ala84, Thr85, Arg96,
Tyr134, Ile136 и Leu334 удерживают С4-концевой продукт (401–407 а.о.), а Asn150, Arg152, Trp159, His228, Asn267,
Ile268, Arg269 и Gly313 удерживают уходящий финальный С1-продукт (409–412 а.о.) [13].

Активный
центр

Субстрат
Гиалуронан 12 мер
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(рис. 2б), обозначенным как cn6, cn3, cn1, укреп-
ляя ее структуру, предупреждал конформацион-
ные изменения фермента без лигандов ХН, при-
водящие к сужению входа в активный центр био-
катализатора и его денатурации, способствовал
повышению термостабильности белка (ср. рис. 3а
и рис. 3б) [14].

Полученные данные указывают на перспек-
тивность последовательного расчетного изучения
взаимодействия фермента с ГАГ-лигандами в це-
лях выяснения закономерностей регуляции его
функционирования в биосистемах. Обзорное
рассмотрение таких результатов выполненного
нами теоретического исследования представлено
в настоящем изложении и подтверждается дан-
ными других изучений [15]. Так, взаимодействие
β-блокатора метопролола с адренергическим ре-
цептором β1 (β1AR) сопровождалось образовани-
ем комплекса метопролол–β1AR со значимыми
конформационными изменениями внутрикле-
точного домена рецептора (аналогия с присоеди-
нением небольшого метопролола (как лиганда) к
связывающему центру макромолекулярного рецеп-
тора). Такого не наблюдалось с другими β-блокато-
рами – атенололом и пропранололом. Отмеченные
изменения опосредовали кардиопротекторный эф-
фект метопролола через β1AR без вовлечения во
взаимодействие другого рецептора – β2AR. Полу-
ченные in vivo и in silico данные обосновывают
проведение в будущем клинических испытаний с
адекватными дозами и своевременным внутривен-
ным введением метопролола (а не других β-блока-
торов) для оценки клинической эффективности
предлагаемой стратегии у гемодинамически ста-
бильных пациентов с подъемом ST-сегмента на
электрокардиограмме (ЭКГ) при инфаркте мио-
карда (STEMI) [15].

ОГРАНИЧЕНИЯ И ЗАТРУДНЕНИЯ 
ДАЛЬНЕЙШЕГО ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОГО 

ВЫПОЛНЕНИЯ ВЫЧИСЛИТЕЛЬНОГО 
ТЕОРЕТИЧЕСКОГО ПОДХОДА

Имеются критические аспекты используемых
нами теоретических приемов. Полученные в ходе

изучения результаты выявляют заметные затруд-
нения при выполнении расчетов с большими
виртуальными ячейками и большим числом ли-
гандов из-за отсутствия компьютерных программ
с более высокой разрешающей способностью и
значимой зависимостью конкурентных взаимо-
действий исследуемых ГАГ-лигандов от конкрет-
ности их исходного распределения (внутри ячейки).
Отмеченные сложности указывают лимитирующие
пределы развития настоящего исследовательского
подхода в его нынешнем виде и намечают направле-
ния их продуктивного преодоления (продление
сроков действия имеющихся лицензий, приобре-
тение новых бессрочных лицензий программного
обеспечения (для возможной работы без обнов-
ления программ), заметное расширение высоко-
эффективными новыми поступлениями компью-
терного парка, введение поправок и осуществле-
ние изменений российских законодательных
норм, разработка отечественных продуктов ново-
го программного обеспечения и др.).

ЭЛЕКТРОСТАТИЧЕСКИЕ СИЛЫ 
В ДОКИНГЕ ГИАЛУРОНИДАЗЫ 

С КОРОТКОЦЕПОЧЕЧНЫМИ ЛИГАНДАМИ

Особенностью поведения нативной гиалуро-
нидазы in vivo выступает ее быстрое ингибирова-
ние и деградация, подтвержденные данными дли-
тельного (>60 лет) медицинского использования
этого биокатализатора [16]. Среди множества ин-
гибиторов фермента одним из значимых и замет-
ных выступает гепарин. Вычислительное изуче-
ние взаимодействия гиалуронидазы с тетрамера-
ми ГП и тримерами ХС подтвердило высокое
ингибирующее действие гепарина [1]. Новым ока-
зался обнаруженный эффект докинга 4–5 тримеров
ХС, препятствующих развитию гепаринового ин-
гибирования гиалуронидазы. Эффекторами та-
кой стабилизации активной структуры фермента
оказались электростатические взаимодействия
[1, 3, 14]. Движущей силой, направляющей пере-
движение лиганда и приложенной к его центру
масс, выступает величина градиента электриче-
ского потенциала фермента. Высокая конформа-

Рис. 2. Электростатический потенциал молекулы БТГ в воде (рН 7.5) без учета влияния ионов Na+ и Cl–. (а) – Изопо-
тенциальные поверхности обозначены синим (+1.6 В) и красным цветом (–1.2 В). Между правой и левой сторонами
субстратной “долины” (выделена черной окружностью) имеется существенная разность потенциалов. На заднем пла-
не показана поверхность молекулы БТГ (выделена зеленым цветом). Цифрами обозначены центры присоединения
ХН-лигандов (позиция 8 расположена с дистальной стороны молекулы белка); (б) – по указанным восьми цент-
рам/позициям связывания тримеров ХН (обозначены цифрами) на молекулярной поверхности БТГ происходит при-
соединение данных лигандов [14]. При этом молекула гиалуронидазы на рисунке ориентирована параллельно главной
оси инерции белка вдоль горизонтальной оси, а субстратная “долина” – так, что главная ось инерции додекамерного
субстрата перпендикулярна плоскости рисунка. Молекула гиалуронидазы представлена в ленточной форме, α-спи-
ральные участки показаны красным, β-структура – зеленым, остальные элементы структуры – желтым. ГАГ-лиганды
показаны в виде мелких шариков, соединенных цилиндрами, ионы Na+ и Cl– – мелкими шариками, а молекулы воды –
тонкими голубыми линиями. Участки 1, 2, 3 и 7 расположены в плоскости рисунка (1 и 7 посередине, 2 ближе к на-
блюдателю, а 3 дальше от наблюдателя), участки 4, 5 и 8 – с дистальной стороны молекулы белка, а участок 6 занимает
субстратную “долину”, его позиция перпендикулярна плоскости рисунка.
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Рис. 3. (а) – Кинетика тепловой денатурации БТГ в комплексе с ХН в положениях 1, 3 и 6 при температуре 340 К со
временем наблюдения 3 пс (1), 18 пс (2), 36 пс (3) и 36 + 18 пс после снижения температуры до 287 К (4). На панелях
1–3 показано противодействие термоинактивационному сужению входа в активный центр фермента благодаря взаи-
модействию биокатализатора с лигандами ХН. Снижение температуры с 340 до 287 К демонстрирует восстановление
исходного вида/конформации молекулы фермента (вид 4 сходен с видом 1), свидетельствуя в этом случае об отсут-
ствии ее необратимых денатурационных изменений; (б) – сужение входа в активный центр фермента ясно наблюдается для
БТГ без лигандов – в этом случае вход закрывается, приводя к инактивации биокатализатора. Представлена кинетика теп-
ловой денатурации гиалуронидазы, свободной от ГАГ-лигандов, при температуре 320 К со временем расчетного наблюде-
ния 1 пс (1), 17 пс (2), 40 пс (3) и 20 пс после снижения температуры до 287 К (4) [14]. При снижении температуры с 320 до
287 К (4) исходный вид/конформация молекулы фермента не восстанавливается (вид 4 вовсе не похож на вид 1), что ука-
зывает на необратимые денатурационные изменения структуры нативной БТГ без лигандов ХН.
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ционная гибкость ГАГ (благодаря чему в основ-
ном пока только их короткие фрагменты (до тет-
рамеров) надежно вычислительно докируются) с
заметным влиянием растворителя обусловливают
продолжающееся совершенствование инстру-
ментов расчетного изучения (программного
обеспечения) таких процессов [1, 17]. Изменение
поверхностного электростатического потенциала
свободной гиалуронидазы в результате докинга с
восемью тримерами ХС показано нами в теорети-
ческом изучении (рис. 4) [1].

Создаваемое ферментом и его комплексом со
всеми восемью лигандами ХС электрическое по-
ле целиком окружает белковую глобулу и пример-
но повторяет профиль молекулы биокатализато-
ра (рис. 5а). Наиболее эффективными и предпо-
чтительными участками электростатического
связывания тримеров ХС предстают центры cs8,
cs3, cs1 и cs2, а способствующими снижению ге-
паринового ингибирования фермента (в соответ-
ствии с определенной нами последовательностью
предпочтительного связывания ГАГ-лигандов и
экспериментально вполне достижимыми) – цен-
тры cs8, cs3, cs1, cs4, cs2 и cs7 (рис. 5б) [1]. Вместе
с тем центр cs7 с невысокой аффинностью, но
наиболее подходящий для ковалентной модифи-

кации (из-за наличия непосредственного контак-
та с лизиновыми остатками, табл. 1), после кова-
лентного взаимодействия с тримером ХС может
оказаться достаточным для предупреждения ин-
гибирования гиалуронидазы гепарином.

Величины энергий взаимодействия вычисля-
ли в рамках силового поля Amber ff99. Заряды для
нестандартных аминокислотных остатков обыч-
но определяли в рамках алгоритма Gastinger.
Электростатический потенциал (с проекцией на
поверхность молекулы или в растворитель) вы-
числяли c соотношением Poisson–Boltzmann,
принимая диэлектрическую константу при вир-
туальном растворителе за 80 (вне поверхности
макромолекулы) и за 4 (внутри нее). Остатки ги-
стидинов, непосредственно не ассоциированные
с аспарагиновой или глутаминовой кислотой, как
и с сернокислыми или карбоксильными фраг-
ментами полисахаридов, считали электроней-
тральными. При проведении вычислений с ре-
альной водой ее генерировали по расчету
TIP4Pbox. Величину энтальпии связи определяли
как разность между суммой потенциальной энер-
гии лиганда и его связывающего центра с величи-
ной энергии комплекса. Использовали програм-
мы NAMD 2.1.4 c VMD 2.1.4 и Amber Tools 20 для

Рис. 4. Расположение восьми центров связывания лигандов ХС (обозначены как cs1–cs8) на 3D-модели БТГ с указа-
нием величин их свободных энергий связывания при 0 К [1]. Изображение представлено в проекции, образованной
главными осями инерции додекасахаридного фрагмента субстрата – гиалуронана (НА12, приведен в центре изображе-
ния) и БТГ (ось направлена по горизонтали, ось X). Главная ось инерции гиалуронана направлена по вертикали, ось Y. Пет-
ля активного центра БТГ между Asp139 и Ala156, включающая в себя Asp147 и Glu149, окрашена сиреневым цветом,
протяженная α-спираль от Ala185 до Gly197 обозначена зеленым, а спираль от Glu243 до Glu256 – синим цветом.

cs8 –752 ккал/моль HA12 –2398 ккал/моль

cs3 –513.6 ккал/моль

cs5 –201 ккал/моль
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4 –
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Рис. 5. Вид поверхности изоэлектрического потенциала (по уровню 0.4 e/ao) молекулы БТГ. Отрицательные значения
электростатического потенциала окрашены в сиреневый/темно-серый цвет, положительные – в зеленый/светло-се-
рый. (а) – Свободная БТГ; (б) – БТГ с шестью лигандами ХС по центрам cs7, cs1, cs2, cs3, cs4, cs8 и гепариновым ли-
гандом в зоне cs6 демонстрирует действие лиганда ХС по центру cs7, стабилизирующее структуру БТГ [1].

Y X

Z

(a)

Y X

Z

(б)

Linux или NAMD 2.1.2 c VMD 1.9.3 и Amber Tools
18 для Windows. Для подготовки иллюстраций
применяли программу UCSF Chimera 1.13.1.

Полученные результаты свидетельствуют о це-
лесообразности обоснования и составления ре-
комендаций на основе расчетных данных теоре-
тических исследований взаимодействий гиалуро-
нидазы с короткоцепочечными ГАГ-лигандами
для экспериментального получения ее стабили-
зированных форм лечебного назначения.

ВАЖНОСТЬ ДЛЯ СТАБИЛИЗАЦИИ 
СТРУКТУРЫ ГИАЛУРОНИДАЗЫ 

СЕЛЕКТИВНОЙ ЗАНЯТОСТИ ЦЕНТРОВ 
ПРИСОЕДИНЕНИЯ ЛИГАНДОВ 

НА МОЛЕКУЛЯРНОЙ ПОВЕРХНОСТИ 
ФЕРМЕНТА

Значимой особенностью стабилизации (про-
тив термоинактивации) структуры 3D-модели ги-
алуронидазы в результате взаимодействия с три-
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Таблица 1. Величина энергии взаимодействия ГАГ-лигандов (тримеров ХН и ХС) с 3D-моделью бычьей тести-
кулярной гиалуронидазы* (БТГ) в среде без H2O и Na+

* Выявленные на молекулярной поверхности гиалуронидазы восемь потенциальных центров связывания тримерных лиган-
дов ХН и ХС сходны друг с другом [14].

Лиганды ХН (cn) и 
другие компоненты 

взаимодействия

Энергия 
взаимодействия БТГ 

с ХН-лигандами,
ккал/моль

Лиганды ХС (cs)
и другие компоненты

взаимодействия

Энергия 
взаимодействия БТГ 

с ХС-лигандами,
ккал/моль

Аминокислотные 
остатки БТГ, 

доступные для 
контакта с лигандом 
по соответственно 

указанному 
центру/позиции на 
молекуле фермента

cn1 –(280–320) cs1 –448.5 Lys446
Lys447
Lys430

– – cs2 –360.2 Lys292
Lys244
Arg245
Lys255
Lys256

cn3 –(310–420) cs3 –513.6 Нет Lys
Arg59
Arg63
Arg64

– – cs4 –145.5 Lys109

– – cs5 –201.6 Lys416
Lys77

cn6 –(620–690) cs6 –577.6 Нет Lys

– – cs7 –348.1 Lys187
Lys198
Arg246
Asp249
Leu250
Trp252
Glu184
Ile188

Glu194
Pro153
Thr154

– – cs8 –752.2 Lys129

НА12

(додекасахарид 
гиалуронана)

–2398 – – –

cn
(cвободный 
тример ХН)

–320 – – –

сs
(свободный 
тример ХС)

–148 – – –
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мерами ХН [14, 18], в сравнении с антиингибиру-
ющим эффектом тримеров ХС (в отношении
тетрамеров ГП) [1, 19], оказалась селективная за-
нятость центров связывания ГАГ-лигандов на
молекулярной поверхности фермента. Согласно
результатам расчетов, стабилизирующее воздей-
ствие других ГАГ-лигандов оказалось существен-
но менее выраженным. Теоретически показано,
что три тримера ГН могут первоначально присо-
единиться к глобуле биокатализатора (рис. 6а), а
введенный в систему тример ХС эффективно вы-
тесняет с третьего центра связывания молекулы
гиалуронидазы тример ГН (рис. 6б) [20]. Экспе-
риментально продемонстрировано меньшее ста-
билизирующее действие на фермент гликозидной
β(1–4)-связи целлобиозы (рассматриваемой
как структурный аналог гиалуронана) по срав-
нению с эффектом гликозидной α(1–4)-связи
мальтозы [21].

Стабилизация структуры гиалуронидазы про-
являлась благодаря электростатическому присо-
единению тримера ХН уже по одному центру свя-
зывания ch6 (как и по трем ch6, ch3, ch1 и более),
а для предотвращения гепаринового ингибирова-
ния биокатализатора тримерами ХС оказалось
необходимым их связывание по четырем (cs2, cs4,
cs7 и cs8) или пяти (cs1, cs2, cs4, cs7 и cs8) позици-
ям, теоретически достаточным для предупрежде-
ния необратимых деформаций молекулы фер-
мента при поступлении лиганда ГП в зону актив-
ного центра. В настоящее время следует отметить
интенсивное изучение полимер-белковых конъ-
югатов [22] для расширения на их основе арсена-
ла лекарственных средств, предложение и ис-
пользование для этого модифицированных био-
катализаторов [23]. Возможно, целесообразность
достижения контролируемой гетерогенности по-
лучаемого продукта, регулярно технологически
воспроизводимого по своим параметрам, потре-
бует неукоснительного использования только
единственного центра присоединения модифи-
катора на белковой молекуле [24].

Величина свободной энергии связывания на
молекулярной поверхности гиалуронидазы ГАГ-
лигандов оказалась по крайней мере в 2 раза выше
энергии самих лигандов в свободном состоянии
(табл. 1). Длина цепи ГАГ-лиганда влияет на его
присоединение к ферменту. Производные лиган-
дов с длинными цепями связываются эффектив-
нее, чем короткоцепочечные (димеры–тетраме-
ры), аффинность которых снижается. Имеющие-
ся ограничения программ расчета (программного
обеспечения) белкового докинга, влияющие на
надежность получаемых результатов, определяют
предпочтительность его начального изучения с
достаточно короткими ГАГ-лигандами, которые
с наибольшей величиной свободной энергии свя-
зывания эффективно присоединяются к молеку-
ле нативной гиалуронидазы по ее соответствую-

щим центрам связывания [17]. Развитие контак-
тов ГАГ-лигандов с гиалуронидазой, как уже
отмечалось выше, обусловлено электростатиче-
скими взаимодействиями (в результате контактов
с аргининами, а при проведении ковалентной мо-
дификации фермента – с лизинами) без специ-
фического связывания с активным центром био-
катализатора.

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ 
ПРЕДПОЧТИТЕЛЬНОГО СВЯЗЫВАНИЯ 

ГИАЛУРОНИДАЗОЙ 
ГЛИКОЗАМИНОГЛИКАНОВЫХ ЛИГАНДОВ, 
ИХ НЕКОВАЛЕНТНЫЕ И КОВАЛЕНТНЫЕ 

ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ С ФЕРМЕНТОМ

Электростатический потенциал молекулы гиал-
уронидазы меняется при докинге с ГАГ-лиганда-
ми (рис. 2а) [1]. Положительный знак потенциала
свободного фермента становится отрицательным
с присоединением восьми тримеров ХС со стаби-
лизацией структуры биокатализатора благодаря не
только появлению у его молекулы отрицательных
зарядов, но и формированию определенного вида
его электростатического потенциала [1, 17]. Уста-
новленная в изучении последовательность предпо-
чтительного связывания ГАГ-лигандов с гиал-
уронидазой реализует ее (названную последова-
тельность) в присутствии субстрата (в нашем
случае додекасахарида ГН, выбранного для упро-
щения иллюстрирования данных, по мере увели-
чения концентрации тримерного ХС-лиганда):
cs8 > cs6 > cs3 > cs1 > cs2  cs7  cs5. Со свобод-
ным ферментом без субстрата последователь-
ность меняется следующим образом: cs8 > cs3 >
> cs1 > cs4 > cs2  cs7  cs5; при ковалентном свя-
зывании ГАГ-лигандов (после их бензохиноно-
вой активации) по лизиновым остаткам фермента
последовательность другая: cs7 > cs1 > cs5 >>> cs2,
cs8, cs4 [17]. Наибольший эффект стабилизации
активности гиалуронидазы достигается при до-
кинге тримера ХН по центру cn6 и по центрам
cn6, cn3 и cn1 посредством электростатического
нековалентного взаимодействия (рис. 3б), а с три-
мерами ХС – по центрам cs2, cs4, cs7 и cs8 или cs1,
cs2, cs4, cs7 и cs8 (рис. 5б). Ковалентное присо-
единение тримера ХН к гиалуронидазе по центру
cn6 (или cn6, cn3 и cn1) экспериментально может
оказаться весьма затрудненным, поскольку около
центров cn6 и cn3 нет лизиновых остатков, до-
ступных для контакта с лигандом, а имеются три
лизиновых остатка лишь по позиции cn1 (табл. 1).
А вот ковалентная модификация гиалуронидазы
тримером ХС по центру cs7 фермента (или cs7,
cs1, cs5) может оказаться вполне достаточной для
предотвращения ингибирования фермента гепа-
рином [1, 17]. Возможно, множественность
(с обилием ГАГ-лигандов) воздействия на гиал-
уронидазу ХС- или ХН-лигандов поддержит и укре-

@ @

@ @
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Рис. 6. Начальное/стартовое состояние расчетного наблюдения (а), когда три гексамера ГН занимают свои позиции
по центрам связывания (1–3) на глобуле гиалуронидазы при 310 К (поддерживается указанная температура); (б) – вы-
теснение гексамера ГН (на рисунке сверху справа, уходящий лиганд) с третьего центра его связывания (показано
стрелкой) на молекулярной поверхности гиалуронидазы гексамером ХС (расположенным над входом или у входа в
“долину” активного центра биокатализатора, ХС-лиганд становится связывающимся с глобулой фермента новым ли-
гандом) на 2.0 нс времени расчетного наблюдения изучаемого конкурентного взаимодействия ХС- и ГН-лигандов с
ферментом [20].

Гексамер
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пит значимое для функционирования биокатализа-
тора многообразие его микроокружения [17–19].
Следует напомнить, что расчетное построение 3D-
модели ковалентного конъюгата гиалуронидазы с
высокомолекулярной формой ХС (120–140 кДа) при
практически полном блокировании лизиновых
остатков биокатализатора позволяет окружить его
глобулу ХС-оболочкой с сохранением доступно-
сти к активному центру (рис. 7) [3, 13], подчерки-
вая эту особенность фермента при формирова-
нии его достаточно плотного микроокружения.
Представленные данные обоснованно свидетель-
ствуют о возможной стабилизации активности
фермента в результате нековалентного и кова-
лентного взаимодействия с ГАГ-лигандами.

РЕКОМЕНДУЕМЫЕ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ПОДХОДЫ 

К ПОЛУЧЕНИЮ СТАБИЛИЗИРОВАННЫХ 
ПРОИЗВОДНЫХ ГИАЛУРОНИДАЗЫ 

БИОМЕДИЦИНСКОГО НАЗНАЧЕНИЯ

По величине укрепления структуры 3D-моде-
ли гиалуронидазы (благодаря нековалентным
электростатическим взаимодействиям) теорети-
чески выделяются эффективностью своего до-
кинга тримеры ХН и ХС [1, 14]. Действительно,
присоединение уже одного тримера ХН по един-
ственному центру связывания на молекулярной
поверхности биокатализатора cn6 способствует
заметному увеличению стабильности фермента.

Такой же результат обнаружен при докинге три-
меров ХН по трем и более связывающим позициям
cn6, cn3, cn1 на гиалуронидазе [14]. Отмеченные
теоретические особенности докинга гиалуронида-
зы с тримерами ХН подчеркивают обоснованность
экспериментального изучения свойств комплекса
фермента с ХН-лигандами при обработке биоката-
лизатора предположительно эквимолекулярны-
ми с ферментом концентрациями тримера ХН
либо его избыточными количествами.

Докинг гиалуронидазы с тримерами ХС обна-
руживает эффект, стабилизирующий структуру
фермента благодаря присоединению тримеров
ХС по 4–5 центрам связывания: cs2, cs4, cs7, cs8
или cs1, cs2, cs4, cs7, cs8 [1, 17]. С учетом влияния
выявленной нами последовательности предпо-
чтительного присоединения ГАГ-лигандов к гиал-
уронидазе [17], реально экспериментально дости-
жимой оказывается занятость центров cs8, cs3,
cs1, cs4, cs2 и cs7. Вероятно, приведенные данные
подразумевают экспериментально рекомендуе-
мую обработку нативной гиалуронидазы избыт-
ком тримеров ХС.

Ковалентная модификация нативной гиалуро-
нидазы ГАГ-лигандами теоретически демонстри-
рует значимые затруднения для осуществления
стабилизирующего структуру биокатализатора
присоединения к ферменту тримеров ХН по цен-
тру cn6 или центрам cn6, cn3 и cn1 [17]. Обнару-
живается недостижимость отмеченной селектив-
ной занятости указанных центров связывания

Рис. 7. Модельная структура молекулы гиалуронидазы, ковалентно связанной почти по всем лизиновым остаткам
фермента с полимерной формой хондроитинсульфата [13]. Глобула биокатализатора оказывается окруженной ХС-обо-
лочкой (представлена разноцветными фрагментами сфер, дисками, цилиндрами) с сохранением доступа к активному
центру фермента.
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ХН-лигандов на ферментной глобуле (табл. 1),
когда последовательность их ковалентного пред-
почтительного связывания реально демонстриру-
ет лишь экспериментальную достижимость при-
соединения тримеров ХН по ограниченному на-
бору центров, а именно cn7, cn1, cn5; cn2, cn8, cn4
(а вовсе не cn6, cn3, cn1). Отмеченное положение
внушает заметные сомнения в эффективности
развития такого направления эксперименталь-
ной ковалентной модификации гиалуронидазы.
Теоретически более перспективной и реально
экспериментально достижимой выступает кова-
лентная модификация фермента тримером ХС по
центру (единственному) cs7, как и по трем цен-
трам cs7, cs1, cs5 (с экспериментально используе-
мыми эквимолекулярными концентрациями
биокатализатора и тримеров ХС либо с избыточ-
ным присутствием последнего) [17].

Стабилизация структурной организации био-
катализатора достигается также благодаря ис-
пользованию методов биологического синтеза
для получения модифицированных генно-инже-
нерных ферментных производных (пригодных и
для выпуска гиалуронидазы). Так, в результате за-
мены первых 24 а.о. N-концевого рецептор-свя-
зывающего домена (по сравнению с природной
формой белка) была получена рекомбинантная
проурокиназа (пуролаза), эффективно вошедшая
в отечественную клиническую практику тромбо-
литической терапии [25]. На основе генно-инже-
нерной технологии разработана неиммуногенная
стафилокиназа (коммерческий рекомбинантный
фортелизин), продемонстрировавшая эффектив-
ное и безопасное фибринолитическое действие у
пациентов с инфарктом миокарда (с подъемом
ST-сегмента на электрокардиограмме) [26, 27].
Заявляемая потребность и перспективность пере-
хода от тромболизиса только одним препаратом к
комбинированному (с применением нескольких
тромболитиков) фибринолизу с использованием
как триггера тканевого активатора плазминогена
с поддерживающим действием проурокиназы [28]
или модифицированных форм урокиназы [29] ука-
зывает на неослабевающее стремление специали-
стов научно-клинической сферы к повышению эф-
фективности тромболитической терапии. Этому
способствует и получение новых модифициро-
ванных форм ферментов [30], в том числе гиал-
уронидазы [1, 3, 13, 14].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основе данных теоретического изучения

взаимодействия гиалуронидазы с ГАГ-лигандами
[1, 14, 17, 19] обосновываются приведенные выше
рекомендации экспериментального получения
стабилизированных медицинских форм этого
фермента в результате нековалентных электро-
статических взаимодействий фермента с триме-

рами ХН или ХС, как и благодаря ковалентной
модификации биокатализатора тримерами ХС.
Экспериментальное изучение биохимических
свойств названных нековалентных и ковалент-
ных комплексов фермента с ХН- или ХС-лиган-
дами способствует выбору для биомедицинской
апробации на модельных поражениях системы
кровообращения у животных наиболее предпо-
чтительных по устойчивости и уровню фермента-
тивной активности названных производных гиал-
уронидазы для их объективной критической
оценки [31]. Дополнительным ресурсом стабили-
зации активной структуры гиалуронидазы (после
взаимодействия фермента с ГАГ-лигандами на
первом этапе его модификации) может оказаться
последующее окружение глобулы биокатализато-
ра ХС-оболочкой [3, 13]. Так, ковалентное связы-
вание бычьей гиалуронидазы с высокомолеку-
лярным носителем (сополимером N-оксида 1,4-
этиленпиперазина и (N-карбоксиметил)-1,4-эти-
ленпиперазиний бромида) способствовало ком-
мерческому выпуску препарата Лонгидаза
(ООО “НПО Петровакс Фарма”, Россия) [32, 33],
продемонстрировавшего выраженные антифиб-
розные свойства. Перспективным представляет-
ся и получение медицинских генно-инженерных
конструктов гиалуронидазы разного доменного
состава (с возможным удалением какого-то из до-
менов (например, домена эпидермального фак-
тора роста или его части), что будет определяться
по результатам предварительных эксперимен-
тов). Это подтверждается данными результатов
клинического использования генно-инженерно-
го препарата Пуролаза (НМИЦ кардиологии
имени академика Е.И. Чазова, Москва, Россия),
показавшего эффективность таких белковых про-
изводных тромболитического назначения для
действенного применения в практике неотлож-
ной кардиологии [25].
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Theoretical Grounding and Formation of Experimental Approaches to Hyaluronidase 
Structure Consolidation due to Its Computational Interactions with Shortchain 

Glycosaminoglycan Ligands
A. V. Maksimenko*, # and R. Sh. Beabealashvili*

#Phone: +7 (495) 414-60-25; e-mail: alex.v.maks@mail.ru
*National Medical Research Centre of Cardiology named after academician E.I. Chazov,

ul. 3-ya Cherepkovskaya 15A, Moscow, 121552 Russia

The computational study of 3D model hyaluronidase interaction with shortchain glycosaminoglycan ligands
demonstrated the diversity and significance of their reaction on enzyme structure. It has been realized due to
electrostatic noncovalent interactions (without specific coupling with active site) inducing the perceptible
conformational alterations of biocatalyst molecule. As a result of this the inactivation and stabilization of en-
zyme globule are observed, change of inhibition of biocatalyst by heparin. The binding of chondroitin trimers
(on centers cn6, cn3, cn1) to hyaluronidase molecular surface increased the enzyme stability, binding of
chondroitin sulfate trimers (on centers cs2, cs4, cs7, cs8 or cs1, cs2, cs4, cs7, cs8) decreased the inhibition of
enzyme by tetramer heparin. It should be noted the importance of ligand binding for regulation of enzyme
functioning and existence of multiform and multicomponent microenvironment of enzyme. The sequence of
preferable coupling of ligands with hyaluronidase is elicited in our study and with its help was evaluate reality
of experimental selective modification of enzyme (possibly no covalently or covalently, for instance, with
chondroitin sulfate trimers on centers cs7, cs1, cs5) for experimental obtaining of stabilized enzyme forms of
medical destination. The perspective approaches for this aim may be the no covalent reaction on hyaluroni-
dase by chondroitin or chondroitin sulfate trimers as well covalent modification of biocatalyst by chondroitin
sulfate trimers.

Keywords: bovine testicular hyaluronidase, tertiary enzyme structure, glycosaminoglycan ligands, noncovalent
and covalent modification of hyaluronidase, obtaining of new hyaluronidase drug
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Белок холодового шока YB-1 участвует в регуляции множества фундаментальных биологических
процессов. Ранее мы показали, что YB-1 также вовлечен в процесс распознавания мурамилпептида
GMDP рецептором системы врожденного иммунитета NOD2 и способен при предварительном вве-
дении защищать мышей от гибели в модели септического шока, индуцированного бактериями
Escherichia coli. Мы предположили, что протективное действие YB-1 может быть связано с развити-
ем состояния толерантности (“неотвечаемости”). Возможность индукции толерантности белком
YB-1 мы проверяли в модельной системе на клеточной линии макрофагов мыши J774 с участием
компонентов клеточной стенки бактерий E. coli – иммуностимуляторов GMDP (агонист рецептора
NOD2) и LPS (агонист рецептора TLR4). Изменения клеточного ответа оценивали по уровню экс-
прессии мРНК целевых молекул методом количественного ПЦР-анализа, совмещенного с обрат-
ной транскрипцией. При предварительной обработке клеток YB-1 наблюдалось значительное сни-
жение уровня экспрессии мРНК провоспалительных цитокинов – IL-1β, TNF-α и IL-6 – в ответ
на дальнейшую стимуляцию GMDP и LPS, а также были выявлены существенные изменения в
экспрессии мРНК адаптерных молекул RIP2, MyD88 и компонентов транскрипционного фактора
NF-κB. Полученные нами данные показывают, что YB-1 способен индуцировать толерантность к
иммуностимуляторам, таким как GMDP и LPS, по всей видимости, за счет усиления продукции
противовоспалительного цитокина IL-1Ra и ингибитора SOCS1. Более точная характеристика осо-
бенностей индуцированного YB-1 состояния толерантности требует дальнейших исследований.

Ключевые слова: врожденный иммунитет, GMDP, LPS, фактор транскрипции YB-1, толерантность
DOI: 10.31857/S013234232303003X, EDN: PDIGUQ

ВВЕДЕНИЕ
Эволюционно консервативный белок холодо-

вого шока YB-1 обнаруживается практически во
всех клеточных структурах и участвует в регуля-
ции множества фундаментальных биологических
процессов, таких как пролиферация и миграция
клеток, репарация ДНК, транскрипция, синтез
белка и др. [1].

Ранее мы показали, что белок YB-1 также во-
влечен в процесс распознавания мурамилпептида
GMDP рецептором системы врожденного имму-
нитета NOD2, и YB-1 выступал необходимым
компонентом для развития полноценного им-
мунного ответа [2]. Была продемонстрирована
совместная локализация белков NOD2 и YB-1 в
клетке и способность YB-1 специфически взаи-

А. Г. Ламан
В. Т. Иванов

1 Статья посвящается памяти академика РАН Иванова Вадима Тихоновича. 
Сокращения: Bcl-3 – белок, кодируемый геном BCL3 (B-cell lymphoma 3-encoded protein); B2M – β2-микроглобулин;
GMDP – N-ацетилглюкозаминил-N-ацетилмурамоил-аланил-D-изоглутамин; HPRT1 – гипоксантин-гуанин-фосфори-
бозилтрансфераза (hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase); IL – интерлейкин; IRAK – киназа, ассоциированная с
рецептором IL-1 (interleukin-1 receptor-associated kinase); LPS – липополисахарид; MDP – мурамоилдипептид; MyD88 –
белок, кодируемый геном MYD88 (myeloid differentiation primary response gene); NOD – нуклеотид-связывающий олигоме-
ризующий домен (nucleotide binding oligomerization domain); RIP – белок, взаимодействующий с рецептором receptor-inter-
acting protein; SOCS – супрессор сигнала цитокинов (suppressor of cytokine signaling); TLR – Toll-подобный рецептор (Toll-
like receptor); TNF-α – фактор некроза опухоли альфа.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 335-61-77; эл. почта: luda.alekseeva@mail.ru).
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модействовать как с GMDP, так и с NOD2-рецеп-
тором [2, 3]. Полученный при иммунопреципита-
ции с использованием антител к YB-1 белковый
комплекс при анализе методом иммуноблоттинга
давал четкую полосу продукта с соответствующим
массе NOD2 молекулярным весом, распознавае-
мую также анти-NOD2-антителами. В свою оче-
редь, анти-NOD2-антитела выявляли белок с соот-
ветствующим YB-1 размером, также реагирующий с
анти-YB-1-антителами. Белок YB-1 был способен в
присутствии GMDP формировать комплекс с ре-
комбинантным фрагментом NOD2 273–1040 а.о.
(Kd = 4 × 10–8).

Стимуляция MDP клеток, стабильно экспрес-
сирующих рецептор NOD2, приводит к увеличе-
нию синтеза фактора транскрипции YB-1 [4]. По
нашим данным, в присутствии рекомбинантного
белка YB-1 значительно снижается ответ лейке-
мических моноцитов человека линии ТНР-1 на
стимуляцию мурамилпептидом GMDP [5], что
выражалось в уменьшении относительного со-
держания мРНК провоспалительного цитокина
IL-1β, рецепторов врожденного иммунитета
NOD2 и TLR4, их адаптерных молекул RIP2,
MyD88 и субъединиц р105/р50 (NF-κB1) и
р100/р52 (NF-κB2) комплекса фактора транс-
крипции NF-κB. В нокаутных по YB-1 клетках
ТНР-1 при их стимуляции GMDP наблюдали по-
вышенный по сравнению с исходными клетками
уровень мРНК IL-1β, а также всех вышеперечис-
ленных молекул, участвующих в активации сиг-
нального пути фактора транскрипции NF-κB.
Мы полагаем, что фактор транскрипции YB-1
может выполнять роль негативного регулятора
активности NOD2-рецептора, но более точное
определение его функций и механизмов действия
требует дальнейших исследований.

Для изучения вопроса, может ли белок YB-1
сам по себе без участия GMDP модулировать им-
мунный ответ, были проведены эксперименты в
модели септического шока на мышах линии
Balb/c, инфицированных летальной дозой бакте-
рий Escherichia сoli, подобранной таким образом,
чтобы вызывать гибель 90% животных в течение
пяти дней после инъекции [6]. Дополнительно
мышам вводили рекомбинантный белок YB-1 в
дозе 1 мкг на животное либо вместе с суспензией
бактерий, либо за 12 ч перед инъекцией бактерий.
Введение YB-1 одновременно с бактериями уси-
ливало действие E. сoli, и все мыши погибали от
сепсиса в течение 3–4 дней. Напротив, предвари-
тельная инъекция рекомбинантного белка YB-1
демонстрировала значительный протективный
эффект против смертельного действия E. coli, в
этом случае 9 из 18 животных (50%) выживали в
течение 30 дней после заражения.

Поскольку, как уже говорилось выше, YB-1
принимает участие в работе системы врожденно-

го иммунитета и влияет на формирование сигна-
лов от рецепторов врожденного иммунитета, мы
предположили, что его протективное действие
при предварительном введении может быть свя-
зано с развитием состояния толерантности (“не-
отвечаемости”) системы врожденного иммуните-
та мышей к дальнейшей стимуляции бактериями.
Важно отметить, что уровень YB-1 повышается
при воспалении и очень сильно увеличен у боль-
ных с сепсисом [7].

Цель настоящей работы заключалась в провер-
ке предположения о возможности индукции то-
лерантности белком YB-1 в модельной системе на
клеточной линии макрофагов мыши J774 с уча-
стием компонентов клеточной стенки бактерий
E. coli – GMDP (лиганд рецептора NOD2) и LPS
(лиганд рецептора TLR4).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Толерантность к компонентам клеточной

стенки бактерий – базовый регуляторный меха-
низм при бактериальной инфекции. Феномен то-
лерантности (“неотвечаемости”), когда стимули-
рованные лигандами для рецепторов TLR и NOD
макрофаги переставали отвечать на последую-
щую стимуляцию теми же лигандами, известен
для рецепторов TLR2, TLR4, TLR5, TLR9 и
NOD2 [8–10]. Существует много примеров ин-
дукции перекрестной толерантности между раз-
личными семействами рецепторов врожденного
иммунитета, например, предварительная обра-
ботка мурамилпептидом MDP, лигандом для
NOD2, может существенно снизить продукцию
провоспалительных цитокинов в культуре пер-
вичных макрофагов человека при рестимуляции
их лигандами рецепторов TLR2 и TLR4 [10]. По-
добно этому, предварительная (за 14 дней) инъек-
ция мышам мурамилпептида GMDP обеспечивала
протективный эффект от токсического действия
LPS у 70–90% животных [11]. Толерантность,
индуцированная бактериальным липопротеи-
ном, содержащим N-ацил-S-диацилглицерил-
цистеин (агонист TLR2), защищала не только от
последующей летальной дозы липопротеина, но
также от инфекций, вызываемых живыми грампо-
ложительными бактериями Staphylococcus aureus и
грамотрицательными бактериями Salmonella ty-
phimurium [12].

Состояние толерантности могут вызывать не
только агонисты рецепторов врожденного имму-
нитета, но также провоспалительные цитокины,
например, TNF-α [13], и “алармины”, такие как
белок теплового шока с молекулярной массой
70 кДа [14] и Mrf8 [15]. Нужно отметить, что по
своим иммунологическим свойствам белки теп-
лового шока во многом схожи с белком YB-1 –
они так же демонстрируют адъювантный эффект
[16] и защитное действие от инфекции [17].
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Защитный эффект, обеспечиваемый через ме-
ханизм индукции толерантности, связан с пере-
программированием фагоцитирующих клеток
врожденного иммунитета, выражающемся в сни-
жении ими продукции провоспалительных цито-
кинов и одновременном усилении их антимик-
робной активности. В целом при стимуляции ре-
цепторов врожденного иммунитета наряду с их
активацией включаются механизмы обратной ре-
гуляции иммунного ответа, такие как продукция
противовоспалительных цитокинов IL-10 и TGF-β,
а также синтез и активация ингибиторных молекул
в системе сигнальных путей рецепторов врожден-
ного иммунитета, что и обеспечивает в дальней-
шем реализацию состояния “неотвечаемости”
клеток. При этом в зависимости от индуктора и
задействованного молекулярного сигнального
пути, запускающего программу толерантности,
клетки могут иметь различные характеристики и
параметры данного иммунологического состоя-
ния [18].

Работа выполнена на клеточной линии макро-
фагов мыши J774, в качестве иммуностимулято-
ров были использованы компоненты бактериаль-
ной клеточной стенки – мурамилпептид GMDP
(агонист NOD2) и LPS (агонист TLR4). Клетки
J774 предварительно инкубировали в присут-
ствии рекомбинантного белка YB-1 в концентра-
ции 1 мкг/мл в течение 4 ч, затем к клеткам добав-
ляли на 2 ч либо GMDP в концентрации

10 мкг/мл, либо LPS в концентрации 0.1 мкг/мл,
либо смесь данных препаратов GMDP/LPS, ко-
торая, как известно, демонстрирует сильную си-
нергичную реакцию [19]. В качестве контрольных
использовали клетки без дополнительной инку-
бации с белком YB-1. Изменения клеточного от-
вета оценивали по уровню экспрессии мРНК це-
левых молекул методом количественного ПЦР-
анализа, совмещенного с обратной транскрипцией.
Специфические олигонуклеотиды, используе-
мые для амплификации фрагментов целевых мо-
лекул, приведены в табл. 1.

На первоначальном этапе мы оценивали влия-
ние предварительной инкубации с белком YB-1
на индуцированную GMDP, LPS и их смесью
GMDP/LPS экспрессию мРНК провоспалитель-
ных цитокинов IL-1β, TNF-α и IL-6 (рис. 1). Как
можно видеть из приведенных на рис. 1 результа-
тов, под действием YB-1 значительно сокращался
синтез мРНК всех анализируемых цитокинов,
единственным исключением была почти неизме-
нившаяся продукция TNF-α при стимуляции
смесью GMDP/LPS.

Далее нам представлялось интересным оце-
нить влияние YB-1 на продукцию ряда молекул,
связанных с сигнальными путями рецепторов
врожденного иммунитета NOD2 и TLR4. В дан-
ной работе мы анализировали уровень экспрес-
сии собственно NOD2, адаптерных молекул ре-
цепторов врожденного иммунитета RIP2 и

Таблица 1. Синтетические олигонуклеотиды, используемые для амплификации целевых молекул кДНК

Мишень Прямой праймер (5'–3') Обратный праймер (5'–3')

HPRT1 CCTGCTGGATTACATCAAAGCACTG TCCAACACTTCGTGGGGTCCT
B2M ATGAGTATGCCTGCCGTGTG CCAAATGCGGCATCTTCAAAC
IL1β ACAGTGGCAATGAGGATG TGTAGTGGTGGTCGGAGA
TNF ATGAGCACTGAAAGCATGATC TCACAGGGCAATGATCCCAAAGTAGACCTGCCC
IL6 GTTCTCTGGGAAATCGTGGA CTCTGAAGGACTCTGGCTTTG
NOD2 CAATGTCACCCACAGAGTTGTAGTCC GGCACCTCAAGTTGACATTTTGC
RIP2 CCATTGAGATTTCGCATCCT ATGCGCCACTTTGATAAACC
MYD88 TTGAGGAGGATTGCCAAAAG GGGGTCATCAAGTGTGGTG
IRAK4 GGTCCAGATTGAGCTGTTTGCC GTTTGTGCCACTGTTGCCGCTT
p105/p50 CAGCAGATGGCCCATACCTT TTGCAGATTTTGACCTGAGGGT
p100/p52 ACACGTACCGACAGACAACC TTCCTTCACCTCTGTGCTGG
RELA CGCTTCTCTTCAATCCGGT GAGTCTCCATGCGCTACGG
REL GAAGACTGCGACCTCAATGTGG TCTTGTTCACACGGCAGATCCTT
IL10 TATCCAGTTTGGTAGCATCCAT GGTTGCCAAGCCTTATCGGA
IL1Ra CTGTTGGCTGGCCTAATCCC GCTTTGAACAAGCACCTGCC
A20 TACGACACTCGGAACTGGAAT TGACAATGATGGGTCTTCTGA
IRAK3 TGAGCAACGGGACGCTTT GATTCGAACGTGCCAGGAA
BCL3 AGCAGTCGTCTCAGCTCCAATG AGGCAGGTGTAGATGTTGTGGG
SOCS1 TGGTTGTAGCAGCTTGTGTCTTGG CCTGGTTTGTGCAAAGATACTGGG
SOCS3 ATTCACCCAGGTGGCTACAG GCCAATGTCTTCCCAGTGTT
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MyD88, IRAK4 (interleukin-1 receptor-associated
kinase) (рис. 2) и субъединиц р105/р50 (NF-κB1),
р100/р52 (NF-κB2), RelA и c-Rel транскрипцион-
ного комплекса NF-κB (рис. 3). Как показывают
наши результаты, в присутствии YB-1 существенно
менялся уровень экспрессии всех проанализиро-
ванных молекул. В подавляющем большинстве слу-
чаев наблюдалось снижение синтеза их мРНК, что

действительно свидетельствует об угнетении акти-
вации иммунного ответа. Усиление экспрессии
можно было видеть только для NOD2-рецептора
при стимуляции GMDP и для субъединицы
р100/р52 транскрипционного комплекса NF-κB.

Далее для характеристики механизмов, ответ-
ственных за развитие состояния толерантности,
мы проанализировали продукцию мРНК проти-

Рис. 1. Относительные уровни экспрессии мРНК
провоспалительных цитокинов IL-1β, TNF-α и IL-6
в клетках мышей линии J774, предварительно инку-
бированных с белком YB-1 и стимулированных
GMDP (а), LPS (б) и GMDP/LPS (в).
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Рис. 2. Относительные уровни экспрессии мРНК ре-
цептора NOD2, адаптерных молекул RIP2 и MyD88, а
также киназы IRAK4 в клетках мышей линии J774,
предварительно инкубированных с белком YB-1 и сти-
мулированных GMDP (а), LPS (б) и GMDP/LPS (в).
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вовоспалительных цитокинов IL-10, которая
оставалась практически неизменной, хотя сам по
себе YB-1 стимулирует синтез IL-10 [20], и IL-
1Ra, уровень которой значительно возрастал при
рестимуляции клеток GMDP, LPS и GMDP/LPS
(рис. 4).

Как уже говорилось выше, состояние “неотве-
чаемости” клеток связано с активностью ингиби-

Рис. 3. Относительные уровни экспрессии мРНК
субъединиц р105/р50, p100/p52, RelA и c-Rel фактора
транскрипции NF-κB в клетках мышей линии J774,
предварительно инкубированных с белком YB-1 и сти-
мулированных GMDP (а), LPS (б) и GMDP/LPS (в).
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Рис. 4. Относительные уровни экспрессии мРНК
противоспалительных цитокинов IL-10 и IL-1Ra в
клетках мышей линии J774, предварительно инкуби-
рованных с белком YB-1 и стимулированных
GMDP (а), LPS (б) и GMDP/LPS (в).
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торных молекул клеточных сигнальных путей от
рецепторов врожденного иммунитета. В данной
работе мы определяли изменение экспрессии
мРНК ингибиторов A20, IRAK-M, Bcl-3, SOCS1
и SOCS3, ассоциированных с развитием толе-
рантности под действием MDP и LPS [10, 21, 22]
(рис. 5). Мы обнаружили, что предварительная
инкубация с YB-1 повышала только уровень
мРНК ингибитора SOCS1.

В целом полученные нами результаты показы-
вают, что фактор транскрипции YB-1 участвует в
процессе формирования сигнала от рецепторов

врожденного иммунитета и способен индуциро-
вать толерантность к иммуностимуляторам, та-
ким как GMDP и LPS, по крайней мере частично,
за счет усиления продукции IL-1Ra и SOCS1. Бо-
лее точная характеристика особенностей индуци-
рованного YB-1 иммунного ответа требует даль-
нейшего изучения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. В работе использовали GMDP
(ЗАО “Пептек”, Россия) и LPS (E. coli serotype
055:B5; Sigma, США); рекомбинантный белок
YB-1 был экспрессирован в E. coli и очищен, как
описано ранее [23].

Клетки. Работа выполнена на клеточной ли-
нии макрофагов мыши J774, полученной из кол-
лекции Института цитологии РАН (Санкт-Пе-
тербург, Россия). Клетки культивировали в среде
DMEM, содержащей 10% эмбриональной фе-
тальной сыворотки, при 37°С и 5% СО2.

Для проведения эксперимента клетки вносили
в лунки 6-луночного планшета в концентрации
3 × 106 клеток в 3 мл среды на лунку. К клеткам
добавляли YB-1 в концентрации 1 мкг/мл и инку-
бировали клетки в течение 4 ч, далее к клеткам
добавляли GMDP в концентрации 10 мкг/мл
и/или LPS в концентрации 0.1 мкг/мл и выдержи-
вали еще в течение 2 ч.

ПЦР. Выделение тотальной РНК из клеток
J774 проводили реагентом TRIzol® (Invitrogen,
США) по протоколу фирмы-производителя.

Для синтеза кДНК проводили реакцию обрат-
ной транскрипции с использованием фермента
Mint (Евроген, Россия) и поли(Т)-праймера по
стандартному протоколу фирмы-производителя.

ПЦР проводили в термоциклере CX96 (Bio-
Rad, США). Реакционная смесь объемом 12.5 мкл
содержала 1 мкг кДНК, 2.5 мкл готовой 5× реак-
ционной смеси qPCRmix-HS SYBR (Евроген,
Россия), в которую входят Taq ДНК-полимераза
со специфическими моноклональными антите-
лами, краситель SYBR Green I, смесь дезоксинук-
леотидтрифосфатов, MgCl2, ПЦР-буфер, и по
10 пМ каждого из двух специфичных олигонук-
леотидов (последовательности олигонуклеотидов
приведены в табл. 1).

Протокол амплификации включал следующие
этапы: 1 цикл 94°С – 4 мин (денатурация);
40 циклов: 94°С – 20 с (денатурация цепей ДНК),
60°С – 20 с (отжиг праймеров с матрицей), 72°С –
40 с (синтез комплементарных цепей ДНК);
1 цикл 72°С – 3 мин (завершающий синтез).

Относительный уровень мРНК целевых генов
рассчитывали по методу 2–ΔΔCT [24]. Относитель-
ную концентрацию субстрата нормализовали по

Рис. 5. Относительные уровни экспрессии мРНК ин-
гибиторов в сигнальных путях рецепторов врожден-
ного иммунитета A20, IRAK-M, Bcl-3, SOCS1 и
SOCS3 в клетках мышей линии J774, предварительно
инкубированных с белком YB-1 и стимулированных
GMDP (а), LPS (б) и GMDP/LPS (в).
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усредненным данным амплификации двух эндо-
генных генов сравнения – HPRT1 и В2М:

где СТ – количество циклов, требуемых для до-
стижения порогового значения флуоресцен-
ции. Относительный уровень мРНК вычисляли
как 2–ΔΔCT. Все реакции проводили в трех повтор-
ностях и включали отрицательный контроль без
обратной транскриптазы. Данные представлены
как среднее значение ± стандартное отклонение.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые предпринята попытка охарактеризо-
вать иммунологические механизмы, ответствен-
ные за индукцию состояния толерантности бел-
ком холодового шока YB-1 в макрофагальных
клетках мыши. Полученные нами результаты по-
казывают, что фактор транскрипции YB-1 участ-
вует в процессе формирования сигнала от рецеп-
торов врожденного иммунитета и способен инду-
цировать толерантность к иммуностимуляторам,
таким как GMDP и LPS, по крайней мере частич-
но, за счет усиления продукции противовоспали-
тельного цитокина IL-1Ra и ингибитора SOCS1.
Более точная характеристика особенностей инду-
цированного YB-1 состояния толерантности от-
вета требует дальнейшего изучения.

Знание точных молекулярных механизмов
функционирования системы врожденного имму-
нитета будет способствовать созданию вакцин
нового поколения, развитию терапевтических
подходов к лечению иммунодефицитных состоя-
ний и в случаях “чрезмерного” воспаления при
аутоиммунных заболеваниях и сепсисе.

ФОНДОВАЯ ПОДДЕРЖКА

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследований
(проект № 16-04-01152а).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Настоящая статья не содержит описания каких-ли-
бо исследований с участием людей и использованием
животных в качестве объектов.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.

( )
( )

target gene reference gene exp

target gene reference gene contr

CT CT CT

CT CT ,

− −
− −

ΔΔ =

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Lindquist J.A., Mertens P.R. // Cell Commun. Signal.

2018. V. 16. P. 63. 
https://doi.org/10.1186/s12964-018-0274-6

2. Laman A.G., Lathe R., Shepelyakovskaya A.O., Gartse-
va A., Brovko F.A., Guryanova S.V., Alekseeva L.G.,
Meshcheryakova E.A., Ivanov V.T. // Innate Immun.
2016. V. 22. P. 666–673. 
https://doi.org/10.1177/1753425916668982

3. Laman A.G., Lathe R., Savinov G.V., Shepelyakovska-
ya A.O., Boziev Kh.M., Baidakova L.K., Chulin A.N.,
Brovko F.A., Svirshchevskaya E.V., Kotelevtsev Y., Elise-
eva I.A., Guryanov S.G., Lyabin D.N., Ovchinnikov L.P.,
Ivanov V.T. // FEBS Lett. 2015. V. 589. P. 1819–1824. 
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2015.05.028

4. Weichart D., Gobom J., Klopfleisch S., Häsler R., Gus-
tavsson N., Billmann S., Lehrach H., Seegert D.,
Schreiber S., Rosenstiel P. // J. Biol. Chem. 2006.
V. 281. P. 2380–2389. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M505986200

5. Алексеева Л.Г., Ламан А.Г., Щепеляковская А.О.,
Плеханова Н.С., Иванов В.Т. // Биоорг. химия. 2019.
Т. 45. С. 404–411. [Alekseeva L.G., Plekhanova N.S.,
Ivanov V.T., Laman A.G., Shepelyakovskaya A.O. //
Russ. J. Bioorg. Chem. 2019. V. 45. P. 285–291.] 
https://doi.org/10.1134/S1068162019040022

6. Shepelyakovskaya A.O., Alekseeva L.G.,  Mesh-
cheryakova E.A., Boziev Kh., Tsitrina A., Ivanov V.T.,
Brovko F.A., Kotelevtsev Y., Lathe R., Laman A.G. //
bioRxiv preprint. 2022.
https://doi.org/10.1101/2022.11.09.515841

7. Hayden M.S., Ghosh S. // Cell. 2008. V. 132. P. 344–
362. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2008.01.020

8. Nomura F., Akashi S., Sakao Y., Sato S., Kawai T., Mat-
sumoto M., Nakanishi K., Kimoto M., Miyake K., Take-
da K., Akira S. // J. Immunol. 2000. V. 164. P. 3476–
3479. 
https://doi.org/10.4049/jimmunol.164.7.3476

9. Mizel S.B., Snipes J.A. // J. Biol. Chem. 2002. V. 277.
P. 22414–22420. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M201762200

10. Hedl M., Li J., Cho J.H., Abraham C. // Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 2007. V. 104. P. 19440–19445. 
https://doi.org/10.1073/pnas.0706097104

11. Meshcheryakova E., Guryanova S., Makarov E., Alekse-
eva L., Andronova T., Ivanov V. // Int. Immunopharma-
col. 2001. V. 9–10. P. 1857–1865. 
https://doi.org/10.1016/s1567-5769(01)00111-4

12. O’Brien G.C., Wang J.H., Redmond H.P. // J. Immunol.
2005. V. 174. P. 1020–1026. 
https://doi.org/10.4049/jimmunol.174.2.1020

13. Huber R., Bikker R., Welz B., Christmann M., Brand K. //
J. Immunol. Res. 2017. P. 9570129. 
https://doi.org/10.1155/2017/9570129

14. Aneja R., Odoms K., Dunsmore K., Shanley T.P.,
Wong H.R. // J. Immunol. 2006. V. 177. P. 7184–7192. 
https://doi.org/10.4049/jimmunol.177.10.7184

15. Coveney A.P., Wang W., Kelly J., Liu J.H., Blankson S.,
Wu Q.D., Redmond H.P., Wang J.H. // Sci. Rep. 2015.
V. 5. P. 13694. 
https://doi.org/10.1038/srep13694



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 49  № 4  2023

ВНЕКЛЕТОЧНЫЙ БЕЛОК ХОЛОДОВОГО ШОКА YB-1 391

16. Bolhassani A., Rafati S. // Exp. Rev. Vaccines. 2008.
V. 8. P. 1185–1199. 
https://doi.org/10.1586/14760584.7.8.1185

17. Hsu J.H., Yang R.C., Lin S.J., Liou S.F., Dai Z.K.,
Yeh J.L., Wu J.R. // Shock. 2014. V. 42. P. 540–547. 
https://doi.org/10.1097/SHK.0000000000000254

18. Butcher S.K., O’Carroll C.E., Wells C.A., Carmody R.J. //
Front. Immunol. 2018. V. 9. P. 933. 
https://doi.org/10.3389/fimmu.2018.00933

19. Fritz J.H., Girardin S.E., Fitting C., Werts C., Mengin-
Lecreulx D., Caroff M., Cavaillon J.M., Philpott D.J.,
Adib-Conquy M. // Eur. J. Immunol. 2005. V. 35.
P. 2459–2470. 
https://doi.org/10.1002/eji.200526286

20. Wang J., Djudjaj S., Gibbert L., Lennartz V., Breit-
kopf D.M., Rauen T., Hermert D., Martin I.V., Boor P.,

Braun G.S., Floege J., Ostendorf T., Raffetseder U. //
J. Cell. Mol. Med. 2017. V. 12. P. 3494–3505. 
https://doi.org/10.1111/jcmm.13260

21. Hu J., Wang G., Liu X., Zhou L., Jiang M., Yang L. //
PLoS One. 2014. V. 9. e87528. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0087528

22. Xiong Y., Medvedev A.E. // J. Leukoc. Biol. 2011. V. 90.
P. 1141–1148. 
https://doi.org/10.1189/jlb.0611273

23. Savinov G.V., Shepelyakovskaya A.O., Boziev Kh.M.,
Brovko F.A., Laman A.G. // Biochemistry (Moscow).
2014. V. 79. P. 131–138. 
https://doi.org/10.1134/S0006297914020060

24. Livak K.J., Schmittgen T.D. // Methods. 2001. V. 25.
P. 402–408. 
https://doi.org/10.1006/meth.2001.1262

Extracellular Cold Shock Protein YB-1 Induces Tolerance to GMDP 
and LPS in Mouse Macrophage Cell Line J774
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Cold shock protein YB-1 is involved in the regulation of a huge number of fundamental biological processes.
Previously, we showed that YB-1 is also involved in the process of recognition of muramylpeptide GMDP by
the innate immune receptor NOD2 and is able upon preliminary administration to protect mice from death
in a model of septic shock induced by Escherichia coli bacteria. We hypothesized that its protective effect may
be associated with the development of a state of tolerance (“nonresponsiveness”). Changes in the cellular re-
sponse were assessed by the level of mRNA expression of the target molecules by quantitative PCR analysis
combined with reverse transcription. We tested the possibility of tolerance induction by the YB-1 protein in
a model system on the J774 mouse macrophage cell line with the participation of E. coli bacterial cell wall
components, immunostimulants GMDP (NOD2 receptor agonist) and LPS (TLR4 receptor agonist). Pre-
treatment of cells with YB-1 resulted in a significant decrease in the level of mRNA expression of pro-inflam-
matory cytokines IL-1β, TNF-α, and IL-6 in response to further stimulation with GMDP and LPS, as well
as significant changes in the expression of mRNA of RIP2 and MyD88 adapter molecules and components
of transcriptional factor NF-κB. Our data show that YB-1 is able to induce tolerance to such as GMDP and
LPS immunostimulants, apparently by increasing the production of the anti-inflammatory cytokine IL-1Ra
and the SOCS1 inhibitor. A more precise characterization of the features of the YB-1-induced tolerogenic
immune response requires further research.

Keywords: innate immunity, GMDP, LPS, transcription factor YB-1, tolerance
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Фукозилированный хондроитинсульфат FCS-Hf и препараты фукансульфатов Hf-Fuc1 и Hf-Fuc2
выделены из вьетнамской голотурии Holothuria (Stauropora) fuscocinerea. Разделение полисахаридов
проведено с помощью анионообменной хроматографии на DEAE-сефацеле. Строение полисахари-
дов установлено по данным количественного определения содержания моносахаридов и сульфата,
а также по спектрам ЯМР. Показано, что молекулы FCS-Hf построены из повторяющихся трисаха-
ридных фрагментов, причем чередующиеся остатки 3-связанного N-ацетил-β-D-галактозамина и
4-связанной β-D-глюкуроновой кислоты образуют главную цепь полимера, которая несет боковые
ответвления в виде остатков α-L-фукозы, присоединенных к О3 глюкуроновой кислоты. Регуляр-
ная структура полимера замаскирована неравномерным распределением сульфатных групп, присоеди-
ненных к остаткам фукозы (2,4-дисульфат, 3,4-дисульфат и 4-моносульфат в соотношении 2 : 2 : 1) и
остаткам галактозамина (4,6-дисульфат и 4-моносульфат в соотношении 3 : 1). Показано также, что
фукансульфат Hf-Fuc1 содержит преимущественно линейные молекулы, построенные из 4-связан-
ных остатков 3-сульфата α-L-фукозы, тогда как Hf-Fuc2 представляет собой, по всей видимости,
смесь из нескольких родственных фукансульфатов, содержащих линейные и разветвленные цепи из
3-связанных и 4-связанных остатков α-L-Fuc, которые сульфатированы в различных положениях.

Ключевые слова: Holothuria (Stauropora) fuscocinerea, голотурия (морской огурец), полисахариды, фуко-
зилированный хондроитинсульфат, фукансульфат
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ВВЕДЕНИЕ
Голотурии (морские огурцы, Holothuroidea) –

это класс беспозвоночных, относящийся к типу
иглокожих (Echinodermata). Животные широко
распространены в водах Мирового океана и слу-
жат объектом крупномасштабного промысла, ко-
торый вносит существенный вклад в экономику
ряда приморских стран, особенно в Юго-Восточ-
ной Азии, где голотурии традиционно употребля-
ются в пищу и могут находить медицинское при-
менение [1]. Биомасса голотурий характеризуется
уникальным химическим составом, причем наи-

больший интерес представляют сульфатирован-
ные полисахариды и тритерпеновые гликозиды.
Эти метаболиты интенсивно исследуются благо-
даря присущей им разнообразной биологической
активности [2].

Массивная стенка тела голотурий содержит
два типа сульфатированных полисахаридов. Наи-
более известны фукозилированные хондроитин-
сульфаты (FCS) [3], в основе молекул которых ле-
жит линейная регулярная цепь, построенная из
чередующихся остатков 3-связанного N-ацетил-
β-D-галактозамина и 4-связанной β-D-глюкуро-
новой кислоты и, следовательно, совпадающая по
структуре с хондроитином наземных организмов.
В отличие от хондроитина, FCS содержат ответвле-
ния от главной цепи в виде остатков α-L-фукозы,
присоединенной чаще всего в положение 3 остат-

1 Статья посвящается памяти академика РАН Вадима Тихо-
новича Иванова. 
Сокращения: FCS – фукозилированные хондроитинсуль-
фаты; FS – фукансульфаты; SP – сульфатированные поли-
сахариды.

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

УДК 547.917:577.114.5
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ков глюкуроновой кислоты, и многочисленные
сульфатные группы.

Регулярная структура углеводной части с три-
сахаридным повторяющимся звеном некоторое
время считалась общей для FCS, выделяемых из
разных видов голотурий [3], но более поздние ис-
следования показали [4], что полисахариды раз-
ного происхождения могут иметь существенные
структурные различия: остатки Fuc могут нести
сульфатные группы во всех возможных положе-
ниях [5] и могут быть присоединены не только к
О3 остатков GlcA, но также к GalNAc в положе-
ние О4 или О6 [6, 7].

Ответвления от главной цепи в FCS могут быть
представлены не только единичными остатками
Fuc, но и дисахаридами различного строения [8–
11] и даже более длинными углеводными цепями
[12], остатки GlcA не обязательно фукозилирова-
ны, но могут быть незамещенными [13] или суль-
фатироваными по О3 [7, 14] и даже одновременно
по О2 и О3 [15], тогда как остатки GalNAc обычно
сульфатированы по О4 и/или О6 [5]. Таким обра-
зом, семейство FCS голотурий представляет со-
бой большой набор полисахаридных структур, и с
их структурными особенностями, несомненно,
связаны различия в биологической активности
[16–18].

Другая группа сульфатированных полисахари-
дов голотурий – фукансульфаты (FS), во многом
подобные аналогичным полисахаридам из друго-
го класса иглокожих, морских ежей Echinoidea, и
фукоиданам из бурых водорослей Phaeophyceae
[19]. Поскольку водорослевые фукоиданы легко
доступны в больших количествах, они изучаются
гораздо более интенсивно, чем FS голотурий, од-
нако их более сложное строение (нерегулярные
разветвленные молекулы, часто содержащие,
кроме фукозы, остатки других моносахаридов)
затрудняет установление надежных корреляций
между структурой и биологической активностью.

В отличие от водорослевых полимеров, FS го-
лотурий обычно состоят только из остатков фуко-
зы и сульфата. Известны простые регулярные
структуры, построенные из повторяющихся оди-
наковых моносульфатированных остатков фуко-
зы [–3)-α-L-Fuc2S-(1–]n, [–4)-α-L-Fuc3S-(1–]n
и [–4)-α-L-Fuc2S-(1–]n, выделенные, соответ-
ственно, из Stichopus horrens [20], Holothuria fus-
copunctata [21] и Thelenota ananas [21]. Более слож-
ные молекулы могут быть построены из олигосаха-
ридных повторяющихся звеньев, причем FS,
выделенные из разных видов голотурий, различа-
ются размером этих звеньев, степенью сульфатиро-
вания, положением сульфатных групп, а также на-
личием или отсутствием разветвлений в каждом
звене (подробный перечень известных структур

приведен в работах [22, 23]). Регулярный характер
молекул FS позволяет надежно устанавливать их
строение и использовать эти данные для выявле-
ния структурных особенностей, ответственных за
проявление практически важных биологических
свойств, таких как антикоагулянтная, противови-
русная и многие другие активности [24–26].

Морская акватория Вьетнама – это богатый
источник морских объектов, таких как голоту-
рии, для химических исследований. Примером
служит работа, в которой описаны выделение,
структурный анализ и характеристика противо-
опухолевой активности нового FS из Stichopus
variegatus [27]. В нашем предыдущем сообщении
[22] приведены данные о строении и антикоагу-
лянтной активности полисахаридов, выделенных
из двух вьетнамских голотурий Bohadschia argus и
Holothuria (Theelothuria) spinifera. В предлагаемой
статье, выполненной в продолжение этих иссле-
дований, сообщаются новые данные о сульфати-
рованных полисахаридах голотурии Holothuria
(Stauropora) fuscocinerea (Jaeger, 1833) (обозначае-
мой далее H. (S.) fuscocinerea). Полисахаридный
состав этого вида, довольно широко распростра-
ненного в тропических водах Мирового океана [28,
29], ранее не исследовался. Нами выделены и оха-
рактеризованы по структуре препараты FCS-Hf,
Hf-Fuc1 и Hf-Fuc2, биологическая активность ко-
торых изучается в настоящее время.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Из морского огурца H. (S.) fuscocinerea, собран-

ного во Вьетнаме, были получены сульфатиро-
ванные полисахариды. Смесь водорастворимых
полисахаридов SP выделяли из стенки тела мор-
ских огурцов путем обычной солюбилизации в
присутствии папаина, добавляемого для разру-
шения белков [14], с последующей обработкой
экстракта бромидом гексадецилтриметиламмо-
ния для осаждения сульфатированных компо-
нентов, которые затем превращали в водораство-
римые натриевые соли [22].

Препарат SP фракционировали с помощью
анионообменной хроматографии. Оказалось, что
главная фракция препарата (FS) не сорбируется
на DEAE-сефацеле и элюируется с колонки во-
дой. Остальной материал элюировали раствора-
ми NaCl возрастающей концентрации. Фракцию,
которая элюировалась 1.0 М NaCl и по составу со-
ответствовала фукозилированному хондроитин-
сульфату, обозначали FCS-Hf и использовали для
структурного анализа.

Невозможность разделения FS в условиях как
ионообменной, так и гельпроникающей хромато-
графии можно объяснить тем, что этот биопо-
лимерный продукт образует не истинные, а
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коллоидные растворы, где присутствует в виде
высокомолекулярных комплексов с белками и
многовалентными катионами. С подобным яв-
лением, когда часть сульфатированных полиса-
харидов не сорбируется на ионообменных фазах и
элюируется в виде фракции, вымываемой водой,
уже сталкивались другие авторы, что упомянуто в
ряде недавних работ [22, 23, 30, 31]. Интересно от-
метить, что такие комплексы образуют только FS,
но не FCS. Таким образом, это, казалось бы, не-
желательное явление позволяет, тем не менее,
разделить FS и FCS, которые в отсутствие такого
комплексообразования обладали бы одинаковой
подвижностью при анионообменной хроматогра-
фии. Для разрушения комплекса фракцию FS
подвергали кратковременному нагреванию с раз-
бавленной HCl, после чего препарат можно было
хроматографировать на колонке с DEAE-сефаце-
лем, как описано выше. Две главные фракции,
которые элюировались 1.0 и 1.5 М NaCl, соответ-
ствующие по составу фукансульфату, были обо-
значены Hf-Fuc1 и Hf-Fuc2 и использовались да-
лее для установления их строения.

Детальную характеристику строения полиса-
харидов проводили с использованием спектро-
скопических методов ЯМР. Важно отметить, что
одномерные спектры 1H- и 13С-ЯМР полисахари-
дов оказались малоинформативными (рис. 1 и 2).
Характеристические сигналы в них соответство-
вали присутствию в структуре полисахаридов

определенных моносахаридных остатков. Так,
наличие фукозы, галактозамина и уроновой кис-
лоты в качестве основных моносахаридных ком-
понентов в полисахариде FCS-Hf подтвержда-
лось характеристическими значениями химиче-
ских сдвигов C6 для Fuc (δ 17.3 м.д.) и GlcA
(δ 176.3 м.д.), а также C2 для GalNAc (δ 52.7 м.д.)
в спектре 13С-ЯМР (рис. 2). Это подтвердило сде-
ланное на основании результатов определения
содержания моносахаридов и сульфата предполо-
жение о том, что биополимер FCS-Hf – это фуко-
зилированный хондроитинсульфат. Полисахари-
ды Hf-Fuc1 и Hf-Fuc2, согласно анализу моноса-
харидного состава, были построены в основном
из остатков фукозы. Это подтверждалось характе-
ристическими значениями химических сдвигов
C6 (δ 16.5–16.9 м.д.) и Н6 (δ 1.28–1.40 м.д.) для Fuc в
спектрах 13С- и 1H-ЯМР соответственно (рис. 1 и 2).
Таким образом, полисахариды Hf-Fuc1 и Hf-Fuc2
действительно представляли собой две фракции
фукансульфата, очевидно, различающиеся степе-
нью сульфатирования.

Только детальная расшифровка двумерных
спектров COSY, HSQC, TOCSY и ROESY позво-
лила получить данные о типах гликозидных свя-
зей и положении сульфатных групп в исследуе-
мых полисахаридах. На рис. 3 представлен при-
мер расшифровки двумерного спектра 1H-13C
HSQC, полученного для полисахарида FCS-Hf.

Рис. 1. Спектры 1Н-ЯМР сульфатированных полисахаридов, выделенных из морского огурца H. (S.) fuscocinerea.
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Рис. 2. Спектры 13С-ЯМР сульфатированных полисахаридов, выделенных из морского огурца H. (S.) fuscocinerea.

 180 170 20 110 90 40100 70 120 80 5060 30 10
f1, ppm

FCS-Hf

Hf-Fuc-1
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Рис. 3. Спектр 1H-13С HSQC полисахарида FCS-Hf.
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Сигналы GlcA и GalNAc были аналогичны опи-
санным ранее для других фукозилированных хон-
дроитинсульфатов, основная цепь которых по-
строена из звеньев →3)-β-D-GalNAc-(1→4)-β-
D-GlcA-(1→ [4, 32, 33] (табл. 1).

FCS из разных видов морских огурцов разли-
чаются положением сульфатных групп в фуко-
зильных остатках [3, 4, 32, 33]. В случае FCS-Hf
наблюдали три типа фукозильных ответвлений:
D, E и F (рис. 4). По данным спектра HSQC, по-
ложения сигналов H1, отвечающих звеньям D, E
и F, находятся при 5.69, 5.34 и 5.41 м.д. соответ-
ственно (рис. 3).

Дальнейшее отнесение сигналов в спиновых
системах остатков D, E и F было выполнено с ис-
пользованием данных спектра COSY (рис. 5а,
табл. 1). Слабопольные сдвиги сигналов H2
(δ 4.48 м.д.) и H4 (δ 4.86 м.д.) свидетельствовали о
наличии сульфатных групп при C2 и при C4 в
остатке D. Для остатка E слабопольные сдвиги
сигналов H3 (δ 4.53 м.д.) и H4 (δ 5.01 м.д.) свиде-
тельствовали о сульфатировании положений 3 и
4. В остатке F содержится только одна сульфатная
группа при С4 (δ H4 4.77 м.д.). Эти данные согла-
суются с результатами, полученными ранее для
многих других FCS, несущих сульфатированные

фукозильные ответвления [4, 34, 35]. Соотноше-
ние остатков D : E : F было определено с исполь-
зованием величин интегральных интенсивностей
соответствующих сигналов H1 и составило 2 : 2 : 1.
Анализ данных спектра ROESY позволил опреде-
лить положение фукозильных ответвлений D, E и
F (рис. 5б). Кросс-пики, соответствующие взаимо-
действию H1 (Fuc) – H3 (GlcA), однозначно свиде-
тельствовали о присоединении фукозных замести-
телей к О3 остатков глюкуроновой кислоты.

Таблица 1. Данные спектров 1H- и 13C-ЯМР (химические сдвиги, м.д.) полисахаридов FCS-Hf и Hf-Fuc1

Примечание: полужирным шрифтом выделены сигналы, соответствующие положениям сульфатных групп.

Остаток H1
(C1)

H2
(C2)

H3
(C3)

H4
(C4)

H5
(C5)

H6
(C6)

A →4)-β-D-GlcpA-(1→ 4.48 3.64 3.71 3.96 3.71 –

(105.0) (75.0) (78.2) (76.6) (78.2) (176.0)

A' →4)-β-D-GlcpA-(1→ 4.48 3.60 3.68 4.00 3.71 –

(105.0) (75.0) (80.7) (76.6) (78.2) (176.0)

B →3)-β-D-GalpNAc4S6S-(1→ 4.58 4.07 3.95 4.81 4.00 4.33, 4.20

(100.9) (52.7) (77.9) (77.2) (73.2) (68.5)

C →3)-β-D-GalpNAc4S-(1→ 4.58 4.07 3.95 4.81 4.02 3.81

(100.9) (52.7) (77.9) (77.2) (76.2) (62.3)

D α-L-Fucp2S4S-(1→ 5.69 4.48 4.17 4.86 4.90 1.37

(97.7) (76.6) (67.8) (82.5) (67.5) (16.9)

E α-L-Fucp3S4S-(1→ 5.34 3.95 4.53 5.01 4.85 1.37

(100.5) (67.6) (76.6) (80.6) (67.6) (17.2)

F α-L-Fucp4S-(1→ 5.41 3.82 4.04 4.77 4.85 1.37

(99.6) (69.7) (70.0) (82.4) (67.6) (17.2)

G →4)-α-L-Fucp3S-(1→ 5.15 4.14 4.67 4.26 4.53 1.40

(101.0) (68.3) (77.6) (78.9) (69.3) (16.9)

Рис. 4. Строение повторяющегося звена полисаха-
рида FCS-Hf.
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По данным спектра HSQC, в структуре FCS-
Hf присутствуют сульфатированные по положе-
ниям О4 остатки GalNAc, часть которых допол-
нительно сульфатирована по положениям О6
(кросс-пики 6В и 6С, рис. 3). Интегрирование
интенсивностей соответствующих кросс-пиков
позволило определить приблизительное соотно-
шение между остатками В и С (рис. 4), которое
составило 3 : 1.

Расшифровка двумерных спектров фукансуль-
фатов Hf-Fuc1 и Hf-Fuc2 показала, что эти биопо-
лимеры существенно различаются по строению.
Так, главным компонентом образца Hf-Fuc1 ока-
зался регулярный линейный полимер, построен-
ный из повторяющихся 4-связанных фукозных
остатков (G), несущих сульфатную группу при С3
(рис. 6а). Аналогичный полисахарид был выделен
ранее из морских огурцов Holothuria fuscopunctata
[21] и Bohadschia argus [22]. Спектры полисахари-
да Hf-Fuc2 были достаточно сложны для деталь-
ного анализа из-за перекрытия многих важных
сигналов (рис. 6б). Эта сложность может быть
объяснена наличием разветвлений и случайным

распределением сульфатов вдоль полимерных це-
пей, т.к. разветвление и сульфатирование в каж-
дом положении вызывают изменение химиче-
ских сдвигов не только в своем остатке, но и в со-
седних гликозилированных и гликозилирующих
остатках. Тем не менее отнесение многих сигна-
лов и соответствующих им корреляций в аномер-
ной области спектров было предложено (табл. 2),
исходя из предположения об одновременном
присутствии двух типов полимеров, содержащих
случайно сульфатированные повторяющиеся
звенья, показанные на рис. 7.

Для предварительной оценки молекулярной
массы полисахаридов проводили гель-электро-
форез образцов FCS-Hf, Hf-Fuc1 и Hf-Fuc2 с ис-
пользованием сульфатированных полисахаридов
гепарина (Sigma, 15 кДа) и эноксапарина (Clexa-
ne®, Sanofi, 4.5 кДа) с определенной молекуляр-
ной массой в качестве стандартов (рис. 8). На ос-
новании подвижности образцов был сделан вы-
вод, что молекулярная масса FCS-Hf выше, чем у
гепарина, у Hf-Fuc2 сопоставима с эноксапари-
ном, а у Hf-Fuc1 меньше, чем у эноксапарина.

Рис. 5. Спектры 1H-1H COSY (а) и 1H-1H ROESY (б) полисахарида FCS-Hf.
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Таблица 2. Данные спектров 1H- и 13C-ЯМР (аномерные сигналы, химические сдвиги, м.д.) отдельных звеньев
полисахарида Hf-Fuc2

Примечание: полужирным шрифтом выделены моносахаридные остатки, для которых приведены химические сдвиги сигна-
лов в ЯМР-спектрах.

Остаток H3S→J2S4S→H3S H3S→J2S→H3S J2S→H3S H3S→J4S→H3S J2S→H3S→J4S H3S→J2S

C1 94.7 96.3 96.3 96.3 99.5 100.4

H1 5.39 5.41 5.32 5.12 5.12 5.14
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Рис. 6. Спектры 1H-13С HSQC полисахаридов Hf-Fuc1 (а) и Hf-Fuc2 (б).
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Рис. 7. Основные структурные фрагменты полисахаридов Hf-Fuc1 (G) и Hf-Fuc2 (G, J, H).
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Общие методы. Методики определения содер-
жания в полисахаридах нейтральных моносаха-
ридов и аминосахаров с помощью ГЖХ [36, 37],
уроновых кислот спектрофотометрическим мето-
дом по реакции с 3,5-диметилфенолом и серной
кислотой [38] и сульфата методом турбидиметрии
[36] описаны ранее.

Животные. Взрослые особи голотурии H. (S.)
fuscocinerea были собраны в прибрежной зоне за-
лива Ньячанг (Вьетнам), помещены в морскую
воду и доставлены в лабораторию в тот же день.
После удаления внутренних органов стенки тела
морских огурцов погружали в 96%-ный этанол,
выдерживали 5 суток, после чего заливали ацето-
ном и оставляли на ночь. Далее материал измель-
чали и высушивали на воздухе.

Выделение полисахаридов. Согласно традици-
онной процедуре экстракции [14], препарат сте-
нок тела морских огурцов (50 г) и папаин (10 г) в

1 л 0.1 М ацетатного буфера (рН 6.0), содержаще-
го 5 мМ ЭДТА и 5 мМ хлоргидрата цистеина, ин-
кубировали 24 ч при 60°С, после чего нагревали
20 мин на кипящей водяной бане для инактива-
ции фермента, охлаждали и небольшой осадок
отделяли центрифугированием. К супернатанту
добавляли 10%-ный водный раствор бромида гек-
садецилтриметиламмония до полного осаждения
сульфатированных полисахаридов. Смесь остав-
ляли на ночь при 4°С, осадок отделяли центрифу-
гированием, промывали водой, растворяли в сме-
си 2 М NaCl и этанола (4 : 1) и прибавляли 3 объ-
ема 96%-ного этанола. Смесь выдерживали 24 ч
при 4°С, осадок отделяли, промывали этанолом,
растворяли в воде, диализовали и лиофилизиро-
вали, получали суммарный препарат сульфатиро-
ванных полисахаридов SP (выход 1.7 г), в составе
которого обнаружили 20.9% фукозы и 3.6% уро-
новых кислот. Суспензию 300 мг SP в 60 мл воды
перемешивали несколько часов при комнатной
температуре, осадок (60 мг) отделяли центрифуги-
рованием, раствор наносили на колонку (3 × 10 см)
с DEAE-сефацелем (Pharmacia, Швеция) в Сl–-
форме, промывали водой и далее растворами NaCl
возрастающей концентрации (0.5, 0.75, 1.0 и
1.5 М), каждый раз до отсутствия положительной
реакции на углеводы с фенолом и серной кисло-
той [39]. Фракции обессоливали диализом или на
колонке с сефадексом G-15 и лиофилизировали,
выход фракций H2O (далее обозначается FS) со-
ставил 100 мг (33.3%), 0.5 М – менее 5 мг, 0.75 М –
11 мг (3.7%), 1.0 М – 47 мг (15.7%) и 1.5 М –16 мг
(5.3%). Фракция 1.0 М по составу была близка к
типичным FCS (мольные соотношения фукозы,
галактозамина, уроновых кислот и сульфата
14 : 11 : 14 : 61 с небольшой примесью галактозы и
глюкозамина) и исследовалась далее под назва-
нием FCS-Hf.

Кислотная обработка фракции FS. Фракцию
(100 мг) растворяли в 30 мл 0.1 M HCl, нагревали
3 ч при 50°С, после охлаждения наносили на ко-
лонку с DEAE-сефацелем и хроматографирова-
ли, как описано выше. Получили две фракции,
которые элюировались, соответственно, 1.0 М
NaCl (Hf-Fuc1, выход 24 мг, состав: Fuc 48.9%,
Gal 4.0%, SO3Na 33.4%, уроновые кислоты 1.7%,
следы аминосахаров) и 1.5 NaCl (Hf-Fuc2, выход
20 мг, состав: Fuc 49.0%, Gal 2.6%, SO3Na 36.9%,
уроновые кислоты 0.7%, следы аминосахаров).

Спектроскопия ЯМР. Образец полисахарида
(30 мг) растворяли в 99.9% D2O и лиофилизирова-
ли, затем снова растворяли в 99.96% D2O и поме-
щали в ампулу. Спектры ЯМР получали при 60°С
на ЯМР-спектрометре Avance II (Bruker, Герма-
ния) с частотой 600 МГц, оснащенном зондом
Z-градиента с частотами протонов и углерода

Рис. 8. Электрофорез в 20%-ном ПААГ образцов ге-
парина (1), эноксапарина (2), FCS-Hf (3), Hf-Fuc1 (4)
и Hf-Fuc2 (5).
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600.13 и 150.90 МГц соответственно. В качестве
внутреннего стандарта использовали 3-(триме-
тилсилил)-3,3,2,2-тетрадейтеропропионовую кис-
лоту (δH 0.0, δC 1.6). Одномерные спектры
13С-ЯМР получали с использованием времени ре-
лаксации и регистрации 0.1 и 0.54 с соответствен-
но, с накоплением 110 000 сканов. Перед преобра-
зованием Фурье было применено экспоненци-
альное уширение линии 2 Гц. Двумерные
спектры регистрировали и обрабатывали стан-
дартными методами и пакетами Bruker. Спектры
1H-1H корреляционной спектроскопии (COSY)
записывали с шириной 4800 × 4800 Гц, 4 повторе-
ния, 512 приращений, с предварительным насыще-
нием для подавления сигнала воды. Спектры пол-
ной корреляционной спектроскопии (TOCSY) за-
писывали с шириной 4800 × 4800 Гц, 8 повторов,
256 приращений. Время спиновой блокировки в
экспериментах TOCSY составляло 100 мс. Спектры
с использованием эффекта Оверхаузера (ROESY)
записывали с шириной 4800 × 4800 Гц, 32 повто-
рения, 256 приращений, с предварительным на-
сыщением для подавления сигнала воды. Время
смешения в экспериментах ROESY составляло
200 мс. Спектры гетероядерной одиночной кван-
товой когерентности (HSQC) регистрировали с
шириной 3000 × 15000 Гц, задержкой релаксации
1.5 с, 32 повторениями по 256 приращений.

Электрофорез. Растворы полисахаридов FCS-Hf,
Hf-Fuc1, Hf-Fuc2, гепарина (Sigma, США) и энок-
сапарина (Clexane®, Sanofi, Франция) (по 15 мкг)
в буфере (10 мМ Tris-борат, рН 8.3, с 10% (w/v)
глицерина) наносили на слой 20%-ного полиакрил-
амида (ICN Biochemicals) толщиной 0.75 мм, при-
готовленного в 100 мМ Tris-борате, pH 8.3. Элек-
трофорез проводили при 400 В в буфере (100 мМ
Tris-борат, рН 8.3) в течение 1 ч. Гель окрашивали
0.003%-ным раствором Stains-all (Merck, Герма-
ния) в смеси формамид (Sigma, США)–изопро-
панол–вода (5 : 25 : 70) в течение ночи в темноте
и обесцвечивали водой.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Из вьетнамской голотурии H. (S.) fuscocinerea

выделена смесь сульфатированных полисахари-
дов, из которой с помощью анионообменной хро-
матографии был получен препарат фукозилиро-
ванного хондроитинсульфата FCS-Hf и фракция
FS, содержащая фукансульфат в виде высокомо-
лекулярного комплекса, не способного сорбиро-
ваться на ионообменнике. После разложения
этого комплекса мягкой кислотной обработкой и
анионообменной хроматографии были получены
два образца фукансульфата – Hf-Fuc1 и Hf-Fuc2.
Для установления строения полисахаридов ис-
пользовали данные количественного определе-

ния моносахаридного состава и сульфата, а также
спектры ЯМР. Показано, что FCS-Hf имеет до-
вольно распространенную для FCS голотурий
структуру углеводной части, которая содержит
линейную цепь из чередующихся остатков 3-свя-
занного N-ацетил-β-D-галактозамина и 4-свя-
занной β-D-глюкуроновой кислоты, несущей от-
ветвления в виде остатков α-L-фукозы, присо-
единенных в положение 3. Полисахариды с такой
структурой углеводной части, выделенные из раз-
ных видов голотурий, могут различаться способом
сульфатирования. В нашем случае сульфатные
группы расположены в остатках фукозы (2,4-ди-
сульфат, 3,4-дисульфат и 4-моносульфат в соотно-
шении 2 : 2 : 1) и галактозамина (4,6-дисульфат и
4-моносульфат в соотношении 3 : 1). Число и поло-
жение сульфатных групп в FCS голотурий важны
для проявления их биологической активности.
Показано также, что Hf-Fuc1 представляет собой
в основном регулярный полимер, построенный
из 4-связанных остатков 3-сульфата α-L-фукозы,
тогда как Hf-Fuc2 – это, по всей вероятности,
смесь из нескольких FS, линейных и разветвлен-
ных, с разнообразным положением сульфатных
групп. Хотя обычно считается, что именно харак-
тер сульфатирования определяет в первую оче-
редь биологические свойства подобных полиса-
харидов, в нашей предыдущей статье был отмечен
и такой неожиданный случай, как отсутствие ан-
тикоагулянтной активности у сульфатированного
FS из голотурии Bohadschia argus [22]. Препараты,
полученные в данной работе, предназначены для
изучения их биологического действия, и эти ре-
зультаты будут опубликованы отдельно.
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The Structure of Sulfated Polysaccharides from the Sea Cucumber 
Holothuria (Stauropora) fuscocinerea

M. I. Bilan*, A. S. Dmitrenok*, S. P. Nikogosova*, E. A. Tsvetkova*, N. E. Ustyuzhanina*,
Cao Thi Thuy Hang**, Pham Duc Thinh**, Dinh Thanh Trung**,

Tran Thi Thanh Van**, A. I. Usov*, and N. E. Nifantiev*, #
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*Zelinsky Institute of Organic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Leninsky prospect 47, Moscow, 119991 Russia

**NhaTrang Institute of Technology Research and Application, Vietnam Academy of Science and Technology,
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Fucosylated chondroitin sulfate FCS-Hf and preparations of fucan sulfates Hf-Fuc1 and Hf-Fuc2 were iso-
lated from the Vietnamese sea cucumber Holothuria (Stauropora) fuscocinerea. Separation of the polysaccha-
rides was carried out using anion-exchange chromatography on DEAE-Sephacel. The structure of polysac-
charides was established by determinations of the content of monosaccharides and sulfate, as well as by NMR
spectra. It was shown that FCS-Hf was built of the repeating trisaccharide fragments, with alternating
3-linked N-acetyl-β-D-galactosamine and 4-linked β-D-glucuronic acid residues forming the main polymer
chain, which carries α-L-fucose residues as side branches attached to O3 of glucuronic acid. The regular
structure of polymer is masked by an uneven distribution of sulfate groups attached to fucose residues (2,4-
disulfate, 3,4-disulfate and 4-monosulfate in a ratio of 2 : 2 : 1) and galactosamine residues (4,6-disulfate and
4-monosulfate in a ratio of 3 : 1). It was also shown that fucan sulfate Hf-Fuc1 contained predominantly lin-
ear molecules built of 4-linked α-L-fucose 3-sulfate residues, while Hf-Fuc2 appeared to be a mixture of se-
veral related linear and branched fucan sulfates containing 3-linked and 4-linked α-L-Fuc residues sulfated
at different positions.

Keywords: Holothuria (Stauropora) fuscocinerea, sea cucumber, polysaccharides, fucosylated chondroitin sulfate,
fucan sulfate
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И МОДУЛЯЦИИ СИГНАЛЬНЫХ ПУТЕЙ MAPK И AKT1
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Рекомбинантный аналог белка SLURP-1 человека (rSLURP-1) эффективно ингибирует рост карци-
ном, взаимодействуя с никотиновым ацетилхолиновым рецептором α7-типа. Недавно мы показа-
ли, что rSLURP-1 также ингибирует рост глиом in vitro, однако механизм действия rSLURP-1 в глио-
мах не был изучен. В представленной работе мы выяснили, что rSLURP-1 избирательно ингибирует
рост клеток глиомы U251 MG, но не нормальных астроцитов, а также тормозит миграцию клеток
глиомы. Кроме того, rSLURP-1 тормозит прохождение клеточного цикла в фазе G2/M, но не вызы-
вает апоптоз. Инкубация клеток U251 MG с rSLURP-1 приводит к ингибированию в них фосфори-
лирования киназ ERK, p38 MAPK и АКТ, активация которых способствует прогрессии глиом. При
этом rSLURP-1 не влияет на активность киназы JNK. Таким образом, rSLURP-1 представляет со-
бой эндогенный белок, перспективный для разработки на его основе препаратов для лечения не
только карцином, но и глиом.

Ключевые слова: SLURP-1, Ly6/uPAR, Lynx1, никотиновый ацетилхолиновый рецептор, рак, глиома
DOI: 10.31857/S0132342323040401, EDN: ODXOTP

ВВЕДЕНИЕ

Глиомы составляют более 80% опухолей го-
ловного мозга и состоят из астроцитов, олиго-
дендроцитов, а также других типов клеток [1, 2].
Средняя выживаемость пациентов с глиомами
составляет лишь 12–15 месяцев [2, 3]. Хирургиче-
ское удаление опухолей, а также химиотерапия
показывают низкую эффективность [4], что опре-

деляет актуальность поиска новых молекулярных
мишеней и действующих на них соединений для
терапии глиом.

Одна из перспективных молекулярных мише-
ней для разработки новых противоопухолевых
препаратов – никотиновый ацетилхолиновый ре-
цептор (nAChR) [5, 6]. Рецепторы nAChR пред-
ставляют собой лигандзависимые ионные кана-
лы, которые активируются ацетилхолином и
участвуют в регуляции многих жизненно важных
процессов в центральной и периферической
нервной системе [7], эпителиальных клетках и
иммунной системе [8]. Подтип nAChR, состоя-
щий из пяти одинаковых субъединиц α7-типа
(α7-nAChR), вовлечен в процессы никотинзави-
симой онкогенной трансформации и прогрессии
карцином [9]. Нарушение регуляции α7-nAChR
может приводить к активации митогенных сиг-
нальных путей ERK/MEK и PI3K/AKT/mTOR,
ингибированию старения клеток и апоптоза, в

1 Статья посвящается памяти академика РАН Вадима Тихо-
новича Иванова. 
Сокращения: AKT – протеинкиназа В; ERK – внеклеточ-
ная сигнально-регулируемая киназа; JNK – киназа Jun;
MAPK – митоген-активируемая протеинкиназа; mTOR –
мишень рапамицина млекопитающих; nAChR – никоти-
новый ацетилхолиновый рецептор; NNN – N-нитрозо-
норникотин; NNK – 4-(метилнитрозамино)-1-(3-пири-
дил)-1-бутанон; PI3K – фосфоинозитид-3-киназа;
rSLURP-1 – рекомбинантный аналог белка SLURP-1 че-
ловека.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 336-80-11, эл. почта:
ekaterina-lyukmanova@yandex.ru).

УДК 577.112.083



404

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 49  № 4  2023

ШУЛЕПКО и др.

результате чего происходит стимуляция образо-
вания опухолей [10–12]. В соответствии с этим
экспрессия гена CHRNA7, кодирующего α7-субъ-
единицу nAChR, повышена в некоторых карцино-
мах пациентов [13] и клеточных линиях глиом [14].

Некоторые эндогенные белки семейства
Ly6/uPAR [15–17], такие как C4.4A, uPAR, Ly6D,
Ly6E, Ly6H, Ly6K, Lynx1, SLURP-1 и PSCA, в на-
стоящее время рассматриваются как биомаркеры
развития различных опухолей [15, 18–27]. Один
из таких белков человека – секретируемый регу-
лятор гомеостаза кератиноцитов SLURP-1 [28].
Экспрессия гена SLURP1 снижается в клетках
карциномы толстой кишки при их обработке ни-
котином [29], в карциномах легкого курящих
мужчин по сравнению со здоровыми тканями
легкого [25], в первичных и метастазирующих ме-
ланомах [24], а также в кератиноцитах человека в
результате онкогенной трансформации нитроз-
аминами NNK и NNN, содержащимися в табаке
[30]. В то же время повышенная концентрация
эндогенного SLURP-1 в крови пациентов с раком
поджелудочной железы коррелирует с лучшим
прогнозом выживаемости пациентов после хи-
рургического удаления первичной опухоли [26].

Рекомбинантный аналог белка SLURP-1 чело-
века (rSLURP-1) ингибирует вызванные ацетил-
холином токи через α7-nAChR [31] и подавляет
рост различных раковых клеток эпителиального
происхождения [32–35]. Более того, rSLURP-1
снижает пролиферацию клеток аденокарциномы
легкого A549 при их обработке никотином по-
средством взаимодействия с α7-nAChR [34]. Сиг-
нальный путь PI3K/AKT/mTOR вовлечен в анти-
пролиферативную и антимиграционную актив-
ность rSLURP-1 в клетках A549 [34, 35].

Ранее мы показали, что помимо карцином
rSLURP-1 ингибирует рост клеток глиом U251
MG и А172 с наномолярной эффективностью,
при этом в клетках глиомы U251 MG активность
rSLURP-1 была обусловлена взаимодействием с
α7-nAChR [14]. В данной работе мы изучили се-
лективность действия препарата rSLURP-1 по от-
ношению к глиомам U251 MG и нормальным аст-
роцитам первичной линии, выявили наличие у
rSLURP-1 антимиграционной активности, а так-
же исследовали молекулярные и клеточные меха-
низмы, обеспечивающие эффекты rSLURP-1 в
клетках глиом.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

rSLURP-1 подавляет рост глиомы U251 MG, но
не действует на клетки нормальных астроцитов. Ре-
комбинантный SLURP-1 эффективно ингибиру-
ет рост клеток глиом U251 MG и А172, взаимодей-
ствуя с α7-nAChR [14]. Сравнительный анализ
выявил повышенную экспрессию гена CHRNA7,

кодирующего α7-nAChR, в клетках U251 MG по
сравнению с нормальными астроцитами [14]. По-
скольку α7-nAChR – основная мишень действия
rSLURP-1 [31], мы предположили, что повышен-
ная экспрессия α7-nAChR в глиомах может опре-
делять специфичность действия rSLURP-1 на
опухолевые клетки. Поэтому мы сравнили дей-
ствие rSLURP-1 на клетки глиом U251 MG и на
нормальные астроциты, выделенные из гиппо-
кампа новорожденных крыс. Анализ жизнеспо-
собности клеток при помощи МТТ-теста пока-
зал, что в отличие от клеток U251 MG, инкубация
астроцитов с 1 мкМ rSLURP-1 в течение 72 ч не
приводила к достоверному подавлению их роста
(рис. 1). Таким образом, rSLURP-1 селективно
действует на различные клетки глиом и не оказы-
вает влияния на рост нормальных астроцитов.

Полученный результат согласуется с исследо-
ваниями, показавшими, что нормальные фиб-
робласты легкого, демонстрирующие понижен-
ную экспрессию α7-nAChR по сравнению с аде-
нокарциномой легкого А549 [34], менее
чувствительны к rSLURP-1, чем клетки А549 [32,
33]. Таким образом, rSLURP-1 можно рассматри-
вать как универсальный регулятор роста именно
раковых клеток различного происхождения, а по-
вышенный уровень экспрессии а7-nAChR может
служить показателем большей чувствительности
опухолевых клеток к rSLURP-1.

Рис. 1. Антипролиферативный эффект рекомбинант-
ного белка rSLURP-1 на клетках глиомы U251 MG и
нормальных астроцитах гиппокампа крысы. Клетки
инкубировали с 1 мкМ rSLURP-1 в течение 72 ч. Дан-
ные приведены в процентах от контроля (необрабо-
танные клетки, пунктирная линия) ± стандартная
ошибка среднего (n = 3 для астроцитов, n = 4 для кле-
ток U251 MG). #### p < 0.0001 (достоверное отличие
от контроля согласно one-sample t-тесту).
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В то же время, возможно, избирательность
rSLURP-1 связана не только с уровнем экспрес-
сии проонкогенного рецептора α7-nAChR, но и с
вероятным образованием комплексов α7-nAChR
с другими проонкогенными рецепторами в рако-
вых клетках, например, с рецепторами различных
факторов роста [36]. Возможность действия лиган-
дов α7-nAChR через связанные с ним рецепторы об-
суждалась давно, в частности мы показали, что ми-
шень действия rSLURP-1 в клетках аденокарциномы
легкого А549 – гетерокомплекс а7-nAChR с ре-
цептором эпидермального фактора роста EGFR
и рецептором тромбоцитарного фактора роста
PDGFR [35].

rSLURP-1 вызывает снижение миграции клеток
глиомы U251 MG. SLURP-1 ингибирует мигра-
цию раковых клеток поджелудочной железы [26],
аденокарциномы легкого А549 [35] и клеток мета-
статической меланомы [37]. В настоящей работе с
помощью теста на миграцию (тест на зарастание
раны, scratch assay) мы исследовали влияние
rSLURP-1 на миграцию клеток глиомы U251 MG
(рис. 2). Инкубация клеток U251 MG с 1 мкМ
rSLURP-1 в течение 24 ч приводила к значительному
снижению площади, занятой клетками, – на ~34%
по сравнению с необработанными клетками. Таким
образом, rSLURP-1 ингибирует миграцию не только
раковых клеток эпителиального происхождения, но
также и глиом. Ранее было показано, что активация
а7-nAChR никотином не приводит к усилению
миграции клеток U251 MG, но увеличивает ак-
тивность металлопротеазы ММР9 [38]. Таким об-

разом, возможно, ингибирование α7-nAChR с
помощью rSLURP-1 приводит к подавлению ми-
грации раковых клеток также с участием ММР-9.
Поскольку миграция – это процесс, тесно свя-
занный с инвазивностью и метастазированием
опухолей, ингибирование миграции при помощи
rSLURP-1 дополнительно демонстрирует пер-
спективность разработки на основе этого эндо-
генного белка препаратов для терапии глиом.

rSLURP-1 тормозит прохождение клеточного
цикла в клетках глиомы U251 MG. Мы проанали-
зировали влияние rSLURP-1 на прогрессию кле-
точного цикла в клетках глиомы U251 MG. Ана-
лиз с помощью проточной цитометрии показал,
что в клетках U251 MG rSLURP-1 уменьшает ко-
личество клеток в фазе G1 (с ~67 до ~57%) и уве-
личивает количество клеток в фазе G2/M (с ~17
до ~27%) (рис. 3а, 3б), что указывает на торможе-
ние прохождения клеточного цикла в фазе G2/M.
Мы не обнаружили характерного для апоптоза
увеличения популяции клеток в фазе sub-G1 [39].
Анализ морфологии ядер также не выявил призна-
ков апоптоза в клетках глиомы U251 MG (рис. 3в).
Таким образом, rSLURP-1 в клетках глиомы U251
MG тормозит прохождение клеточного цикла, но
не вызывает апоптоз. Это соответствует ранее по-
лученным данным о том, что rSLURP-1 приводит
к аресту клеточного цикла в клетках аденокарци-
номы легкого A549, не индуцируя при этом апо-
птоз [35]. Более того, полученные данные согла-
суются с влиянием на клеточный цикл в клетках
А549 другого белка семейства Ly6/uPAR, также

Рис. 2. Влияние рекомбинантного белка rSLURP-1 на миграцию клеток глиомы U251 MG. (а) – Репрезентативные
изображения теста “заживление раны” для клеток U251 MG, инкубированных c 1 мкМ rSLURP-1 в течение 72 ч; (б) –
площадь, занимаемая мигрирующими клетками U251 MG. Данные представлены в процентах от исходной поверхно-
сти, занятой мигрирующими клетками, ± стандартная ошибка среднего (n = 7). *** p < 0.001 (достоверное отличие
между группами по двустороннему t-тесту).
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Рис. 3. Влияние рекомбинантного белка rSLURP-1 на клеточный цикл и морфологию ядер клеток глиомы U251 MG.
(а) – Репрезентативное распределение популяции ядер клеток U251 MG, обработанных и не обработанных 1 мкМ
rSLURP-1 в течение 72 ч; (б) – содержание клеток в различных фазах клеточного цикла. Данные представлены в про-
центах клеток в каждой фазе клеточного цикла ± стандартная ошибка среднего (n = 5). * p < 0.05 и **** p < 0.0001 (до-
стоверное отличие между группами по двустороннему t-тесту); (в) – анализ морфологии ядер клеток после инкубации
с rSLURP-1 при их окрашивании Хехстом 33342 и иодидом пропидия (в канале иодида пропидия сигнала не было),
масштабный отрезок – 10 мкм.
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модулирующего работу α7-nAChR в эпителиаль-
ных клетках, – Lynx1 [40]. Возможно, это указы-
вает на существование общего молекулярного ме-
ханизма торможения роста раковых клеток в ре-
зультате ингибирования α7-nAChR.

rSLURP-1 подавляет активацию киназ ERK, p38
MAPK и АКТ, но не JNK, в клетках U251 MG. Мы
проанализировали влияние rSLURP-1 на актив-
ность основных внутриклеточных сигнальных
путей в клетках U251 MG, опосредующих прогрес-
сию глиом и связанных с активностью α7-nAChR
[41–43]. Результаты анализа с помощью магнитных
частиц Bio-Plex показали, что 72-часовая инкуба-
ция клеток глиомы с 1 мкМ rSLURP-1 приводила к
достоверному снижению активности киназ ERK,
p38 MAPK и АКТ, но не JNK (рис. 4).

Ранее мы показали, что rSLURP-1 в клетках
аденокарциномы легкого А549 модулирует пере-
дачу внутриклеточных сигналов через инозитол-
1,4,5-трисфосфат (IP3) и сигнальный путь
PI3K/AKT/mTOR. Однако rSLURP-1 не влияет

на активность основного митогенного пути
MEK/ERK и путей, ассоциированных с p38
MAPK и AKT [35]. При этом Lynx1 модулирует в
клетках А549 внутриклеточные каскады, связан-
ные с сигнальными путями PKC/IP3, MEK/ERK,
p38 MAPK и JNK [40]. Сравнение полученных в
настоящей работе данных с результатами преды-
дущих исследований позволяют сделать вывод,
что арест клеточного цикла в фазе G2/M, наблю-
даемый при инкубации раковых клеток с
rSLURP-1 или Lynx1, может достигаться за счет
разных молекулярных механизмов. Подавление
активности киназ ERK, p38 MAPK и АКТ опосре-
дует арест клеточного цикла в клетках глиом, а в
карциномах этот же процесс происходит за счет
ингибирования других киназ.

Ранее нами на основе фрагмента петли I моле-
кулы SLURP-1 был получен синтетический пеп-
тид, который ингибирует ток через α7-nAChR и
тормозит рост и миграцию клеток аденокарцино-
мы легкого А549 [35]. Полученные в настоящей
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работе данные указывают на необходимость даль-
нейших исследований противоопухолевого дей-
ствия rSLURP-1 и его пептидного миметика в
клетках глиом. Поскольку активация α7-nAChR
может способствовать прогрессии глиом [44, 45],
применение ингибиторов данного рецептора мо-
жет стать новой стратегией терапии этих злокаче-
ственных образований.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток. Клетки глиомы U251

MG (НИИ цитологии РАН, Россия) культивиро-
вали в среде RPMI-1640 (ПанЭко, Россия) с до-
бавлением 10% эмбриональной сыворотки круп-
ного рогатого скота (Hyclone, Великобритания).

Животных содержали в стандартных условиях
Питомника лабораторных животных ФИБХ РАН
(Уникальная научная установка Био-модель ИБХ
РАН; Биоресурсная коллекция “Коллекция лабо-
раторных грызунов SPF-статуса для фундамен-
тальных, биомедицинских и фармакологических
исследований”, соглашение № 075-15-2021-
1067), имеющего международную аккредитацию
AAALACi. Астроциты новорожденных крыс по-
лучали по описанной ранее методике [46] и куль-
тивировали в среде DMEM/F12 с добавлением
10% эмбриональной сыворотки крупного рогато-
го скота (Hyclone, Великобритания). Астроциты
выращивали на пластике, обработанном поли-L-
лизином (ПанЭко, Россия). Клетки культивиро-
вали при 37°C и 5% CO2, пересевали минимум
2 раза в неделю.

Получение rSLURP-1. Рекомбинантный пре-
парат SLURP-1 получали, как описано ранее [47],
чистоту и правильную пространственную струк-
туру препарата подтверждали с помощью масс-
спектрометрии, высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии и 1Н-ЯМР-спектроскопии.

Влияние rSLURP-1 на жизнеспособность
глиомных клеток и астроцитов. Клетки высевали в
96-луночные культуральные планшеты (5 × 103 кле-
ток на лунку в 100 мкл среды), 1 мкM rSLURP-1 (из
250 мкМ стока в 100%-ном ДМСО (Applichem,
Германия)) растворяли в культуральной среде и
добавляли к клеткам. После этого клетки инкуби-
ровали в течение 72 ч с заменой среды на свежую
каждые 24 ч. Максимальная концентрация
ДМСО не превышала 0.5%, добавленный ДМСО
не влиял на рост клеток, что было подтверждено в
отдельном эксперименте. В каждом эксперимен-
те в контрольные лунки добавляли ДМСО в кон-
центрации, аналогичной таковой в пробах с
rSLURP-1. Жизнеспособность клеток оценивали
при помощи МТТ-теста. К клеткам добавляли
МТТ (ПанЭко, Россия) в конечной концентра-
ции 0.1 мг/мл, инкубировали в течение 4 ч. Обра-
зовавшиеся кристаллы формазана растворяли в
изопропаноле с 75 мМ HCl, после чего определя-
ли поглощение в лунках планшета при 540 нм с
выравниванием на фон при 655 нм на планшет-
ном ридере Bio-Rad 680 (Bio-Rad, США). Опти-
ческую плотность лунок планшета нормировали
на оптическую плотность лунок с необработан-
ными клетками, полученные результаты анали-

Рис. 4. Влияние рекомбинантного белка rSLURP-1 на активность основных митогенных сигнальных путей в клетках
глиомы U251 MG. Клетки инкубировали с 1 мкМ rSLURP-1 в течение 72 ч и анализировали фосфорилирование киназ
ERK, p38 MAPK, JNK и АКТ посредством технологии MagPix (набор BioPlex Pro; Bio-Rad, США). Данные представ-
лены в виде уровня фосфорилирования ± стандартная ошибка среднего (n = 5). * p < 0.05 и **** p < 0.0001 (достоверное
отличие между группами по двустороннему t-тесту).
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зировали с помощью программы Graphpad Prism 8.0
(GraphPad Software, США).

Влияние rSLURP-1 на миграцию клеток U251
MG. Анализ влияния rSLURP-1 на миграцию
клеток U251 MG в модели “заживление раны”
in vitro (scratch assay) проводили согласно методи-
ке Bychkov et al. [35]. Клетки U251 MG высевали в
96-луночные планшеты (5 × 104 клеток/лунку) и
выращивали в течение 24 ч. Затем среду из лунок
заменяли на среду без сыворотки, чтобы миними-
зировать возможную пролиферацию клеток. Че-
рез 8 ч, стерильным наконечником пипетки объ-
емом 10 мкл, на дне лунки процарапывали верти-
кальную полосу (насадка GenFollower, E-FTB10S,
Китай), после чего клетки промывали PBS и об-
рабатывали rSLURP-1, разведенным в среде из
250 мкМ стока в 100%-ном ДМСО. В контроль-
ные лунки добавляли ДМСО без rSLURP-1.
Снимки лунок с процарапанными полосами ана-
лизировали через 0 и 24 ч при 20-кратном увели-
чении, используя систему анализа клеток Clone-
Select Imager (Molecular Devices, США). Центр
лунки планшета отмечали как центральную точку
отсчета, чтобы обеспечить фотографирование
лунки без сдвига. Были сделаны цифровые изоб-
ражения, площадь царапин оценивали с помо-
щью программ ImageJ (NIH, США) и MS Excel,
вычисляя процент поверхности царапин, занятой
мигрирующими клетками. В каждом экспери-
менте повторяющиеся измерения усредняли.

Анализ клеточного цикла. Для анализа клеточ-
ного цикла клетки U251 MG высевали в 6-луноч-
ные культуральные планшеты (25 × 104 кле-
ток/лунку) и инкубировали с 1 мкМ м rSLURP-1
в течение 72 ч с заменой среды на свежую каждые
24 ч. Затем клетки фиксировали в 70%-ном этано-
ле в течение 12 ч (–20°С), дважды промывали рас-
твором Эрла и инкубировали в буфере для облег-
чения прохождения иодида пропидия в клетки,
их мембрану пермеабилизовали буфером для пер-
меабилизации (200 мМ Na2HPO4 с 0.004% Triton
X-100, pH 7.8) в течение 5 мин. Затем клетки про-
мывали и ресуспендировали в растворе Эрла с
50 мг/мл иодида пропидия и 0.2 мг/мл РНКазы A,
после чего анализировали на цитофлуориметре
Attune NxT (Life Technologies, США). Процентное
содержание клеток в фазах клеточного цикла
определяли с использованием программы Attune
NxT Software (Life Technologies, США).

Анализ фосфорилирования внутриклеточных
киназ. Фосфорилирование клеточных сигналь-
ных белков анализировали с помощью магнит-
ных частиц Bio-Plex с набором реагентов для кле-
точной сигнализации Bio-Plex Pro (Bio-Rad,
США). Клетки инкубировали в течение 48 ч с до-
бавлением 1 мкМ rSLURP-1 из 250 мкМ стока в
100% исходного ДМСО, после чего лизировали с
использованием буфера, входящего в состав на-

бора. Анализ проводили на аппарате Bio-Plex 200
(Bio-Rad, США) в соответствии с инструкциями
производителя. Использовали наборы частиц и
детектирующих антител для определения уров-
ней фосфорилирования: ERK (171V50006M), p38
MAPK (171V50014M), JNK (171V50011M) и AKT
(171V50001M).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые показано, что рекомбинантный бе-

лок rSLURP-1 тормозит рост клеток глиомы, ин-
гибирует их миграцию и вызывает арест клеточ-
ного цикла в клетках глиомы U251 MG в фазе
G2/M. Эффекты, вызываемые rSLURP-1 в клет-
ках глиомы, опосредованы подавлением актив-
ности киназ ERK, p38 MAPK и АКТ. Таким обра-
зом, рекомбинантный белок rSLURP-1 может яв-
ляться прообразом новых противоглиомных
препаратов – модуляторов никотиновых рецеп-
торов ацетилхолина.
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Recombinant SLURP-1 Inhibits Growth and Migration of U251 MG Glioma
by Cell Cycle Arrest and Modulation of MAPK and AKT Signaling Pathways

M. A. Shulepko*, **, M. L. Bychkov**, M. P. Kirpichnikov**, ***, and E. N. Lyukmanova*, **, ***, #
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A recombinant analog of the human SLURP-1 protein (rSLURP-1) effectively inhibits the growth of carci-
nomas by interaction with the α7-type nicotinic acetylcholine receptor. Recently, rSLURP-1 inhibition of
gliomas growth in vitro was shown by the authors, although, the mechanism of rSLURP-1 action was not
studied. Here, we showed that rSLURP-1 selectively inhibits the growth of U251 MG glioma cells but not of
normal astrocytes, and controls glioma cell migration. In addition, rSLURP-1 induces cell cycle arrest in the
G2/M phase in U251 MG glioma cells, but does not result in apoptosis. Incubation of U251 MG cells with
rSLURP-1 causes inhibition of phosphorylation of ERK, p38 MAPK, and AKT kinases, the activation of
which contributes to the progression of gliomas. At the same time, rSLURP-1 does not affect the activity of
JNK kinase. Thus, rSLURP-1 is an endogenous protein promising for the development of drugs based on it
for the treatment of not only carcinomas, but also gliomas.

Keywords: SLURP-1, Ly6/uPAR, nicotinic acetylcholine receptor, glioma
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Разработан новый эффективный метод синтеза Nα-защищенной β-L-аспартил-L-аспарагиновой
кислоты и ее производных. Отличительные особенности метода – использование легкодоступных
исходных веществ (Cbz-аспарагина и диметилового эфира аспарагиновой кислоты), подавление
образования аспартимида в финальной стадии синтеза за счет электростатического эффекта и при-
менение нового реагента (NaNO2/водная трифторуксусная кислота) для превращения защищенно-
го производного аспарагина в соответствующую аспарагиновую кислоту. Метод позволяет полу-
чить производные аспарагиновой кислоты, которые находят применение в исследованиях мульти-
валентных взаимодействий углеводов с различными макромолекулами и могут использоваться для
синтеза дендримерных карбоксилатных конструкций, изучаемых в качестве микробицидов.
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ВВЕДЕНИЕ

Для изучения мультивалентных взаимодей-
ствий углеводов, находящихся на поверхности
клеток или в растворе, с углевод-связывающими
белками лектинами используются различные
гликоконъюгаты, в том числе гликокластеры [1].
Защищенные по аминогруппе производные ди-
пептида, β-L-аспартил-L-аспарагиновой кисло-
ты, нашли применение в синтезе гликокластеров,
содержащих три одинаковых углевода – антигена
системы групп крови АВ0, а также их липидных
производных, кластерных неогликолипидов

[2, 3]. В этих исследованиях, в частности, необхо-
димо использование значительных количеств
Nα-карбонилбензилокси-β-L-аспартил-L-аспа-
рагиновой кислоты (I), однако в литературе от-
сутствует описание препаративного метода полу-
чения этого соединения.

Один из известных подходов к синтезу раз-
ветвленных дипептидов на основе аспарагиновой
кислоты основан на региоселективном взаимо-
действии защищенного ангидрида аспарагино-
вой кислоты (такого как, например, соединение
(II)) с аминами. Однако обсуждаемый подход не
может считаться общим ввиду непредсказуемой
региоселективности [4–6], и, более того, в лите-
ратуре описано образование смеси изомеров (I) и
(IV) (схема 1) при взаимодействии соединения
(II) с аспартатом (III) [7].

Цель данного исследования – разработка но-
вого региоселективного метода синтеза Nα-бен-
зилоксикарбонил-β-L-аспартил-L-аспарагино-
вой кислоты (I).

1 Статья посвящается памяти академика РАН Вадима Тихо-
новича Иванова. 
Сокращения: 9-BBN – 9-борабицикло[3.3.1]нонан; ESI –
ионизация распылением в электрическом поле; HRMS –
масс-спектр высокого разрешения; Nbz – 4-нитробензил;
Pac – фенацил(2-фенил-2-оксоэтил); Pfp – пентафторфе-
нил; ТФУ – трифторуксусная кислота.

# Автор для связи: (тел: +7 (496) 773-54-42; эл. почта:
viatcheslav.azev@ bibch.ru).

УДК 547-327;547.96
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Схема 1. Неселективные синтезы Nα-карбонилбензилокси-β-L-аспартил-L-аспарагиновой кислоты (I).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Легкодоступный гидрохлорид диметиласпар-
тата (V) был выбран в качестве одного из исход-
ных веществ (метиловые эфиры ортогональны к
защитной группе Cbz).

Описано лишь одно общее и относительно
простое в реализации решение проблемы диффе-
ренцировки карбоксильных групп во втором
легкодоступном исходном веществе – Nα-карбо-
нилбензилоксиаспарагиновой кислоте (VI). Ре-
гиоспецифичное введение защитной группы на
α-карбоксил возможно с использованием хелат-
ного эффекта нуклеофильных центров на атоме
кислорода и на атоме азота соответствующих
α-карбоксильной и α-аминогрупп по отношению
к электрофилам, таким как формальдегид [8],
Cu2+ [9], бораны [10] и гексафторацетон [11]. Сле-
дует, однако, отметить, что при этом только лишь
аддукты производного аспарагиновой кислоты с
формальдегидом [12] и с 9-BBN [13] применялись
для синтеза β-разветвленных пептидов.

Мы выбрали способ синтеза целевого соеди-
нения (I) с использованием в качестве ключевого
интермедиата аддукта Nα-карбонилбензилокси-
аспарагиновой кислоты с формальдегидом – α-за-
щищенного оксазолидин-5-она (VII) (схема 1).
Такой подход, по нашему мнению, имеет преиму-
щества по сравнению с синтезом аддукта на осно-
ве 9-BBN. Дипептид (VII) был получен с высоким

выходом из легкодоступных соединений (V) и
(VI). Однако в результате гидролиза метиленово-
го мостика и эфирных группировок была получе-
на смесь целевого соединения (I) и, возможно,
его изомера, соединения (IV).

На рис. 1 представлено сравнение сигналов α-
и β-атомов водорода в остатках аспарагиновых
кислот в 1H-ЯМР-спектрах чистого соединения
(I) и смеси продуктов реакции гидролиза соеди-
нения (VII). Положение сигналов и их форма сви-
детельствовали об изомерной природе примеси.
Данные масс-спектрометрического анализа под-
твердили это предположение.

Из литературы известно, что α-эфиры аспара-
гина очень восприимчивы к внутримолекуляр-
ной нуклеофильной атаке N-анионами (такими
как в соединении (VIII)) [14, 15], приводящей к
образованию циклических продуктов.

Внутримолекулярное раскрытие метиленово-
го мостика с образование аспартимида в присут-
ствии других оснований также известно из лите-
ратуры [16], поэтому образование двух продуктов
при гидролизе соединения (VII) можно описать
последовательностью превращений, показанной
на схеме 1. В результате депротонирования амид-
ного протона и последующей внутримолекуляр-
ной нуклеофильной атаки на карбонильную
группу оксазолидин-5-она в соединении (VIII)
(схема 1) образуется аспартимид (IX), который
раскрывается при взаимодействии с гидроксид-
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анионом по любой из имеющихся карбонильных
групп с образованием двух изомеров – (I) и (IV).

Следует еще раз подчеркнуть, что хотя строгие
экспериментальные доказательства обсуждаемых
превращений отсутствуют, из литературных дан-
ных известно, что образование аспартимида ока-
зывается порой неизбежным для производных ас-
парагиновой кислоты (или аспарагина), однако
скорость образования такого интермедиата зави-
сит от конкретной пептидной последовательно-
сти [14], и только очень редко его образования,
по-видимому, можно избежать [12].

Образование аспартимида следовало ради-
кально подавить, что возможно, если гидролизу
подвергнуть субстрат с отрицательным зарядом
на α-карбоксильной группе (схема 2a). Таким об-
разом, возникла задача разработать региоселек-
тивный метод получения Cα-защищенного про-
изводного аспарагиновой кислоты с защитной
группой, ортогональной к Cbz и к метиловым
сложноэфирным группам. Таким требованиям, в

первую очередь, удовлетворяет трет-бутильная
защитная группа, однако соответствующее про-
изводное Cbz-Asp-OBut труднодоступно [17].
Простым же в реализации решением представля-
лось использование защитных групп, которые
удаляются восстановлением [18]. В литературе
описан довольно простой метод получения со-
единения (XIIa) – из 4-нитробензилового эфира
Cbz-аспарагина (XIIIa) с использованием нитро-
зилсерной кислоты (HO3SONO) [19]. В свою оче-
редь, синтез эфиров аспарагина довольно триви-
ален [20, 21].

На схеме 2б представлен ретросинтетический
анализ соединения (I). Одной из особенностей
запланированной работы было изучение эффек-
тивности использования (с точки зрения суммар-
ного химического выхода соединения (X)) раз-
личных по химическому строению и свойствам
С-концевых защитных групп – 4-нитробензиль-
ной и фенацильной.

Рис. 1. Сравнение области 1H-ЯМР-спектров образца чистого соединения (I), который был получен новым методом,
описанным в настоящей работе (а), и образца соединения (I), полученного по аналогии с опубликованным методом
Mehrotra et al. [12] и содержащего примесь (б).
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Схема 2. Новый подход к синтезу соединения (I). (a) – Вследствие отталкивания депротонированной 
амидной группы боковой цепи и карбоксилат-аниона протекание циклизации в аспартимид невозможно; 

(б) – ретросинтетический анализ соединения (I).

На схеме 3 представлены результаты реализации
запланированных превращений. Соединение (XIIIa)
было получено с высоким выходом (74%), сравни-
мым с опубликованными данными (70%) [20]. Выход
соединения (XIIIb) оказался ниже (50%). Нитрозил-
серная кислота не была коммерчески доступна, по-

этому проводили эксперименты, в которых ее синте-
зировали in situ и применяли для проведения нитро-
зилирования по аналогии с использованием такого
раствора в реакции диазотирования слабоосновных
аминов [22, 23]. В этих экспериментах были получе-
ны низкие выходы (16–18%) соединения (XIIa).

Схема 3. Синтез соединения (I).

При использовании обратного порядка сме-
шения реагентов [24] и уксусной кислоты в каче-
стве сорастворителя выход соединения (XIIa) был
гораздо выше (70%), однако условия обработки
реакционной смеси оказались неприемлемыми
для масштабирования.

По аналогии с реакцией, в которой амид нит-
розилировали оксидом азота(IV) в среде водной
трифторуксусной кислоты (ТФУ) [25], мы опро-
бовали еще один метод синтеза соединения (XIIa) –
нитрит натрия добавляли к раствору производно-
го аспарагина в водной ТФУ. В результате опти-
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мизации условий реакции мы показали, что из-
быток твердого NaNO2 следует добавлять к рас-
твору соединения (XIIIa) в смеси ТФУ–вода
(85 : 15, v/v) небольшими порциями. После добав-
ления 7 экв. NaNO2 соединение (XIIa) было выде-
лено с выходом 75%. При этом продолжительность
реакции не должна превышать 70–80 мин с целью
предотвращения гидролиза сложноэфирной груп-
пы. Далее в найденных условиях в реакцию вводили
другое производное аспарагина с фенацильной
сложноэфирной группой, продукт реакции – кисло-
та (XIIb) – выделена также с высоким выходом, од-
нако при использовании 10 экв. NaNO2.

Оба синтезированных производных аспараги-
новой кислоты вводили в реакцию c соединением
(V), дипептиды (XIa, b) были получены с высоки-
ми выходами, превышающими 70%. Защитные
группы в соединениях (XIa, b) были селективно
удалены с использованием Zn/AcOH [26, 27], ди-
пептид (X) был получен с выходами 86 и 81% со-
ответственно. Гидролиз соединения (X) привел к
получению целевого разветвленного дипептида
(I), образования аспартимида при этом не наблю-
далось (рис. 1а).

Таким образом, был разработан эффектив-
ный, масштабируемый и региоспецифичный ме-
тод синтеза защищенного β-разветвленного ди-
пептида на основе аспарагиновой кислоты. Мы
также предложили для превращения производ-
ных аспарагина в соответствующие кислоты ис-
пользовать новый реагент – нитрит натрия в вод-
ной ТФУ. Следует отметить значительную ста-
бильность сложноэфирных групп к условиям
этой реакции. Другой отличительной чертой раз-
работанного метода оказалось эффективное по-
давление образования аспартимида в щелочных
условиях. Аналогичный подход использовался в
дизайне защитной группы боковой цепи аспара-
гиновой кислоты, имеющей бетаиновую природу
[28]. В этом случае модификация боковой цепи

аспарагиновой кислоты заключалась в обраще-
нии ее полярности (из электрофильной группы
СО в нуклеофильный енолят), что привело к по-
давлению циклизации в аспартимид.

Еще одна отличительная черта разработанного
метода – использование амидной группы аспара-
гина в качестве защитной группы боковой цепи
аспарагиновой кислоты. Насколько нам извест-
но, такой прием лишь изредка применялся в син-
тезе пептидов, разветвленных в боковой цепи [29,
30], но никто не изучал это свойство аспарагина
для подавления образования аспартимида.

Обе изученные защитные группы продемон-
стрировали одинаковую эффективность, однако,
ввиду того что производное аспарагина с 4-нит-
робензильной защитной группой было получено
с более высоким выходом, синтетическая цепоч-
ка на ее основе была отмасштабирована для полу-
чения соединения (I) в количестве нескольких
грамм.

Соединение (X) может быть использовано в
синтезе других разветвленных производных аспа-
рагиновой кислоты. Карбоксильную группу в со-
единении (X) активировали и вводили в реакцию
с соединением (V), при этом было получено со-
единение (XV) с не оптимизированным выходом
41% (схема 4). Именно этот трипетид можно по-
лучить несколько более эффективно (55–57%; см.
работу Niggemann et al. [31] и “Эксперим. часть”),
используя другое исходное вещество – Nα-Cbz-
аспарагиновую кислоту. Однако первый способ
более гибок, поскольку позволяет синтезировать
трипептид из различных дикабоновых кислот.
Такие трипептиды (например, соединение (XVI))
находят применение в исследованиях мультива-
лентных взаимодействий углеводов с различны-
ми макромолекулами [1–3], а кроме того, могут
использоваться для синтеза дендримерных
карбоксилатных конструкций, изучаемых в каче-
стве микробицидов [32].

Схема 4. Получение разветвленного трипетида из ключевого промежуточного продукта (X).
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали неорганические реак-
тивы и растворители (РеаХим или Химмед, Рос-
сия); 4-нитробензилбромид, фенацилбромид
(Fluka, Швейцария); трифторуксусную кислоту,
пентафторфенилтрифторацетат (P&M Invest,
Россия), аминокислоты и их стандартные произ-
водные (Reanal, Венгрия или IRIS Biotech GmbH,
Германия). При необходимости реактивы под-
вергали очистке по известным методикам [33].
Гидрохлорид диметил L-аспартата [34] и (4R)-3-
бензилоксикарбонил-5-оксооксазолидин-4-ук-
сусную кислоту [12] синтезировали по описан-
ным методикам. Спектры ЯМР регистрировали
на приборе Bruker AVANCE III (Bruker BioSpin,
Германия; 1Н при 600 MГц, 13С при 125 MГц) от-
носительно остаточных протонов растворителя
DMSO-d6. Химические сдвиги приведены в мил-
лионных долях, а КССВ – в герцах. Масс-спек-
тры высокого разрешения регистрировали на
приборе Orbitrap Elite Hybrid Ion Trap-Orbitrap
(Thermo Fisher Scientific, Германия). ТСХ прово-
дили на пластинах F254 Silica gel G plates (part
1.05554.0001; Merck, Германия). Детекцию соеди-
нений на пластинах проводили с использованием
следующих реагентов: 1) раствора нингидрина
(нингидрин 0.5 г, бутанол-1 250 мл, уксусная кис-
лота 50 мл, сим-коллидин 10 мл) с последующим
нагревом; 2) паров иода; 3) УФ-облучения; 4) на-
сыщенного раствора фосфорномолибденовой
кислоты в этаноле (~6 г, 60 мл) с последующим
нагревом.

Nα-Бензилоксикарбонил-L-аспарагина 4-нитро-
бензиловый эфир (XIIIa). Nα-Бензилоксикарбо-
нил-L-аспарагин (XIV) (4.5 г, 16.9 ммоль), три-
этиламин (2.4 мл, 15.6 ммоль) и 4-нитробензил-
бромид (5.49 г, 25.4 ммоль) последовательно
растворяли в DMF (65 мл) при перемешивании.
Реакционную смесь нагревали при 65°C в течение
4 ч, затем выдерживали при 20–25°C в течение
16 ч. Реакционную смесь медленно выливали в
холодный (0°C) 10%-ный водный раствор KHCO3
(150 мл) при перемешивании. Осадок отфильтро-
вывали, промывали водой (3 × 15 мл) и метано-
лом (3 × 50 мл), затем перекристаллизовывали из
этанола и сушили в вакууме над P2O5. Выход со-
единения (XIIIa) составил 5.01 г (74%), Rf = 0.55
(90 : 8 : 2 v/v/v CHCl3/MeOH/AcOH), т. пл. 162–
164°С, лит. т. пл. 164–166°С [20].

Nα-Бензилоксикарбонил-L-аспарагина фенаци-
ловый эфир (XIIIb). Синтезирован аналогично со-
единению (XIIIa) из Cbz-Asn-OH (4.12 г,
15.5 ммоль), фенацилбромида (4.63 г, 23 ммоль) и
триэтиламина (2.2 мл, 15.6 ммоль). Выход соеди-
нения (XIIIb) составил 2.96 г (50%), Rf = 0.39 (90 :
: 8 : 2 v/v/v CHCl3/MeOH/AcOH). Спектр 1H-ЯМР:
2.58 (дд, J 9.01, 15.83, 1H, Hβ), 2.72 (дд, J 4.29,

15.82, 1H, Hβ), 4.63 (ддд, J 4.26, 8.71, 9.15, 1H, Hα),
5.03 (д, J 12.87, 1H, PhCH2), 5.06 (д, J 12.87, 1H,
PhCH2), 5.49 (д, J 16.93, 1H, CH2COPh), 5.59 (д,
J 16.93, 1H, CH2COPh), 6.98 (ш.с., 1H, NH), 7.25–
7.38 (м, 5H, PhCH2), 7.41 (ш.с., 1H, NH), 7.57 (т,
J 8.02, 2H, CH2COPh), 7.70 (тт, J 1.20, 7.44, 1H,
CH2COPh), 7.75 (д, J 8.13, 1H, NH), 7.97 (дд, J 1.17,
7.19, 2H, CH2COPh). Спектр 13C-ЯМР: 192.45,
171.60, 170.52, 155.79, 136.84, 133.97, 133.78, 128.89,
128.32, 127.76, 127.68, 66.85, 65.50, 50.50, 36.64;
HRMS (ESI) m/z: найдено M, 385.1392; вычислено
для C20Н21N2O  [M + H]+ 385.1394.

Nα-Бензилоксикарбонил-L-аспарагиновой кис-
лоты α-4-нитробензиловый эфир (XIIa). Метод а.
Серную кислоту (94%, 0.934 мл) охлаждали на ле-
дяной бане, после чего добавляли нитрит натрия
(182.3 мг, 2.6 ммоль) четырьмя одинаковыми пор-
циями. Полученную бесцветную суспензию пе-
ремешивали 10 мин, после чего к ней по каплям
добавляли раствор соединения (XIIIa) (0.4 г,
1 ммоль) в ледяной уксусной кислоте (1.9 мл). Ре-
акционную смесь перемешивали 1 ч при 0°C, за-
тем 30 мин при 20–25°C и выливали в смесь воды
со льдом (300 мл). Осадок отфильтровывали, про-
мывали водой (5 × 15 мл) и сушили в вакууме над
P2O5. Выход соединения (XIIa) составил 0.07 г
(17.5%), Rf = 0.23 (92 : 8 v/v CHCl3/EtOH), т. пл.
125–126°С , лит. т. пл. 127–128°С [19].

Метод б. Соединение (XIIIa) (0.2 г, 0.5 ммоль)
растворяли в ледяной уксусной кислоте (4.5 мл).
Раствор охлаждали на водяной бане (10°C) и до-
бавляли концентрированную серную кислоту
(0.5 мл). Внешнее охлаждение убирали и добавля-
ли нитрит натрия (0.241 г, 3.5 ммоль, 7 экв.) при
перемешивании семью одинаковыми порциями в
течение 1 ч. Реакционную смесь перемешивали в
течение 1 ч и выливали в смесь воды со льдом
(200 мл). Осадок отфильтровывали, промывали
водой (5 × 15 мл) и сушили в вакууме над P2O5.
Выход соединения (XIIa) составил 0.145 г (70%).

Метод в. Соединение (XIIIa) (3.21 г, 8 ммоль)
растворяли в 85%-ной водной ТФУ (90 мл) при
комнатной температуре. К полученному раствору
добавляли нитрит натрия (3.87 г, 56 ммоль, 7 экв.)
при перемешивании семью одинаковыми порци-
ями в течение 1 ч. Реакционную смесь перемеши-
вали до прекращения выделения оксидов азота и
упаривали в вакууме масляного насоса, снабжен-
ного двумя ловушками, охлаждаемыми жидким
азотом, соединенными последовательно. Остаток
после упаривания растворяли в смеси EtOAc
(100 мл) и воды (100 мл), водный слой отделяли,
органический слой промывали водой (3 × 30 мл)
и насыщенным раствором NaCl (3 × 20 мл). Орга-
ническую фазу сушили над MgSO4 и упаривали.
Остаток после упаривания растворяли в EtOAc
(10 мл), к полученному раствору добавляли пет-
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ролейный эфир (30/50) до слабого помутнения и
оставляли до завершения кристаллизации. Сус-
пензию фильтровали, осадок на фильтре промы-
вали петролейным эфиром (30/50, 2 × 20 мл) и су-
шили в вакууме над P2O5. Выход соединения (XIIa)
составил 2.41 г (75%).

Nα-Бензилоксикарбонил-L-аспарагиновой кис-
лоты α-фенациловый эфир (XIIb). Синтезирован
аналогично соединению (XIIa) (метод в) из Cbz-
Asn-OPac (1.35 г, 3.5 ммоль), 85%-ной водной
ТФУ (42 мл) и NaNO2 (2.42 г, 35 ммоль, 10 экв.).
Продукт очищали перекристаллизацией из смеси
диэтилового эфира с петролейным эфиром
(30/50). Выход соединения (XIIb) составил 1.13 г
(84%), Rf = 0.46 (90 : 8 : 2 v/v/v CHCl3/
MeOH/AcOH). Спектр 1H-ЯМР: 2.69 (дд, J 9.07,
16.82, 1H, Hβ), 2.90 (дд, J 4.53, 16.77, 1H, Hβ), 4.61
(ддд, J 4.49, 8.73, 9.24, 1H, Hα), 5.05 (с, 2H,
PhCH2), 5.50 (д, J 16.91, 1H, CH2COPh), 5.61 (д,
J 16.91, 1H, CH2COPh), 7.25–7.40 (м, 5H, PhCH2),
7.57 (м, 2H, CH2COPh), 7.70 (тт, J 1.20, 7.41, 1H,
CH2COPh), 7.88 (д, J 8.21, 1H, NH), 7.57 (дд, J 0.97,
8.15, 2H, CH2COPh), 12.53 (ш.с., 1H, CO2H).
Спектр 13C-ЯМР: 192.38, 171.20, 171.00, 155.83,
136.80, 134.00, 133.74, 128.90, 128.33, 127.79, 127.68,
67.01, 65.58, 50.48, 35.88; HRMS (ESI) m/z: найдено
M, 384.1084; вычислено для С20H18NO  [M – H]–

384.1089.
Nα-Бензилоксикарбонил-α-4-нитробензил-L-

аспартил-L-аспарагиновой кислоты диметиловый
эфир (XIa). Соединение (XIIa) (7.7 г, 19.2 ммоль)
растворяли в сухом DMF (22 мл) и добавляли при
перемешивании пиридин (1.71 мл, 21 ммоль), а
затем пентафторфенилтрифторацетат (3.83 мл,
22 ммоль). Реакционную смесь перемешивали
1 ч, полноту протекания реакции контролирова-
ли по ТСХ (90 : 8 : 2 v/v/v СHCl3/MeOH/AcOH).
К реакционной смеси добавляли соединение (V)
(5.7 г, 28.8 ммоль, 1.5 экв.) и пиридин (2.33 мл,
28.8 ммоль). Реакционную смесь перемешивали
18 ч и упаривали в вакууме. Остаток растворяли в
смеси EtOAc (400 мл) и воды (200 мл). Водный
слой отделяли, а органический слой промывали
последовательно 5%-ным водным NaHCO3 (3 ×
× 200 мл), водой (200 мл), 0.1 M водной HCl
(3 × 200 мл), водой (3 × 100 мл), насыщенным
раствором NaCl (3 × 100 мл). Органический слой
сушили (MgSO4) и упаривали. Остаток растворя-
ли в EtOAc (50 мл), к полученному раствору до-
бавляли петролейный эфир (30/50) до слабого по-
мутнения и оставляли до завершения кристалли-
зации. Суспензию фильтровали, осадок на
фильтре промывали петролейным эфиром
(30/50, 2 × 15 мл) и сушили в вакууме. Выход со-
единения (XIa) составил 7.3 г (70%), Rf = 0.45 (2 : 1
v/v EtOAc/н-гептан). Спектр 1H-ЯМР: 2.59 (дд,
J 7.42, 15.53, 1H, Hβ), 2.66 (дд, J 6.95, 16.54, 1H,
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Hβ), 2.71 (дд, J 6.05, 15.56, 1H, Hβ), 2.76 (дд, J 6.13,
16.48, 1H, Hβ), 3.58 (с, 3H, OMe), 3.59 (с, 3H,
OMe), 4.54 (дд, J 7.55, 13.99, 1H, Hα), 4.63 (дд,
J 6.78, 14.05, 1H, Hα), 5.03 (д, J 12.73, 1H, PhCH2),
5.06 (д, J 12.73, 1H, PhCH2), 5.25 (д, J 13.92, 1H,
NbzCH2), 5.28 (д, J 13.92, 1H, NbzCH2), 7.22–7.40
(м, 5H, PhCH2), 7.61 (д, J 8.74, 2H, NbzCH2), 7.69
(ш.д., J 8.10, 1H, NH), 8.20 (д, J 8.75, 2H,
NbzCH2), 8.53 (д, J 7.89, 1H, NH). Спектр 13C-
ЯМР: 171.06, 170.92, 170.29, 168.81, 155.80, 147.03,
143.69, 136.78, 128.29, 128.22, 127.80, 127.66, 123.42,
65.58, 64.86, 52.12, 51.62, 50.65, 48.52, 36.54, 35.59;
HRMS (ESI) m/z: найдено M, 568.1533; вычислено
для C25H27N3NaO  [M + Na]+ 568.1538.

Nα-Бензилоксикарбонил-α-фенацил-L-аспартил-
L-аспарагиновой кислоты диметиловый эфир (XIb).
Соединение (XIIb) (0.385 г, 1 ммоль) растворяли в
сухом DMF (1 мл) в атмосфере аргона. К полу-
ченному раствору добавляли пиридин (0.09 мл,
1.1 ммоль) и пентафторфенилтрифторацетат
(0.172 мл, 1 ммоль). Реакционную смесь перемеши-
вали 1 ч, полноту протекания реакции контролиро-
вали по ТСХ (90 : 8 : 2 v/v/v СHCl3/MeOH/AcOH).
К полученному раствору добавляли соединение
(V) (0.297 г, 1.5 ммоль) и пиридин (0.122 мл,
1.5 ммоль). Реакционную смесь выдерживали в
атмосфере аргона в течение 18 ч и упаривали в ва-
кууме. Остаток растворяли в смеси EtOAc (20 мл)
и воды (10 мл). Водный слой отделяли, а органи-
ческий промывали последовательно 5%-ным
водным NaHCO3 (3 × 10 мл), водой (10 мл), 0.1 M
водной HCl (3 × × 10 мл), водой (3 × 10 мл), насы-
щенным раствором NaCl (3 × 10 мл). Органиче-
ский слой сушили (MgSO4) и упаривали. Остаток
растворяли в EtOAc (5 мл), к полученному раство-
ру добавляли петролейный эфир (30/50) до слабо-
го помутнения и до завершения кристаллизации.
Суспензию фильтровали, осадок на фильтре про-
мывали петролейным эфиром (30/50, 2 × 15 мл) и
сушили в вакууме. Выход соединения (XIb) соста-
вил 0.39 г (75%), Rf = 0.47 (2 : 1 v/v EtOAc/н-геп-
тан). Спектр 1H-ЯМР: 2.67 (дд, J 8.51, 15.33, 1H,
Hβ), 2.70 (дд, J 7.16, 16.56, 1H, Hβ), 2.75–2.83 (м,
2H, Hβ), 3.59 (с, 3H, OCH3), 3.61 (с, 3H, OOCH3),
4.61–4.71 (м, 2H, Hα), 5.04 (с, 2H, PhCH2), 5.49 (д,
J 16.88, 1H, CH2COPh), 5.59 (д, J 16.88, 1H,
CH2COPh), 7.28–7.39 (м, 5H, PhCH2), 7.57 (м, 2H,
CH2COPh), 7.68–7.73 (м, 2H, CH2COPh, NH), 7.96
(дд, J 1.25, 7.19, 2H, CH2COPh), 8.52 (д, J 7.89, 1H,
NH). Спектр 13C-ЯМР: 192.41, 171.29, 171.01,
170.32, 168.68, 155.75, 136.81, 134.00, 133.75, 128.91,
128.31, 127.79, 127.76, 127.67, 66.90, 65.54, 52.15,
52.13, 51.64, 51.62, 50.40, 48.58, 36.62, 35.60; HRMS
(ESI) m/z: найдено M, 551.1631; вычислено для
C26H28N2NaO  [M + Na]+ 551.1636.
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Диметил N-[(4S)-3-бензилоксикарбонил-5-ок-
сооксазолидин-4-ил-ацетил]-(2S)-аспартат (VII).
Синтезирован аналогично соединению (XIb) из
(4R)-3-бензилоксикарбонил-5-оксооксазолидин-
4-уксусной кислоты (0.279 г, 1 ммоль). Выход со-
единения (VII) составил 0.349 мг (83%), Rf =
= 0.63 (2 : 1 v/v EtOAc/н-гептан). Спектр 1H-ЯМР:
(E- и Z-ротамеры наблюдаются при 298 K – это
свойство подобных гетероциклических соедине-
ний [35]): 2.7–3.2 (м, 4H, Hβ), 3.55–3.67 (м, 6H,
OMe), 4.55–5.05 (м, Hα, NCH2O), 5.12 (с, 2H,
PhCH2), 6.09 (ш.с., 1H, NH), 7.26–7.44 (м, 5H,
PhCH2); HRMS (ESI) m/z: найдено M, 445.1213;

вычислено для C19H22N2NaO  [M + Na]+ 445.1218.
Nα-Бензилоксикарбонил-β-L-аспартил-L-аспа-

рагиновой кислоты диметиловый эфир (X). Дипеп-
тид (XIa) (7.3 г, 13.4 ммоль) растворяли в 80%-ной
водной уксусной кислоте (200 мл). Добавляли
цинковую пыль (15.73 г, 268 ммоль, 20 экв.) в три
порции. Реакционную смесь перемешивали 3 ч и
фильтровали. Остаток на фильтре промывали
80%-ной водной уксусной кислотой (4 × 20 мл).
Объединенные растворы упаривали досуха в ва-
кууме (остаточное давление 0.1 мм рт. ст.). Оста-
ток после упаривания растворяли в смеси EtOAc
(200 мл) и 1 M водной H2SO4 (200 мл). Водную фа-
зу отделяли, а органический слой промывали по-
следовательно водой (3 × 100 мл) и насыщенным
раствором NaCl (3 × 100 мл). Органический слой
сушили (MgSO4) и упаривали. Остаток растворя-
ли в EtOAc (7 мл), к полученному раствору добав-
ляли петролейный эфир (30/50) до слабого по-
мутнения и оставляли до завершения кристалли-
зации. Суспензию фильтровали, осадок на фильтре
промывали петролейным эфиром (30/50, 2 × 30 мл)
и сушили в вакууме. Выход соединения (X) составил
4.52 г (86%), Rf = 0.26 (90 : 8 : 2 v/v/v CHCl3/
MeOH/AcOH). Спектр 1H-ЯМР: 2.51 (м, 1H, Hβ),
2.61 (дд, J 5.25, 15.38, 1H, Hβ), 2.67 (дд, J 6.94,
16.51, 1H, Hβ), 2.77 (дд, J 6.19, 16.51, 1H, Hβ), 3.59
(с, 3H, OMe), 3.61 (с, 3H, OMe), 4.34 (ддд, J 5.26,
8.16, 8.36, 1H, Hα), 4.62 (дд, J 6.71, 14.13, 1H, Hα),
5.02 (с, 2H, PhCH2), 7.27–7.38 (с, 5H, PhCH2), 7.40
(д, J 8.3, 1H, NH), 8.43 (д, J 7.86, 1H, NH), 12.67
(ш.с., 1H, CO2H). Спектр 13C-ЯМР: 175.97, 171.13,
170.38, 170.01, 155.63, 137.12, 128.26, 127.64, 127.57,
65.12, 52.07, 51.73, 51.59, 48.43, 38.06, 35.67; HRMS
(ESI) m/z: найдено M, 411.1401; вычислено для
C18H23N2O  [M + H]+ 411.1398.

Соединение (X) было получено по методике,
описанной выше, из соединения (XIb) (0.39 г,
0.75 ммоль). Выход соединения (X) составил 0.25 г
(81%).

Попытка получения соединения (I) реакцией
гидролиза соединения (VII). Соединение (VII)
(0.349 г, 0.83 ммоль) растворяли в 80%-ном вод-

9
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ном этаноле (17 мл) при перемешивании. К полу-
ченному раствору добавляли 1 M водного NaOH
(2.5 мл), а спустя 30 мин – вторую порцию 1 M
водного NaOH (0.5 мл). Реакционную смесь пере-
мешивали 1 ч, после чего упаривали. Остаток рас-
творяли в воде (5 мл), полученный раствор под-
кисляли холодным (4°C) 2 M водным раствором
NaHSO4 до pH 3. Мутный водный раствор экстра-
гировали EtOAc (4 × 5 мл). Объединенные орга-
нические фазы промывали водой (3 × 3 мл) и на-
сыщенным раствором NaCl (3 × 3 мл). Органиче-
ский слой сушили (MgSO4) в течение 16–18 ч и
упаривали. Получили 0.2 г твердого вещества. По
данным 1H-ЯМР-спектроскопии, в полученном
образце содержался целевой продукт (I) с приме-
сью вероятного изомера (IV); HRMS (ESI) m/z:
найдено M, 381.0944; вычислено для C16H17N2O
[M – H]– 381.0940.

Nα-Бензилоксикарбонил-β-L-аспартил-L-аспа-
рагиновая кислота (I). Соединение (X) (4.52 г,
11.5 ммоль) растворяли в 80%-ном водном этано-
ле (200 мл) при перемешивании. К полученному
раствору по каплям добавляли 1 M водного NaOH
(34.5 мл), спустя 30 мин добавляли вторую пор-
цию 1 M водного NaOH (5.8 мл), реакционную
смесь перемешивали 1 ч. Реакционную смесь
упаривали, остаток растворяли в воде (30 мл) и
подкисляли холодным (4°C) 2 M водным раство-
ром NaHSO4 до pH 3. Помутневший водный рас-
твор экстрагировали EtOAc (4 × 40 мл). Объеди-
ненные экстракты промывали водой (3 × 20 мл) и
насыщенным раствором NaCl (3 × 20 мл). Орга-
нический слой сушили (MgSO4) и упаривали. Вы-
ход соединения (I) составил 3.1 г (72%), Rf = 0.37
(4 : 3 : 2 v/v/v IPA/EtOAc/вода). Спектр 1H-ЯМР:
2.51–2.69 (м, 4H, Hβ), 4.34 (ддд, J 5.15, 8.1, 8.75,
1H, Hα), 4.51 (дд, J 6.33, 14.4, 1H, Hα), 5.01 (д,
J 12.47, 1H, PhCH2), 5.04 (д, J 12.57, 1H, PhCH2),
7.2–7.48 (м, Hz, 6H, PhCH2, NH), 8.23 (д, J 7.93,
1H, NH). Спектр 13C-ЯМР: 172.91, 172.25, 171.55,
168.99, 155.75, 136.92, 128.30, 127.74, 127.61, 65.41,
50.48, 48.60, 36.64, 36.08; HRMS (ESI) m/z: найдено
M, 381.0942; вычислено для C16H17N2O  [M – H]–

381.0940.
Nα-Бензилоксикарбонил-α,β-бис-(L-диметок-

сиаспартил)-L-аспарагиновая кислота (XV). Ме-
тод 1. Кислоту (VI) (267 мг, 1 ммоль) растворяли в
DCM (5 мл), при перемешивании добавляли пи-
ридин (0.192 мл, 2.4 ммоль), а затем пентафторфе-
нилтрифторацетат (0.4 мл, 2.4 ммоль). Реакцион-
ную смесь перемешивали 2 ч, полноту протека-
ния реакции контролировали по ТСХ (90 : 8 : 2
v/v/v CHCl3/MeOH/AcOH). Реакционную смесь
разбавляли DCM (20 мл) и промывали 0.1 M вод-
ным NaHCO3 (30 мл), 0.1 M водной HCl (20 мл) и
водой (20 мл). Органический слой сушили MgSO4

9
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при перемешивании 1 ч, фильтровали и упарива-
ли. К остатку добавляли раствор соединения (V)
(413 мг, 2.1 ммоль) в DMF (4 мл), а затем NMM
(0.5 мл, 4.4 ммоль). Реакционную смесь переме-
шивали 18 ч. На следующий день в реакционную
смесь добавили еще 20 мг (0.1 ммоль) соединения
(V) и NMM (15 мкл), перемешивали еще 2 ч. Реак-
ционную смесь разбавляли EtOAc (70 мл), про-
мывали 5%-ным водным KHCO3 (30 мл), 0.1 M
водной HCl (30 мл) и водой (30 мл). Органиче-
ский раствор сушили над MgSO4 и упаривали. К
остатку добавляли петролейный эфир (30/50,
10 мл), выдерживали при перемешивании до
окончания кристаллизации вещества, отфиль-
тровывали и сушили в вакууме. Выход соедине-
ния (XV) составил 0.32 г (57%), т. пл. 174–177°C,
лит. т. пл. 161°C [31], Rf = 0.57 (4 : 2 : 1 v/v/v н-гек-
сан/CHCl3/2-пропанол). Спектр 1H-ЯМР: 2.4
(дд, J 15.3, 9.4, 1H, Hβ), 2.54 (дд, J 15.3, 4.4, 1H,
Hβ), 2.67 (дд, J 16.2, 6.3, 1H, Hβ), 2.71 (ддд, J 16.6,
6.8, 1H, Hβ), 2.75 (дд, J 16.5, 6.3, 1H, Hβ), 2.78 (дд,
J 16.5, 6.2, 1H, Hβ), 3.61, 3.609, 3.603 и 3.586 (4 с,
12H, 4 OCH3), 4.37 (ддд, J 4.5, 8.9, 8.9, 1H, Hα Z-D),
4.64 (м, 2H, 2 Hα), 5.02 (с, 2H, PhCH2), 6.95
(м, 0.12H, цис-NH-Z), 7.35 (м, 5.88H, PhCH2 и
транс-NH-Z), 8.30–8.50 (м, 2H, 2 NH). Спектр
13C-ЯМР: 171.09, 171.01, 170.93, 170.37, 170.31,
169.07, 155.58, 136.83, 128.27, 128.75, 127.63, 65.46,
52.14, 52.08, 51.60, 51.31, 48.53, 48.45, 35.64, 35.41.

Метод 2. Соединение (X) (0.205 г, 0.5 ммоль)
растворяли в сухом DMF (0.5 мл) в атмосфере ар-
гона. Раствор охлаждали до 0°C, добавляли пири-
дин (0.045 мл, 0.55 ммоль) и пентафторфенилтри-
фторацетат (0.086 мл, 1 ммоль). Реакционную смесь
перемешивали 2 ч, полноту реакции контролирова-
ли по ТСХ (90 : 8 : 2 v/v/v CHCl3/MeOH/AcOH).
Охлаждение убирали и в реакционную смесь вно-
сили соединение (V) (0.149 г, 0.75 ммоль), пири-
дин (0.061 мл, 0.75 ммоль), перемешивали в атмо-
сфере аргона в течение 18 ч, после чего упаривали
в вакууме. Остаток растворяли в смеси EtOAc
(70 мл) и воды (10 мл). Водный слой отделяли, а
органический слой промывали последовательно
5%-ным водным NaHCO3 (3 × 10 мл), водой
(10 мл), 0.1 M водной HCl (3 × 10 мл), водой (3 ×
× 10 мл), насыщенным раствором NaCl (3 × 10 мл).
Органический слой сушили (MgSO4) и упарива-
ли. Остаток перекристаллизовывали из метанола.
Выход соединения (XV) составил 0.323 г (41%).

Nα-Бензилоксикарбонил-α,β-бис-(L-аспартил)-
L-аспарагиновая кислота (XVI). Тетраметиловый
эфир (XV) (108 мг, 0.195 ммоль) суспендировали в
смеси 1.4 мл воды и 1.4 мл пропанола-2. К переме-
шиваемой суспензии добавляли 1 M водного
NaOH (0.828 мл, 0.828 ммоль) в четырех одинако-
вых порциях. Реакционную смесь выдерживали в
течение 18 ч при 20–25°C. Раствор разбавляли во-

дой (20 мл) и упаривали до объема 2 мл при тем-
пературе не выше 30°C. Остаток наносили на
ионообменную смолу Dowex 50Х4 (200–400 mesh,
Py+-форма) в колонке (8 мл) и элюировали водой.
Фракции, содержащие соединение (XVI), объеди-
няли и упаривали. Остаток дважды лиофилизи-
ровали из воды. Выход тетракислоты (XVI) с со-
держанием пиридина 0.8 моль/моль составил
81 мг (83%), Rf = 0.32 (4 : 3 : 2 v/v/v 2-пропа-
нол/MeCN/H2O). Спектр 1H-ЯМР: 2.44 (дд, J 9.7,
15.3, 1H, Hβ), 2.61 (м, 5H, 5 Hβ), 4.39 (дд, J 4.1, 8.9,
8.9, 1H, Hα Z-D), 4.53 (п, J 6.7, 2H, 2 Hα), 5.01 (с,
2H, PhCH2), 7.27–7.40 (м, 6H, PhCH2 и NH-Z),
8.14 (д, J 8.1, 1H, NH), 8.16 (д, J 8.1, 1H, NH), 12.54
(ш.с., 4H, C(O)OH). Спектр 13C-ЯМР (D2O):
174.93, 174.80, 174.74, 174.68, 172.43, 171.43, 157.41,
136.23, 128.44, 127.83, 127.73, 67.27, 51.99, 49.85,
37.18, 36.23, 36.09; HRMS (ESI) m/z: найдено M,
496.1201; вычислено для C20H22N3O  [M – H]–

496.1209.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработан эффективный, масштабируемый и
региоспецифичный метод синтеза защищенного
β-разветвленного дипептида на основе аспараги-
новой кислоты. Отличительные черты разрабо-
танного метода – эффективное подавление обра-
зования аспартимида в щелочных условиях за
счет электростатического эффекта и использова-
ние амидной группы аспарагина в качестве за-
щитной группы боковой цепи аспарагиновой
кислоты. Для селективного превращения произ-
водных аспарагина в соответствующие кислоты
предложен новый реагент – нитрит натрия в вод-
ной трифторуксусной кислоте.

Разработанный метод позволяет эффективно
синтезировать ди- и трипептиды, которые нахо-
дят применение в исследованиях мультивалент-
ных взаимодействий углеводов с различными
макромолекулами и могут использоваться для
синтеза дендримерных карбоксилатных кон-
струкций, изучаемых в качестве микробицидов.
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Regiospecific Preparation of a Suitably Protected β-Branched Aspartic Acid Dipeptide
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A new efficient synthetic approach for the preparation of Nα-protected β-L-aspartyl-L-aspartic acid dipep-
tide was elaborated. The distinctive features of the developed approach include utilization of readily available
starting materials (Cbz-asparagine and dimethyl aspartate), aspartimide formation suppression employing
electrostatic effect in a final deprotection step and an employment of a novel reagent (NaNO2/aqueous tri-
fluoroacetic acid) for transformation of protected asparagine derivative into the corresponding aspartic acid.
The developed method allowes preparation of aspartic acid derivatives that find application in carbohydrate
polivalent interaction studies as well as in preparation of microbicidal dendrimeric constructs.

Keywords: aspartimide formation suppression, asparagine side-chain nitrosylation, orthogonal protecting group
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Гликолипиды – компоненты клеточной мембраны, способные к транспорту как из нее, так и в об-
ратном направлении – из межклеточного пространства в мембрану. Последнее открывает возмож-
ность изучать функционирование гликолипидов путем их встраивания в мембрану клетки. На прак-
тике для такой цели намного удобнее использовать не природные гликолипиды, выделение кото-
рых представляет собой отдельную задачу, а их синтетические аналоги, т.к. можно варьировать их
свойства, модифицируя структуру, а также вводить в их состав другие биоактивные компоненты,
помимо гликанов. В данной работе описан синтез восьми синтетических аналогов гликолипидов,
содержащих одну и ту же углеводную часть – тетрасахарид А (тип 2), но отличающихся строением
липидной части, а также синтетических аналогов гликолипидов, несущих несколько одинаковых
углеводных фрагментов. Полученная серия синтетических аналогов гликолипидов открывает воз-
можность исследовать презентацию гликанового антигена в его узнавании антителами в условиях
реального микроокружения (гликокаликса) живой клетки.

Ключевые слова: гликолипид, гликокластер, диолеоилфосфатидилэтаноламин, дистеароилфосфатидил-
этаноламин, дифитаноилфосфатидилэтаноламин, холестерин
DOI: 10.31857/S013234232304036X, EDN: ODKLJF

ВВЕДЕНИЕ

Гликолипиды (ГЛ) входят в состав плазмати-
ческой мембраны, их липидный фрагмент заяко-
ривается в липидном бислое мембраны, а гликан
экспонируется наружу во внеклеточное про-
странство. Гликаны, входящие в состав гликоли-
пидов, выступают частью гликокаликса клетки
[1]. Гликолипиды могут покидать мембрану клет-
ки, ранее было показано, что такой перенос про-
исходит в основном по везикулярному механизму
(отпочковывание везикул, содержащих гликоли-
пид, от мембраны) [2]. Возможен и обратный
процесс, в результате которого клетки обменива-
ются гликолипидами [3]. Встраивание ГЛ, при-

родных или синтетических, в мембрану открыва-
ет широкие возможности для модификации кле-
точного гликоландшафта [4].

Один из основных классов гликолипидов в ор-
ганизме человека – гликосфинголипиды (глико-
зилцерамиды) [5]. Размер их углеводной части
может варьироваться от моносахаридов до боль-
ших разветвленных гликанов, включающих до 40
моносахаридных звеньев [6, 7]. Липидная часть
гликосфинголипидов представляет собой амино-
спирт сфингозин, в котором к одной из гидрокси-
групп гликозидной связью присоединен гликан, а
аминогруппа ацилирована остатком какой-либо
жирной кислоты.

Ввиду значительного разнообразия (как по уг-
леводной части, так и по жирной кислоте) гли-
косфинголипидов, а также, как правило, низкого
содержания в плазматической мембране, выделе-
ние таких соединений в индивидуальном виде в
значительных количествах крайне затруднитель-
но. Химический синтез полностью природных
гликосфинголипидов в отдельных случаях возмо-
жен [8], но практически нереален, если необхо-
дима серия таких молекул. Более того, гликосфин-

1 Статья посвящается памяти академика РАН Вадима Тихо-
новича Иванова. 
Cокращения: Ad – адипиноил; Av – аминовалериановая
кислота; Chol – холестерин; CMG – N-карбоксиметилгли-
цин; DOPE – диолеоилфосфатидилэтаноламин; DSPE –
дистеароилфосфатидилэтаноламин; DPyPE – дифитано-
илфосфатидилэтаноламин; ГЛ – гликолипид; нГЛ – нео-
гликолипид.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 330-03-00; эл. почта:
imryzhov@gmail.com).
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голипиды часто плохо растворимы в водной среде
(совместимой с живыми клетками), что затрудняет
их использование для модификации клеток.

Для того чтобы обойти описанные выше про-
блемы, были предложены синтетические аналоги
гликолипидов (нГЛ, неогликолипиды; иногда их
называют FSL [9]), которые содержат такую же
или аналогичную углеводную часть, а вот липид-
ная часть и связка между гликаном и липидом
(т.е. спейсер) варьируются [10]. Такие модифика-
ции позволяют значительно упростить синтез
гликолипидов за счет применения известных и
эффективных методов конъюгации, а также улуч-
шить физико-химические свойства получаемых
молекул, например, растворимость в водных сре-
дах за счет введения в их структуру гидрофильных
фрагментов [4, 9, 11].

Одним из семейств гликанов, на основе кото-
рых в лаборатории углеводов ИБХ РАН были син-
тезированы нГЛ, выступают антигены системы
групп крови АВ0 [12], в частности тетрасахарид А
(тип 2) GalNAcα1-3(Fucα1-2)Galβ1-4GlcNAcβ,
представленный на эритроцитах группы крови А
[13] и детерминирующий принадлежность чело-
века к этой группе крови. Первыми нГЛ, в состав
которых входит этот тетрасахарид, выступают
производные (1) [14] и (2) [15] (рис. 1). Оба вклю-
чают 3-аминопропилгликозид тетрасахарида А
(тип 2) в качестве гликановой компоненты, ди-
олеоилфосфатидилэтаноламин (DOPE) в каче-
стве липидной компоненты, но отличаются мо-
стиком (спейсером), соединяющим эти две части.

В соединении (1) для связи гликановой и липид-
ной частей используется остаток адипиновой
кислоты (короткий Ad-спейсер), а в соединении
(2) – олигопептидный спейсер, построенный из
глицина и N-карбоксиметилглицина (так называ-
емый CMG(2)-спейсер) [4]. Второй вариант
спейсера обладал рядом преимуществ по сравне-
нию с первым: помимо увеличения растворимо-
сти в водной среде, CMG(2)-спейсер улучшал до-
ступность гликана для связывания с антителами,
отдаляя его от экранирующего действия молекул,
локализованных непосредственно на клеточной
мембране [14]. Поэтому именно CMG(2)-нГЛ (2)
оказался наиболее востребован в практическом
применении: он использовался для определения
точной углеводной специфичности антител, при-
меняемых в гематологической практике для ти-
пирования групп крови [15], а также на его основе
был разработан метод определения анти-А-анти-
тел перед АВ0-несовместимыми операциями по
пересадке органов [16].

Цель данного исследования – синтез серии
новых неогликолипидов, отличающихся липид-
ной частью и спейсерной группой. Как и произ-
водные (1) и (2), все они содержат тетрасахарид А
(тип 2) в качестве углеводной части, что позволи-
ло использовать всю серию нГЛ для изучения ан-
ти-А-антител. Работа выполнена в рамках даль-
нейшего развития технологии получения и при-
менения нГЛ в нашей лаборатории.

Рис. 1. Ранее синтезированные нГЛ (1) и (2) с тетрасахаридом А (тип 2) (углеводная часть) и DOPE (липидная часть).
В соединении (1) использован короткий адипиновый спейсер, в соединении (2) – длинный CMG(2)-спейсер.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Данная работа посвящена получению серии

новых нГЛ, имеющих общую углеводную часть –
тетрасахарид А (тип 2). Проведенные структур-
ные изменения по сравнению с двумя ранее полу-
ченными и широко используемыми неогликоли-
пидами (1) и (2) (рис. 1) можно разделить на два
типа: 1) синтез мультивалентных нГЛ с гликокла-
стерами на основе аспарагиновой кислоты, несу-
щими несколько остатков A (тип 2); 2) модифика-
ция липидной части – синтез нГЛ с диацилфос-
фатидилэтаноламинами, включающими жирные
кислоты, отличные от олеиновой, а также синтез
нГЛ с холестерином в качестве липидной части.

Структуру целевых неогликолипидов и проме-
жуточных соединений подтверждали методами
1Н- и 13С-ЯМР-спектроскопии и масс-спектро-
метрии.

Получение кластерных нГЛ на основе аспараги-
новой кислоты, несущих два, три и четыре остатка
тетрасахарида A (тип 2). Поскольку гликаны при-
родных гликосфинголипидов нередко представ-
ляют собой разветвленные остатки, несущие два
и более одинаковых антигенных гликана, мы
синтезировали их аналоги, содержащие сразу не-
сколько фрагментов тетрасахарида А (тип 2), т.е.
мультивалентные нГЛ. Для получения таких нГЛ
необходимо модифицировать спейсерную часть
молекулы-предшественника так, чтобы она со-
держала сразу несколько потенциальных точек
присоединения углеводных фрагментов (напри-
мер, карбоксильные группы для конъюгации с
аминопропилгликозидами) и одну потенциаль-
ную (ортогональную группам для присоединения
гликанов) точку соединения с липидной частью
(например, аминогруппу). Один из способов та-
кого разветвления – использование аспарагино-
вой кислоты (содержит две карбоксильные и одну
аминогруппу), а также дипептида и трипептида
на ее основе (содержат три и четыре свободные
карбоксильные группы соответственно и всегда
одну аминогруппу).

В качестве исходных соединений для получе-
ния мультивалентных нГЛ использовали произ-
водные аспарагиновой кислоты [17] (3–5)
(рис. 2), в которых амин был защищен бензилок-

сикарбонильной (Z) защитной группой. Конъ-
югация этих производных с 3-аминопропилгли-
козидом тетрасахарида А (тип 2) (6) (рис. 2) в при-
сутствии дициклогексилкарбодиимида (DCC) и
1-гидроксибензотриазола (HOBt) приводила к
получению соответствующих гликокластеров с
двумя (7), тремя (8) и четырьмя (9) остатками тет-
расахарида А (тип 2) с выходами 94, 80 и 41% со-
ответственно. На рис. 3 приведены формулы гли-
кокластеров и целевых нГЛ, а на рис. 4 – схема
получения целевых нГЛ на примере гликокласте-
ра (8) с тремя остатками тетрасахарида А (тип 2).
Выделение продуктов проводили методом коло-
ночной хроматографии на силикагеле с последу-
ющей гель-хроматографией.

Полученные гликокластеры (7–9) далее под-
вергали гидрогенолизу для деблокирования ами-
ногруппы удалением Z-защиты (рис. 4, показано
на примере получения амина (11)). Соответству-
ющие амины (10–12) (рис. 3) выделяли с выхода-
ми 84, 87 и 65% соответственно.

Целевые нГЛ, содержащие синтезированные
гликокластеры, получали конъюгацией аминов
(10–12) с активированным эфиром (16) [4] в сме-
си CH2Cl2–DMF (1 : 1) в присутствии Et3N
(рис. 4, показано на примере получения нГЛ (14))
и выделяли методом колоночной хроматографии
на силикагеле с последующей гель-хроматогра-
фией. Выходы производных (13–15) составили
64, 67 и 55% соответственно.

Получение нГЛ с DSPE и DPyPE в качестве ли-
пидной части. Липидной частью большинства
нГЛ, синтезированных нами ранее, выступает ди-
олеоилфосфатидилэтаноламин (DOPE) [9], кото-
рый позволяет проводить встраивание нГЛ в
клетку эффективно и дозируемо. Чтобы изучить
зависимость топологии встраивания (в какой
именно участок плазматической мембраны оно
происходит), легкость выхода встроенных нГЛ из
клетки в составе микровезикул и некоторые дру-
гие факторы, были синтезированы нГЛ с другими
липидными фрагментами, а именно диацилфос-
фатидилэтаноламинами: дистеароилфосфатидил-
этаноламином (DSPE) и дифитаноилфосфатидил-
этаноламином (DPyPE), а также холестерином.
DSPE содержит два остатка стеариновой кислоты –

Рис. 2. Исходные соединения для получения гликокластеров: производные аспарагиновой (3), диаспарагиновой (4),
триаспарагиновой кислоты (5) и 3-аминопропилгликозид тетрасахарида А (тип 2) (6).
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насыщенного аналога олеиновой кислоты. В состав
DPyPE входят остатки фитаиновой кислоты – на-
сыщенной жирной кислоты, основная цепь кото-
рой имеет четыре дополнительные метильные груп-
пы, равномерно распределенные по длине моле-
кулы. Холестерин – один из компонентов
клеточной мембраны. За счет наличия гидрофоб-
ного углеводородного остова он способен встраи-
ваться в мембранный бислой [18, 19], что дает воз-
можность использовать его в качестве липидной
компоненты нГЛ.

Из-за наличия двух остатков насыщенной
жирной кислоты DSPE, в отличие от DOPE, пло-
хо растворяется в полярных органических раство-

рителях или смесях, содержащих такие раствори-
тели. Поэтому для получения производного (19)
(рис. 5) была выбрана синтетическая схема, в ко-
торой DSPE (18) вводили на последней стадии,
конъюгируя с активированным эфиром (17), уже
содержащим тетрасахарид А (тип 2) и адипиновый
спейсер, как было описано ранее для синтеза нГЛ
(1) [14]. В данном случае в качестве растворителя
вместо смеси DMF–CH2Cl2 (1 : 1) использовали
тройную смесь DMF–CH2Cl2–CH3CN (1 : 1 : 1) для
увеличения растворимости DSPE. Целевой про-
дукт был выделен методом колоночной хромато-
графии на силикагеле с выходом 75%.

Рис. 3. Гликокластеры (7–12) и целевые нГЛ (13–15).
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В отличие от DSPE, амин DPyPE (21) хорошо
растворим в смесях DMSO (или DMF) с CHCl3
(или CH2Cl2). Поэтому для получения производ-
ного (24) применяли подход, отличный от полу-
чения соединения (19): сначала DPyPE (21) обра-
батывали значительным (10 экв.) избытком ди-
сукцинимидного эфира адипиновой кислоты
Ad(ONSu)2 (20), чтобы получить активированный
эфир (22), который выделяли гель-хроматогра-
фией с выходом 95% (рис. 6). Избыток соедине-
ния (20) был необходим для предотвращения ре-
акции амина (21) по обеим активированным
карбоксильным группам в соединении (20), т.е.
образования димера DPyPE-Ad-DPyPE. Активи-
рованным эфиром (22) ацилировали аминогруп-
пу 3-аминопропилгликозида (6). Неогликолипид
(23) выделяли методом колоночной хроматогра-

фии на силикагеле и гель-хроматографией с вы-
ходом 54%.

Получение нГЛ с холестерином в качестве ли-
пидной части. В рамках данного исследования мы
синтезировали три неогликолипида на основе хо-
лестерина. В наиболее простом из них, производ-
ном (25), тетрасахарид присоединен непосред-
ственно к гидроксилу холестерина через карбамо-
ильную связь, что имитирует часто встречающуюся
для природных ГСЛ ситуацию максимально тесно-
го приближения гликановой части ГСЛ к плазмати-
ческой мембране. Его получали конъюгацией
производного (6) с хлорформиатом холестерина
(24) в смеси DMF–CH2Cl2 в присутствии Et3N и
выделяли колоночной хроматографией на сили-
кагеле с выходом 95% (рис. 7).

Рис. 5. Получение нГЛ (19). Реагенты и условия: i – a – DMF/CH2Cl2, Et3N, b – NaHCO3 водн., 75%.
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Рис. 7. Синтез нГЛ (25) и (27). Реагенты и условия: i – DMF/CH2Cl2, Et3N, 95%, ii –DMF, Et3N, 71%.
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ПЕТРАКОВА и др.

Аналогично был получен неогликолипид (27)
с короткой спейсерной группой (аминовалериа-
новая кислота, Av) между гликаном и холестери-
ном. Данный нГЛ был получен конъюгацией
аминопропилгликозида (6) с активированным
эфиром (26) [20], включающим аминовалериано-
вую кислоту и присоединенный по ее аминогруп-
пе холестерин, в ДМФА в присутствии Et3N
(рис. 7). Выделение неогликолипида (27) осуществ-
ляли гель-хроматографией, выход составил 71%.

Также был получен нГЛ (30), в котором тот же
тетрасахарид с холестерином связывал олигопеп-
тидный CMG(2)-спейсер [4]. Синтез этого нео-
гликолипида осуществляли в два этапа (рис. 8).
Сначала активированный эфир (26) вводили в ре-
акцию с CMG(2) диамином (28). Диамин (28) ис-
пользовали в значительном избытке (4 экв.) для
того, чтобы конденсация эфира (26) протекала
преимущественно с одной из двух аминогрупп в
диамине (28) (и минимизировалось образование
димера Chol-Av-CMG-Av-Chol). В качестве осно-
вания в реакционную смесь добавляли водный
раствор NaHCO3. Продукт (29) выделяли мето-
дом колоночной хроматографии на силикагеле и
гель-хроматографии с выходом 41%, после чего
вводили в реакцию с активированным эфиром
тетрасахарида (17). Реакцию проводили в DMSO
в присутствии Et3N, целевой нГЛ (30) был выде-
лен гель-хроматографией с выходом 53%.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Тетрасахарид А (тип 2) (6) [13, 21], его активи-
рованный эфир (17) [14], активированный эфир
(16) [4], активированный эфир (26) [20] и
CMG(2)-диамин (28) [4] были получены в лабо-
ратории углеводов ИБХ РАН по опубликованным
методикам. Аспарагиновые производные (3–5)
были синтезированы в филиале ИБХ в Пущино
(ФИБХ) [22]. Были использованы следующие
коммерчески доступные липидные производные:
DOPE (Corden Pharma, Швейцария), DSPE (18)
(Matreya LLC, США), DPyPE (21) (Avanti Polar
Lipids, США), хлорформиат холестерина (24)
(Sigma, США). Остальные реагенты также были
коммерчески доступны (Acros Organics, США;
Sigma-Aldrich, Германия). Растворители (Хим-
мед, Реахим, Экос, Россия) перед использовани-
ем очищали стандартными методами.

Тонкослойную хроматографию проводили на
алюминиевых пластинках Silica gel 60 (1.05554.0001;
Merck, Германия), вещества обнаруживали обра-
боткой пластинок 7%-ным водным раствором ор-
тофосфорной кислоты и прогревом при 200–
300°С (обугливание) или раствором нингидрина
(для аминов, 3 г/л в смеси бутанол/уксусная кис-
лота, 30 : 1). Колоночную хроматографию прово-
дили на пластинках Silica gel 60 0.040–0.063 мм
(Merck, Германия). Растворители упаривали на
роторном испарителе в вакууме при 40–45°С.

1Н-ЯМР-спектры регистрировали на приборе
Avance I (700 МГц; Bruker, Германия) при 30°С.
Значения химических сдвигов в 1Н-ЯМР-спек-
трах (δ, м.д.) приведены с использованием для ка-
либровки сигналов остаточных протонов раство-
рителей HOD (δ = 4.750), СD2HOD (δ = 3.306 в
CD3OD; δ = 3.341 в D2O–CD3OD 2 : 1; δ = 3.354 в
CDCl3–CD3OD, 1 : 1; δ = 3.34 в CD3OD–CDCl3–
D2O, 6 : 3 : 2), константы спин-спинового взаимо-
действия измерены в герцах. Спектры всех полу-
ченных соединений, содержащих тетрасахарид А
(тип 2), включали следующие сигналы, соответ-
ствующие спейсерированному тетрасахариду (с
интегральной интенсивностью, кратной количе-
ству гликановых фрагментов): δ 5.37 (д, J1,2 4.2,
1H, H-1 Fucα), 5.20 (д, J1,2 3.8, 1H, H-1 GalNAcα),
4.61 (д, J1,2 7.7, 1H, H-1 Galβ), 4.51 (д, J1,2 8.5, 1H,
H-1 GlcNAcβ), 4.33 (кв, J5,6 6.6, 1H, H-5 Fucα),
4.28–4.20 (м, 3H, кольцевые протоны), 4.06–3.99
(м, 4H, 3 кольцевых протона, –OCHHCH2CH2–),
3.94–3.90 (м, 2H, кольцевые протоны), 3.85–3.66
(м, 13H, 12 кольцевых протонов, –OCHHCH2CH2–),
3.48 (ддд, J4,5 10.0, J5,6a 6.1, J5,6b 2.1, 1H, H-5 GlcNAcβ),
3.12–3.09 (м, 2H, –NCH2CH2CH2–), 2.07 (c, 3H,
NC(O)CH3), 2.06 (c, 3H, NC(O)CH3), 2.00–1.93 (м,
2H, –CH2CH2CH2–), 1.27 (д, J5,6 6.6, 3H, H-6 Fucα).

13С-ЯМР-спектры регистрировали на приборе
Avance III (600 МГц; Bruker, Германия) при 30°С.
Значения химических сдвигов в 13С-ЯМР-спек-
трах (δ, м.д.) приведены с использованием для ка-
либровки сигналов растворителей CD3OD (δ =
= 48.0) и DMSO-d6 (δ = 48.0).

Отнесение сигналов в ЯМР-спектрах осу-
ществляли сопоставлением зарегистрированных
спектров со спектрами охарактеризованных ис-
ходных и промежуточных соединений. Дополни-
тельная информация о взаимном расположении
сигналов в спектрах тетрасахарида А (тип 2) взята
из работы Meloncelli et al. [23].

Масс-спектры высокого разрешения (HR MS)
были зарегистрированы на масс-спектрометре
micrOTOF II (Bruker, Германия) с использовани-
ем техники ионизации электроспреем (ESI).

Получение нГЛ (13–15). Общая методика по-
лучения гликокластеров (7–9): к раствору тетра-
сахарида А (тип 2) (6) в 0.5 мл DMF добавляли
раствор HOBt ⋅ H2O в 0.1 мл DMF, раствор одного
из аспарагиновых производных (3), (4) или (5) в
0.1 мл DMF и раствор DCC в 0.1 мл DMF. Реакци-
онную смесь перемешивали 48 ч при комнатной
температуре, после чего добавляли 0.5 мл воды.
Выпадавшую N,N-дициклогексилмочевину уда-
ляли фильтрованием, реакционную смесь упарива-
ли, соупаривали с 1 мл толуола 2–3 раза до полного
удаления DMF. Полученный остаток подвергали
колоночной хроматографии на силикагеле. Фрак-
ции, содержащие чистый продукт, объединяли,
концентрировали и подвергали гель-хроматогра-
фии (Sephadex LH-20, элюция CH3CN–H2O, 1 : 1).
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Лиофильной сушкой из воды получали продукты
(7), (8) или (9) в виде белой пены.

Соединение (7), исходные количества реаген-
тов в реакционной смеси: тетрасахарид А (тип 2)
(6) (15 мг, 0.019 ммоль), Z-D (3) (1.9 мг,
0.007 ммоль), HOBt ⋅ H2O (4.3 мг, 0.022 ммоль),
DCC (6.0 мг, 0.03 ммоль). Элюент для колоноч-
ной хроматографии: i-PrOH–CH3CN–H2O, 4 : 3 : 2,
выход 94% (11.9 мг), Rf 0.43 (i-PrOH–CH3CN–
H2O, 4 : 3 : 2). 1H-ЯМР (700 МГц, D2O, кроме сиг-
налов, соответствующих спейсерированному тет-
расахариду А (тип 2), приведенных выше): δ 7.49–
7.39 (м, 5Н, ArH), 5.19–5.11 (м, 2Н, PhCH2–),
4.51–4.43 (м, 1H, α-H(D)), 2.80–2.69, 2.65–2.56
(2м, 2Н, ‒CH2– (D)).

Соединение (8), исходные количества реаген-
тов в реакционной смеси: тетрасахарид А (тип 2)
(6) (7.6 мг, 9.6 мкмоль), Z-D(D) (4) (0.90 мг,
2.4 мкмоль), HOBt ⋅ H2O (2.2 мг, 14.4 мкмоль),
DCC (3.7 мг, 18 мкмоль). Элюент для колоночной
хроматографии: i-PrOH–CH3CN–H2O, 4 : 3 : 2.5,
выход 80% (5.2 мг), Rf 0.43 (i-PrOH–CH3CN–H2O
4 : 3 : 2.5). 1H-ЯМР (700 МГц, D2O, кроме сигна-
лов, соответствующих спейсерированному тетра-
сахариду А (тип 2), приведенных выше): δ 7.49–
7.40 (м, 5Н, ArH), 5.19–5.13 (м, 2Н, PhCH2–),
4.65–4.53 (м, 1H, α-H(D)), 4.52–4.48 (м, 1H,
α-H(D-Z)), 2.88–2.76, 2.75–2.65, 2.65–2.54 (3м,
4Н, 2 –CH2– (D)).

Соединение (9), исходные количества реаген-
тов в реакционной смеси: тетрасахарид А (тип 2)
(6) (20 мг, 0.025 ммоль), Z-D(D)D (5) (2.5 мг,
0.005 ммоль), HOBt ⋅ H2O (5.7 мг, 0.038 ммоль),
DCC (9.3 мг, 0.045 ммоль). Элюент для колоноч-
ной хроматографии: i-PrOH–CH3CN–H2O, 4 : 3 : 3,
выход 41% (7.3 мг), Rf 0.21 (i-PrOH–CH3CN–H2O,
4 : 3 : 3). 1H-ЯМР (700 MГц, D2O, кроме сигналов,
соответствующих спейсерированному тетрасаха-
риду А (тип 2), приведенных выше): δ 7.48–7.40
(м, 5Н, ArH), 5.19–5.14 (м, 2Н, PhCH2–), 4.65–4.57
(м, 2H, 2 α-H(D)), 4.51–4.47 (м, 1H, α-H(D-Z)),
2.92–2.79, 2.77–2.67, 2.67–2.54 (3м, 6Н,
3 ‒CH2– (D)).

Общая методика удаления Z-группы: к раство-
ру одного из гликокластеров (7) (12.0 мг,
6.63 мкмоль), (8) (4.9 мг, 1.8 мкмоль) или (9)
(7.0 мг, 2.0 мкмоль) в 1.5 мл смеси H2O–MeOH
(1 : 1) добавляли 30 мкл NH3 водн. (конц.), 25 мг
10% Pd/C и подвергали гидрогенолизу в атмосфе-
ре H2 (1 атм.). Через 3 ч смесь фильтровали, филь-
трат тщательно промывали смесью H2O–MeOH
(1 : 1), маточный раствор концентрировали и
фильтровали через плотный слой ваты, чтобы
удалить остатки Pd/C. Полученный раствор кон-
центрировали и подвергали лиофильной сушке
из воды, в результате получили продукты (10),
(11) или (12) в виде белой пены.

Соединение (10): выход 84% (9.3 мг), Rf 0.37
(MeOH–1 M Py ⋅ HOAc водн., 4 : 1). 1H-ЯМР
(700 МГц, D2O c добавлением эквимолярного со-
единению (10) количества CF3COOH, кроме сиг-
налов, соответствующих спейсерированному тет-
расахариду А (тип 2), приведенных выше): δ 4.29
(дд, J 6.9, 6.0, 1H, α-H(D)), 2.93–2.86 (м, 2Н,
‒CH2– (D)); HRESIMS: найдено m/z 1676.7004,
рассчитано для C66H113N7O42, [M + H]+ 1676.6994;
найдено m/z 838.8545, рассчитано для C66H113N7O42,
[M + 2H]2+ 838.8534; найдено m/z 849.8454, рассчи-
тано для C66H113N7O42, [M + H + Na]2+ 849.8443; най-
дено m/z 857.8321, рассчитано для C66H113N7O42, [M +
+ H + K]2+ 857.8313; найдено m/z 860.8359, рассчита-
но для C66H113N7O42, [M + 2Na]2+ 860.8353; найдено
m/z 868.8227, рассчитано для C66H113N7O42, [M + Na +
+ K]2+ 868.8223.

Соединение (11): выход 87% (4 мг), Rf 0.18
(i-PrOH–CH3CN–H2O, 4 : 3 : 4). 1H-ЯМР (700 МГц,
D2O c добавлением эквимолярного соединению
(11) количества CF3COOH, кроме сигналов, со-
ответствующих спейсерированному тетрасахари-
ду А (тип 2), приведенных выше): δ 4.68–4.65 (м,
1Н, α-H(D)), 4.32–4.29 (м, 1Н, α-H(D-Н)), 3.02–
2.91, 2.77–2.72, 2.69–2.64 (3м, 2Н, 1Н, 1Н,
2 ‒CH2– (D)); HRESIMS: найдено m/z 1282.5324,
рассчитано для C101H171N11O64, [M + 2H]2+

1282.5321; найдено m/z 855.3580, рассчитано для
C101H171N11O64, [M + 3H]3+ 855.3572.

Соединение (12): выход 65% (4.4 мг), Rf 0.31
(MeOH–1 M Py ⋅ HOAc водн., 5 : 1), 1H-ЯМР
(700 МГц, D2O c добавлением эквимолярного со-
единению (12) количества CF3COOH, кроме сиг-
налов, соответствующих спейсерированному тетра-
сахариду А (тип 2), приведенных выше): δ 4.71–4.64
(м, 2Н, 2 α-H(D)), 4.29–4.26 (м, 1Н, α-H(D-Н)),
2.97–2.64 (м, 6Н, 3 –CH2– (D)); HRESIMS: найдено
m/z 1150.8095, рассчитано для C136H229N15O86, [M +
+ 3H]3+ 1150.8086; найдено m/z 1725.7089, рассчи-
тано для C136H229N15O86, [M + 2H]2+ 1725.7092.

Общая методика конъюгации кластеров акти-
вированным эфиром (16): к раствору одного из
кластеров (10), (11) или (12) в 0.5 мл DMF добав-
ляли раствор активированного эфира (16) в 0.5 мл
CH2Cl2 и Et3N. После окончания реакции смесь
концентрировали, соупаривали с 1 мл толуола 3–
4 раза до полного удаления DMF и подвергали ко-
лоночной хроматографии на силикагеле. Фракции,
содержащие требуемый продукт, объединяли, кон-
центрировали и подвергали гель-хроматографии
(Sephadex LH-20, элюция CH3CN–H2O 1 : 1).
Фракции, содержащие чистый продукт, объеди-
няли, концентрировали и подвергали лиофиль-
ной сушке из воды. Полученный остаток раство-
ряли в 1 мл H2O, титровали 50 мМ водным раство-
ром NaHCO3 до pH 6.5–6.7 и снова подвергали
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лиофильной сушке, в результате получили целе-
вой нГЛ (13), (14) или (15) в виде белой пены.

Соединение (13): исходные количества реа-
гентов: соединение (10) (7.2 мг, 4.3 мкмоль), со-
единение (16) (4.2 мг, 4.3 мкмоль), Et3N (0.65 мкл,
4.7 мкмоль), время протекания реакции 18 ч, элю-
ент для колоночной хроматографии CH2Cl2–
EtOH–H2O, 3 : 5 : 1, выход 64% (7.0 мг), Rf 0.27
(CH2Cl2–EtOH–H2O, 3 : 5 : 1). 1H-ЯМР (700 МГц,
CD3OD–CDCl3–D2O, 6 : 3 : 2, кроме сигналов,
соответствующих спейсерированному тетрасаха-
риду А (тип 2), приведенных выше): δ 5.40–5.34
(м, 4Н, 2 НС=СН), 5.29–5.25 (м, 1Н, –OCH2–
CHO–CH2O–), 4.68 (дд, J 8.1, 6.1, 1Н, α-H(D)),
4.59 (дд, J 7.8, 11.5, 1Н, –СCOOHCH–CHO–
CH2O–), 4.22 (дд, J 7.6, 12.2, 1Н, м, 1Н,
‒CCOOHCH–CHO–CH2O–), 4.01–3.84 (м, 4Н,
PO–CH2–CH2–NH–, CH2–OP), 2.71 (дд, 1Н,
J 14.7, 6.1, –CHH– (D)), 2.60 (дд, 1Н, J 14.7, 8.1,
‒CHH– (D)), 2.39–2.33 (м, 4H, 2 CH2–C(O), 2.32–
2.25 (м, 4H, C(O)CH2CH2CH2CH2C(O)), 2.09–1.98
(м, 8Н, 2 CH2CH=CHCH2), 1.69–1.58 (м, 8Н,
2 СH2–CH2–C(O), C(O)CH2CH2CH2CH2C(O)),
1.40–1.27 (м, 40Н, –СH2–), 0.91 (т, J 7.0, 6Н,
2 ‒CH3). 13C-ЯMР (151 MГц, DMSO-d6–D2O 4 :
1): δ 173.0, 172.2, 171.9, 171.3, 171.2, 170.4 (C=O),
130.0 и 129.9 (C=C DOPE), 101.5 и 101.4 (C-1
Galβ), 101.2 и 101.1 (C-1 Fucα), 99.4 и 99.3 (C-1 Glc-
NAcβ), 92.5 и 92.4 (C-1 GalNAcα), 78.2, 76.5, 75.9,
75.7, 73.8, 72.7, 72.2, 71.7, 71.0, 70.3, 69.4, 69.1, 68.4,
67.8, 67.3, 66.6, 63.4, 61.9, 60.9, 60.4, 59.6, 55.6, 50.0,
39.5 (DMSO), 32.0, 29.8, 29.6, 29.4, 29.3, 27.3, 27.2,
25.3, 25.0, 23.3, 23.2, 23.0, 22.8, 21.3, 16.7 (C-6 Fucα),
14.3 (CH3 DOPE); HRESIMS: найдено m/z
2529.2753, рассчитано для C113H197N8O52P, [M –
H]– 2529.2714; найдено m/z 1264.1338, рассчитано
для C113H197N8O52P, [M – 2H]2– 1264.1321; найдено
m/z 842.4213, рассчитано для C113H197N8O52P, [M –
3H]3– 842.4190.

Соединение (14): исходные количества реа-
гентов: соединение (11) (4.0 мг, 1.6 мкмоль), со-
единение (16) (1.5 мг, 1.6 мкмоль), Et3N (0.25 мкл,
1.7 мкмоль), время протекания реакции 18 ч, элю-
ент для колоночной хроматографии CH2Cl2–
EtOH–H2O, 2 : 5 : 1, выход 67% (3.7 мг), Rf 0.5
(CH2Cl2–EtOH–H2O, 2 : 5 : 1). 1H-ЯМР (700 МГц,
CD3OD–CDCl3–D2O, 6 : 3 : 2, кроме сигналов,
соответствующих спейсерированному тетрасаха-
риду А (тип 2), приведенных выше): δ 5.40–5.34
(м, 4Н, 2 НС=СН), 5.29–5.25 (м, 1Н, –OCH2–
CHO–CH2O–), 4.71–4.65 (м, 2Н, 2 α-H(D)),
4.60–4.57 (м, 1Н, –CCOOHCH–CHO–CH2O–),
4.22 (дд, J 7.6, 12.3, 1Н, м, 1Н, –CCOOHCH–
CHO–CH2O–), 4.03–3.84 (м, 4Н, PO–CH2–CH2–
NH–, CH2–OP), 2.84–2.78, 2.76–2.67, 2.66–2.59 (3м,
4Н, 2 –CH2– (D)), 2.40–2.33 (м, 4H, 2 –CH2–C(O)),
2.32–2.25 (м, 4H, C(O)CH2CH2CH2CH2C(O)), 2.08–
2.01 (м, 8Н, 2 CH2CH=CHCH2), 1.68–1.60 (м, 8Н,

2 СH2–CH2–C(O), C(O)CH2CH2CH2CH2C(O)),
1.41–1.28 (м, 40Н, –СH2–), 0.91 (т, J 7.1, 6Н, 2 –CH3);
HRESIMS: найдено m/z 1707.3105, рассчитано для
C148H255N12O74P, [M – 2H]2– 1707.3093.

Соединение (15): исходные количества реа-
гентов: соединение (12) (3.0 мг, 0.87 мкмоль), со-
единение (16) (0.84 мг, 0.87 мкмоль), Et3N
(0.13 мкл, 0.96 мкмоль), время протекания реак-
ции 48 ч, элюент для колоночной хроматографии
CHCl3–MeOH–H2O, 2 : 6 : 1, выход 55% (2.1 мг),
Rf 0.43 (CHCl3–MeOH–H2O, 2 : 6 : 1). 1H-ЯМР
(700 МГц, CD3OD–CDCl3–D2O, 6 : 3 : 2, кроме
сигналов, соответствующих спейсерированному
тетрасахариду А (тип 2), приведенных выше):
δ 5.40–5.34 (м, 4Н, 2 НС=СН), 5.29–5.25 (м, 1Н,
–OCH2–CHO–CH2O–), 4.71–4.64 (м, 3Н, 3 α-
H(D)), 4.60–4.57 (м, 1Н, –CCOOHCH–CHO–
CH2O–), 4.22 (дд, J 7.5, 12.1, 1Н, м, 1Н,
‒CCOOHCH–CHO–CH2O–), 4.02–3.84 (м, 4Н,
PO–CH2–CH2–NH–, CH2–OP), 3.10–3.04, 2.95–
2.85, 2.78–2.59 (3м, 6Н, 3 –CH2– (D)), 2.40–2.33
(м, 4H, 2 –CH2-C(O), 2.32–2.25 (м, 4H,
C(O)CH2CH2CH2CH2C(O)), 2.09–2.01 (м, 8Н,
2 CH2CH=CHCH2), 1.68–1.59 (м, 8Н, 2 СH2–
CH2–C(O), C(O)CH2CH2CH2CH2C(O)), 1.41–1.28
(м, 40Н, –СH2–), 0.91 (т, J 7.1, 6Н, 2 –CH3);
HRESIMS: найдено m/z 2150.9899, рассчитано
для C183H313N16O96P, [M – 2H]2– 2150.9880; найде-
но m/z 1433.6585, рассчитано для C183H313N16O96P,
[M – 3H]3– 1433.6563; найдено m/z 1074.9926, рас-
считано для C183H313N16O96P, [M – 4H]4– 1074.9904.

Получение нГЛ (19). К смеси 4.4 мг
(5.9 мкмоль) DSPE (18) и 0.5 мл CH2Cl2 добавляли
раствор 5.5 мг (5.4 мкмоль) активированного
эфира тетрасахарида А (тип 2) (17) в 0.5 мл DMF,
0.1 мкл (0.8 мкМ) Et3N и 0.5 мл CH3CN. Через 48 ч
смесь концентрировали и соупаривали с 1 мл то-
луола 4 раза до полного удаления DMF. Получен-
ный остаток подвергали колоночной хроматогра-
фии на силикагеле (элюция CHCl3–EtOH–H2O,
6 : 5 : 0.7). Фракции, содержащие чистый продукт,
концентрировали, подвергали лиофильной сушке из
воды, полученный остаток растворяли в 1 мл H2O,
титровали 50 мМ водным раствором NaHCO3 до
pH 6.5 и снова подвергали лиофильной сушке, в
результате получили целевой нГЛ (19) в виде бе-
лой пены с выходом 75% (6.7 мг), Rf 0.29 (CHCl3–
EtOH–H2O, 6 : 5 : 0.7). 1H-ЯМР (700 МГц,
CD3OD–CDCl3 1 : 1, кроме сигналов, соответству-
ющих спейсерированному тетрасахариду А (тип 2),
приведенных выше): δ 5.26–5.23 (м, 1Н, –OCH2–
CHO–CH2O–), 4.45 (дд, J 12.1, 3.2, 1Н,
‒CCOOHCH–CHO–CH2O–), 4.20 (дд, J 6.7, 12.0,
1Н, –CCOOHCH–CHO–CH2O–), 4.04–3.93 (м,
2Н, PO–CH2–CH2–NH–), 3.96–3.89 (м, 2Н,
CH2–OP), 2.36–2.30 (м, 4H, 2 –CH2–C(O), 2.28–2.22
(м, 4H, C(O)CH2CH2CH2CH2C(O)), 1.68–1.59 (м, 8Н,
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2 СH2–CH2–C(O), C(O)CH2CH2CH2CH2C(O)),
1.37–1.25 (м, 56Н, –СH2–), 0.89 (т, J 7.1, 6Н, 2 –CH3);
HRESIMS: найдено m/z 1645.9442, рассчитано для
C78H143N4O30P, [M – H]– 1645.9452; найдено m/z
822.4696, рассчитано для C78H143N4O30P, [M – 2H]2–

822.4690.
Получение нГЛ (23). К раствору 31 мг

(0.091 ммоль) дисукцинимидного эфира адипи-
новой кислоты (20) и 2.5 мкл (0.018 ммоль) Et3N в
смеси 2 мл CHCl3 и 50 мкл DMF при перемеши-
вании по каплям добавляли раствор DPyPE (21)
(10 мг, 0.012 ммоль) в 0.2 мл CHCl3. Через 2 ч
смесь концентрировали, а остаток подвергали
гель-фильтрации (Sephadex LH-20, элюция
CHCl3–MeOH, 1 : 1, 0.1% AcOH), в результате по-
лучили 12.1 мг (95%) активированного эфира (22)
в виде белой пены, Rf 0.70 (СH2Cl2–EtOH–H2O,
6 : 5 : 0.5).

К раствору аминопропилгликозида тетрасаха-
рида А (тип 2) (6) (7.7 мг, 0.010 ммоль) в 0.4 мл
DMSO добавляли раствор активированного эфи-
ра (22) (12.1 мг, 0.012 ммоль) в 0.4 мл CH2Cl2 и
Et3N (1.7 мкл, 0.012 ммоль). Через 2 ч реакцион-
ную смесь подвергали гель-хроматографии (Se-
phadex LH-20, элюция CHCl3–MeOH, 1 : 1),
фракции, содержащие требуемый продукт, объ-
единяли, концентрировали и подвергали коло-
ночной хроматографии на силикагеле (элюция
CH2Cl2–EtOH–H2O, 6 : 5 : 0.5). Фракции, содер-
жащие чистый продукт, объединяли, концентри-
ровали и подвергали лиофильной сушке из воды.
Полученный остаток растворяли в 1 мл воды, тит-
ровали 50 мМ водным раствором NaHCO3 до pH
6.5 и снова подвергали лиофильной сушке, в ре-
зультате получили целевой нГЛ (23) в виде белой
пены с выходом 54% (9.2 мг), Rf 0.33 (CH2Cl2–
EtOH–H2O, 6 : 5 : 0.5). 1H-ЯМР (700 МГц, CD3OD–
CDCl3, 1 : 2, кроме сигналов, соответствующих
спейсерированному тетрасахариду А (тип 2), при-
веденных выше): δ 5.27–5.22 (м, 1Н, –OCH2–CHO–
CH2O–), 4.46–4.42 (м 1Н, –CCOOHCH–CHO–
CH2O–), 4.21–4.16 (м, 1Н, –CCOOHCH–CHO–
CH2O–), 4.01–3.96 (м, 2Н, PO–CH2–CH2–NH–),
3.95–3.89 (м, 2Н, CH2–OP), 2.38–2.30 (м, 2H,
2 CH(CH3)–CHH-C(O)), 2.28–2.19 (м, 4H,
C(O)CH2CH2CH2CH2C(O)), 2.16–2.08 (м, 2H,
2 CH(CH3)–CHH–C(O)) 1.97–1.89 (м, 2Н,
2 СH(CH3)–CH2–C(O)), 1.68–1.62 (м, 4Н,
C(O)CH2CH2CH2CH2C(O)), 1.53 (дп, J 13.3, 6.7,
2Н, СH(CH3)2), 1.41–1.04 (м, 40Н, 18 –СH2–,
4 ‒CH2CH(CH3)CH2–), 0.96–0.92 (м, 6Н,
2 CH(CH3)– CHH–C(O)), 0.89–0.83 (м, 24Н, 8 –CH3);
HRESIMS: найдено m/z 1702.0046, рассчитано для
C82H151N4O30P, [M – H]– 1702.0078; найдено m/z
850.4993, рассчитано для C82H151N4O30P, [M – 2H]2–

850.5003; найдено m/z 1704.0192, рассчитано для
C82H151N4O30P, [M + H]+ 1704.0224; найдено m/z
1726.0018, рассчитано для C82H151N4O30P, [M +

+ Na]+ 1726.0043; найдено m/z 1747.9830, рассчи-
тано для C82H151N4O30P, [M – H + 2Na]+ 1747.9862.

Получение нГЛ (25). К раствору аминопропи-
лгликозида тетрасахарида А (тип 2) (6) (2.0 мг,
2.5 мкмоль) в 0.5 мл DMF добавили раствор холе-
стерилхлорформата (24) (1.4 мг, 3.0 мкмоль) в
0.2 мл CH2Cl2 и 0.4 мкл (3 мкмоль) Et3N. Через час
реакционную смесь концентрировали и соупари-
вали 2 раза с о-ксилолом до полного удаления
DMF. Остаток подвергали колоночной хромато-
графии на силикагеле (элюция CH2Cl2–EtOH–H2O,
6 : 5 : 1), фракции, содержащие чистый продукт,
объединяли, концентрировали и подвергали
гель-хроматографии (Sephadex LH-20, элюция
CHCl3–MeOH, 1 : 1). Чистые фракции снова объ-
единяли, концентрировали и подвергали лио-
фильной сушке из воды, в результате получили
95% (3.2 мг) продукта в виде белой пены, Rf 0.45
(CH2Cl2–EtOH–H2O, 6 : 5 : 1). 1H-ЯМР (700 МГц,
CD3OD–CDCl3, 1 : 1, кроме сигналов, соответ-
ствующих спейсерированному тетрасахариду А
(тип 2), приведенных выше): δ 5.39 (м, 1H; =CH),
4.43 (м, 1H, OCH), 2.38–2.28 (м, 2Н, =CH–CH2–
), 2.00 (м, 1H), 1.89 (м, 1H), 1.68–1.27 (м, 14H),
1.20–0.97 (м, 13H), 0.94 (д, 3H, J 6.6 Гц; CH3), 0.88
(д, 3H, J 6.6 Гц; CH3), 0.87 (д, 3H, J 6.6 Гц; CH3),
0.71 (с, 3H; CH3); HRESIMS: найдено m/z
1202.6785, рассчитано для C59H99N3O22, [M + H]+

1202.6793; найдено m/z 1224.6604, рассчитано для
C59H99N3O22, [M + + Na]+ 1224.6612; найдено m/z
1240.6385, рассчитано для C59H99N3O22, [M + K]+

1240.6352.
Получение нГЛ (27). К раствору аминопропил-

гликозида тетрасахарида А (тип 2) (6) (5.8 мг,
7.3 мкмоль) в 0.5 мл DMF добавляли раствор ак-
тивированного эфира (26) (4.7 мг, 7.5 мкмоль) в
0.2 мл DMF и 2.0 мкл (15 мкмоль) Et3N. Через 3 ч
реакционную смесь подвергали гель-хроматогра-
фии (Sephadex LH-20, элюция CHCl3–MeOH, 2 : 1).
Фракции, содержащие чистый продукт, объеди-
няли, концентрировали и подвергали лиофиль-
ной сушке из воды, в результате получили 8.6 мг
(71%) продукта (27) в виде белой пены, Rf 0.23
(CHCl3–MeOH–H2O, 19 : 8 : 1). 1H-ЯМР
(700 МГц, CD3OD, 30°С): δ 5.38 (м, 1H; =CH),
4.36 (м, 1H; OCH), 3.09 (т, 2H, J 6.9 Гц; CH2N ами-
новалериановой кислоты), 2.20 (т, 2H, J 7.5 Гц;
CH2CO аминовалериановой кислоты), 2.05 (м,
1H), 1.97 (м, 1H), 1.87(м, 1H), 1.73 (м, 1H), 1.64–
1.27 (м, 16H), 1.12–0.97 (м, 13H), 0.94 (д, 3H, J 6.6;
CH3), 0.881 (д, 3H, J 6.6; CH3), 0.877 (д, 3H, J 6.6;
CH3), 0.72 (с, 3H; CH3); HRESIMS: найдено m/z
1301.7477, рассчитано для C64H108N4O23, [M + H]+

1301.7477; найдено m/z 1323.7294, рассчитано для
C64H108N4O23, [M + Na]+ 1323.7297; найдено m/z
1339.7034, рассчитано для C64H108N4O23, [M + K]+

1339.7036; найдено m/z 651.3777, рассчитано для
C64H108N4O23, [M + 2H]2+ 651.3775.
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Получение нГЛ (30). К тщательно перемешива-
емому раствору активированного эфира (26) (46.7 мг,
0.0745 ммоль) в смеси DMF и CHCl3 (1.5 мл и
0.5 мл) добавляли раствор CMG(2)-диамина (28)
(304 мг, 0.298 ммоль) в смеси H2O и i-PrOH (1.4 мл
и 1 мл) и 1 M NaHCO3 (0.596 мл, 0.596 ммоль).
Смесь перемешивали в течение часа, затем ней-
трализовали 34 мл AcOH и упаривали досуха. Ко-
лоночной хроматографией на силикагеле (элю-
ция CHCl3–MeOH–H2O, 2 : 6 : 1 → 1 : 3 : 1), гель-
хроматографией (Sephadex LH-20, элюция
MeOH–H2O, 1 : 2) и лиофильной сушкой из воды
получали 48 мг (41% в расчете на эфир (26)) амина
(29) в виде белой пены, Rf 0.61 (CHCl3–MeOH–
H2O, 1 : 3 : 1). 1H-ЯМР (700 MГц, D2O–CD3OD,
2 : 1): δ 5.40 (м, 1H; =CH холестерина), 4.40 (м,
1H; OCH холестерина), 4.29–3.90 (32H;
4 CH2COO, 12 NCH2CO; CMG), 3.38 (м, 4H;
NCH2CH2N), 3.12 (т, J 6.5, 2H; CH2N остатка ами-
новалериановой кислоты), 2.36 (т, J 7.5; CH2CO
остатка аминовалериановой кислоты), 2.33 (м,
2H; O–C–CH2–C=C холестерина), 2.06, 1.99 и
1.88 (м, 5H; холестерин и остаток аминовалериа-
новой кислоты), 1.66–0.96 (31H; холестерин и
остаток аминовалериановой кислоты), 0.90 (д,
J 6.6, 3H; CH3 холестерина), 0.89 (д, J 6.2, 3H; CH3
холестерина), 0.73 (с, 3H; CH3 холестерина);
HRESIMS: m/z найдено 766.8646, рассчитано для
C67H105N15O23 [M + 2Na]2+ 766.8646.

К раствору активированного эфира (17)
(11.3 мг, 0.0111 ммоль) в 1 мл DMSO добавляли
производное (29) (13.3 мг, 8.56 мкмоль) и Et3N
(1.2 мкл, 8.6 мкмоль) тремя равными порциями
каждые 2 ч. Через 14 ч после добавления послед-
ней порции (29) реакционную смесь подвергали
гель-хроматографии (Sephadex LH-20, H2O–
i-PrOH, 2 : 1, 0.5% Py ⋅ HOAc), выделенный про-
дукт лиофилизировали из воды 2 раза, затем рас-
творяли в 1 мл воды, титровали 50 мМ водным
раствором NaHCO3 до pH 6.5 и снова подвергали
лиофильной сушке, в результате получали 53%
(11.2 мг) целевого нГЛ (30) в виде белой пены, Rf
0.38 (CHCl3–MeOH–H2O, 2 : 6 : 1). 1H-ЯМР
(700 MГц, D2O–CD3OD, 2 : 1, кроме сигналов, со-
ответствующих спейсерированному тетрасахари-
ду А (тип 2), приведенных выше): δ 5.44 (с, 1H;
=CH холестерина), 4.38 (м, 1H; OCH холестери-
на), 4.29–3.90 (м, 32 H; 4 CH2COO, 12 NCH2CO из
CMG(2)), 3.13 (т, 2H, J 6.9, 6.9 Гц; CH2N аминова-
лериановой кислоты), 2.36 (м, 5H; CH2CO амино-
валериановой кислоты и 3H холестерина), 2.27
(м, 2H), 2.02–1.76 (м, 6H), 1.67–1.29 (м, 17H),
1.22–0.95 (м, 13H), 0.887 (д, 3H, J 6.6; CH3 холесте-
рина), 0.883 (д, 3H, J 6.6; CH3 холестерина), 0.72
(с, 3H; CH3 холестерина). 13C-ЯМР (176 MГц, D2O–
CD3OD, 2 : 1): δ 176.64, 176.62, 176.6, 176.0, 175.6,
175.0, 174.5, 174.0 (C=O), 171.8–170.6 (C=O
CMG(2)), 157.6 (N(C=O)O), 147.7 (C=CH Chol),
130.0 (C=CH Chol), 101.2 (C-1 Galβ), 100.3 (C-1

Fucα), 98.7 (C-1 GlcNAcβ), 91.5 (C-1 GalNAcα),
76.5, 75.8, 75.4, 75.3, 72.5, 72.3, 71.8, 71.2, 70.1, 68.7,
68.0, 67.9, 67.6, 66.8, 63.2, 61.4, 61.2, 60.2, 55.5, 53.0,
52.5, 52.4, 49.6, 48.0 (метанол), 42.3, 40.8, 39.4, 38.5
(NCH2CH2N), 36.4, 36.1, 35.4, 35.1, 31.8, 28.6, 27.7,
25.0, 24.6, 22.4, 22.1, 21.9, 20.9, 18.9, 18.5, 15.2 (C-6
Fucα), 14.2 (CH3 Chol); HRESIMS: найдено m/z
1239.0330, рассчитано для C104H162N18O45Na4, [M +
+ 2H]2+ 1239.0354; найдено m/z 1261.0159, рассчи-
тано для C104H162N18O45Na4, [M + 2Na]2+ 1261.0174;
найдено m/z 848.3431, рассчитано для
C104H162N18O45Na4, [M + 3Na]3+ 848.3413.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Синтезирована серия из восьми аналогов гли-

колипидов, содержащих константный углевод-
ный фрагмент – тетрасахарид А (тип 2), но отли-
чающихся строением липидного участка и спей-
сера (его длины, что особенно важно); кроме
того, синтезированы варианты гликолипидов с
кластером из одинаковых углеводных фрагмен-
тов – 2–4 остатков тетрасахарида А (тип 2).

Столь представительный набор встраиваемых
в мембрану проб дает возможность изучения
функционирования природных гликосфинголи-
пидов клетки – кинетики встраивания в клетку,
распределения встроенных гликолипидов в мем-
бране, включения их в клеточные микровезикулы
и многого другого.
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Synthesis of Synthethic Analogs of Glycolipids Containing A (Type 2) Tetrasaccharide

D. O. Petrakova*, M. S. Savchenko*, I. S. Popova*, A. B. Tuzikov*, A. S. Paramonov*,
A. O. Chizhov**, N. V. Bovin*, and I. M. Ryzhov*, #
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*Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Sciences,
ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia
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Leninskiy prosp. 47, Moscow, 119991 Russia

Glycolipids are the components of cellular membrane containing glycan and lipid parts. Transport of glyco-
lipids from membrane and vice versa from extracellular space into the membrane is possible. This opens op-
portunity for modification of cellular membrane via embedding of glycolipids. In practice, synthetical ana-
logs of glycolipids are significantly more convenient than natural glycolipids for such application, as the prop-
erties of the synthetical analogs can be varied and other bioactive components besides glycans can be
introduced into their structure. This research describes synthesis of the eight synthetical glycolipids contain-
ing the same glycan part – A (type 2) tetrasaccharide but varying in the composition of lipid part or including
several glycan residues. Obtained set of synthetic glycolipids will allow to study the influence of structural
variations on the ability to present tetrasaccharide antigen on the cellular surface.

Keywords: glycolipid, glycocluster, dioleoylphosphatidylethanolamine, distearoylphosphatidylethanolamine,
diphytanoylphosphatidylethanolamine, cholesterol
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Описан синтез липидного конъюгата иммуностимуляторного олигодезоксирибонуклеотида
CpG-ODN (PD-CpG-DOPE). Получены липосомы, нагруженные композицией Т-клеточных эпи-
топов коронавируса SARS-CoV-2 (7 пептидов) и несущие в мембране конъюгат PD-CpG-DOPE, в том
числе препарат лиофилизированных липосом, пригодный для длительного хранения. В экспериментах
in vitro на клетках перитонеального экссудата мышей показана тенденция к увеличению иммуногенно-
сти липосом с пептидами при введении в липидный бислой конъюгата PD-СpG-DOPE, по сравнению
с добавлением (коммерческого) фосфоротиоатного производного СpG-ODN в растворе.

Ключевые слова: Т-клетки, эпитопы, SARS-CoV-2, вакцины, пептиды, липосомы, CpG-ODN
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ВВЕДЕНИЕ

Пептидные вакцины представляют интерес в
качестве альтернативы вакцинам на основе пол-
норазмерных антигенов или других молекул па-
тогенного происхождения, которые могут содер-
жать онкогенные последовательности; они без-
опаснее вакцин на основе белков или РНК в
отношении аллергических и аутоиммунных реак-
ций (обзоры [1, 2]). Для предотвращения прежде-
временной деградации пептиды можно заклю-
чать в наноразмерные носители, в том числе ли-
посомы [2–4]. Иммуногенность вакцин на основе
липосом с инкапсулированными или связанны-
ми с поверхностью специфическими пептидами
показана в доклинических исследованиях [5–8].

Адъювантные свойства липосом как таковых
можно усилить (или направить по пути того или
иного типа иммунного ответа) c помощью имму-
ностимуляторов – специфических лигандов, ко-
торые вызывают активацию рецепторов антиген-
презентирующих клеток (АРСs), распознающих
патоген-ассоциированные молекулярные паттер-
ны (PAMPs) [3, 4, 9]. Одними из PAMPs являются
неметилированные CpG-мотивы бактериальных
ДНК, т.к. они гораздо реже содержатся в хромо-
сомах эукариот. СpG-мотивы синтетических
олигонуклеотидов (СpG-ODN) распознаются ре-
цептором TLR-9, который экспрессируется в
мембранах эндосом В-клеток, моноцитов, NK-
клеток, дендритных клеток и макрофагов [5, 10].
В результате стимулируется выработка провоспа-
лительных цитокинов и хемокинов, повышается
экспрессия МНСII и костимуляторных молекул
(CD40, CD80, CD83, CD86).

Различные варианты СpG-ODN широко ис-
пользуются в доклинических исследованиях в
форме фосфоротиоатных производных, устойчи-
вых к действию нуклеаз, но запрещенных для
применения в клинике из-за токсичности. Ин-
капсулирование СpG-ODN во внутренний вод-
ный объем липосом (или других систем доставки
лекарств) позволяет частично решить проблему
ферментативной устойчивости фосфодиэфирных
связей [5, 11, 12]. В то же время желательно, чтобы
СpG-ODN был экспонирован снаружи вакцин-

1 Статья посвящается памяти академика РАН Вадима Тихо-
новича Иванова. 
Сокращения: APCs – антиген-презентирующие клетки
(аntigen-presenting cells); Chol – холестерин; CpG-ODN –
олигодезоксирибонуклеотид, содержащий мотивы CpG;
DOPE – 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин;
еPC – яичный фосфатидилхолин; Mal – 3-малеимидопро-
пионил; MHC – главный комплекс гистосовместимости
(major histocompatibility complex); PD-СpG-DOPE – липид-
ный конъюгат олигодезоксирибонуклеотида (с немодифици-
рованными фосфодиэфирными связями); SARS-CoV-2 – ко-
ронавирус тяжелого острого респираторного синдрома 2;
TLRs – Toll-подобные рецепторы (Toll-like receptors).
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ной конструкции для взаимодействия с рецепто-
ром на поверхности APCs [13]. Химическая конъ-
югация с макромолекулами значительно увели-
чивает устойчивость олигонуклеотидов (ODN) к
действию нуклеаз [5, 14–16], например, конъюгат
СpG-ODN c белком-антигеном предложено сор-
бировать на поверхности катионных липосом
[17]. Другая стратегия – встраивание в бислой ли-
посом конъюгата СpG-ODN с липидом [18, 19].

Недавно на основании анализа публикаций
результатов полногеномного иммуноинформати-
ческого анализа Т-клеточных эпитопов корона-
вируса SARS-CoV-2 (штамм Ухань), а также ряда
клинических исследований иммунодоминантных
эпитопов у выздоравливающих после заболева-
ния COVID-19 пациентов нами были отобраны и
синтезированы нонамерные эпитопы CD8+-Т-
лимфоцитов из состава структурных, вспомога-
тельных и неструктурных белков вируса (13 пеп-
тидов) и 15-мерный эпитоп CD4+-Т-лимфоцитов
из S-белка [20]. В результате анализа специфиче-
ской эффективности нескольких композиций из
6–7 пептидов и их липосомальных формуляций в
тестах на выработку IFN-γ (интерферон гамма) и
TNF-α (фактор некроза опухоли альфа) сплено-
цитами после иммунизации интактных мышей в
сочетании с фосфоротиоатным производным
СpG-ODN были выявлены две перспективные
формуляции [20].

Цель данной работы – синтез липидного
конъюгата PD-CpG-ODN (олигонуклеотид с
фосфодиэфирными связями), встраивание его в
мембрану липосом, несущих одну из выявленных
формуляций пептидов во внутреннем водном
объеме, и первичная оценка иммуногенности по-
лученных липосом.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Показано, что для сохранения иммуностиму-

ляторной активности 3'-модификация PD-СpG-
ODN предпочтительна по сравнению с 5'-моди-
фикацией из-за большей устойчивости радикала
ODN к действию экзонуклеаз [21]. Липидное
производное PD-СpG-ODN 1826 (TCCATGAC-
GTTCCTGACGTT) – олигонуклеотида, специфич-
ного к TLR-9 мыши, – синтезировали конъюгацией
3'-SH-модифицированного ODN с N-малеимидо-
пропионильным производным 1,2-диолеоил-sn-гли-
церо-3-фосфоэтаноламина (Mal-DOPE, рис. 1а).
Для деблокирования SH-группы исходный реагент
PD-СpG-ODN, модифицированный по 3'-фосфа-
ту гексил-6-дитиогексан-1-олом, обрабатывали
избытком трис(2-карбоксиэтил)фосфина (ТСЕР)
при рН 7.0, затем подкисляли уксусной кислотой
и выделяли 3'-SH-PD-СpG-ODN гель-хромато-
графией на колонке с сефадексом G-15 в водно-
метанольной фазе при рH ~3.5. Продукт вводили
в реакцию с 8-кратным избытком Mal-DOPE в
системе вода–изопропанол 2 : 1 (или 1 : 1), при
этом изначально гетерогенный раствор стал про-

зрачным при доведении рН до 6.0–6.5. Избыток
липида экстрагировали 10-кратным объемом
подкисленного этилацетата, высаживая целевой
продукт центрифугированием. Структура полу-
ченного конъюгата PD-СpG-DOPE подтвержде-
на спектром 1H-ЯМР.

Электрофорез в ПААГ в денатурирующих
условиях также свидетельствует об образовании
конъюгата ODN (молекулярные массы PD-СpG-
DOPE и исходного реагента PD-СpG-ODN рав-
ны 7149 и 6386 соответственно без учета катио-
нов) (рис. 1б). Полоса на уровне чуть ниже поло-
сы исходного реагента PD-СpG-ODN (рис. 1б,
дорожки 1, 2), вероятнее всего, свидетельствует о
примеси в нем немодифицированного олигонук-
леотида, который на 266 Да легче. Эта примесь
обнаруживается и в исходном PD-СpG-ODN
(рис. 1б, дорожки 3, 4). Важно отметить, что эф-
фективность проявления липидного конъюгата
ODN бромистым этидием должна быть ниже, чем
исходного реагента или немодифицированного
ODN из-за образования мицелл, затрудняющих
формирование двухцепочечных фрагментов ДНК.

Липосомы с композицией из семи пептидов
(их перечень и принадлежность к вирусным бел-
кам приведены в сноске 1 к табл. 1) получали ме-
тодом экструзии через поры 200 нм, как описано
ранее [20]. Формировали бислой из яичного фос-
фатидилхолина (еРС), холестерина (Chol) и
0.2 мольн. % PD-СpG-DOPE. Высокий процент
холестерина (33%) обеспечивает формирование
прочной мембраны липосом с жидкокристалли-
ческой упорядоченной фазой липидного бислоя
[22]. Изотонический раствор сахарозы вместо
хлорида натрия вводили в буфер как для повыше-
ния растворимости пептидов, так и в качестве
криопротектора для получения лиофилизата ли-
посом.

Характеристики липосом с инкапсулирован-
ными пептидами приведены в табл. 1. Для определе-
ния включения пептидов в липосомы использовали
ультрафильтрацию в варианте ступенчатой диа-
фильтрации: дисперсии концентрировали в ~2 раза,
разбавляли до исходного объема, вновь концентри-
ровали и затем еще дважды повторяли цикл. Эффек-
тивность загрузки липосом составила ~50% от ис-
ходно взятого количества пептидов, что коррели-
рует с результатами других авторов [6, 7, 23–25].
При получении вакцины обычно не освобождают
от свободных антигенов (белков, пептидов) во из-
бежание потерь целевого материала за счет сорбции
при гель-фильтрации или ультрафильтрации и при
последующем концентрировании [7, 24, 25].

Включение PD-СpG-DOPE в липосомы (без
пептидов), по данным ультрафильтрации, соста-
вило 97%; возможно, примесь немодифициро-
ванного ODN (см. выше) внесла вклад в 3% по-
терь в водную фазу. Анализ фракций после гель-
хроматографии липосом LP-СpG-DOPE с помощью
электрофореза в ПААГ также подтвердил вклю-
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чение конъюгата ODN в липосомы (данные не
приведены).

Для длительного хранения дисперсии липосом
подвергали лиофилизации, а затем восстанавли-
вали регидратацией соответствующим объемом
воды. По характеристикам липосом после лиофи-
лизации и регидратации, приведенным в табл. 1,
можно заключить, что лиофилизация – подходя-
щий метод хранения вакцинных конструкций,
т.к. восстановленные формуляции липосом не
претерпели существенных изменений в размерах
и включении пептидов. Анализ структуры липо-
сом с помощью криогенной просвечивающей
электронной микроскопии также подтверждает
сохранение их целостности, отдельных невезику-
лярных частиц не наблюдается (рис. 1в).

Оценку иммуногенности композиции пепти-
дов и липосомальных формуляций in vitro прово-

дили на клетках перитонеального экссудата кон-
венциональных мышей. После стимуляции кле-
ток препаратами в течение 48 ч анализировали
экспрессию маркера активации макрофагов,
дендритных клеток и В-клеток CD80 методом
проточной цитометрии. Все исследуемые препа-
раты стимулировали экспрессию CD80 (рис. 2).

Максимальный эффект, как и ожидалось, по-
казала композиция пептидов вне липосом, т.к. в
эксперименте in vitro обеспечивается прямой
контакт антигенов с APCs (кроме того, отсутству-
ют пептидазы биологических жидкостей). В ря-
ду липосом наблюдается тенденция к последо-
вательному росту иммуногенности при добав-
лении в формуляции пептидов и ODN.
Максимальную экспрессию CD80 вызвала фор-
муляция липосом, конъюгированных с СpG-
олигонуклеотидом LP-CpG-DOPE.

Рис. 1. (а) – Синтез липидного конъюгата PD-СpG-ODN (PD-СpG-DOPE): i – TCEP, pH 7.0; ii – H2O–iPrOH, 2 : 1,
pH 6.5; (б) – электрофореграммы PD-СpG-DOPE (дорожки 1, 2 – разведения отличаются в 10 раз) и исходного реа-
гента PD-СpG-ODN (дорожки 3, 4), 12%-ный ПААГ, денатурирующие условия – 7 М мочевина; (в) – криоэлектрон-
ные микрофотографии липосом, нагруженных пептидами и несущих PD-СpG-DOPE (LP-CpG-DOPE), до (слева) и по-
сле лиофилизации и регидратации (справа). Масштабный отрезок – 50 нм.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и реагенты. Пептиды получены
твердофазным синтезом с применением страте-
гии Fmoc/трет-бутил на тритилхлоридполисти-
рольном полимере, как описано в работе Kryuko-
va et al. [26], и любезно предоставлены Н.С. Его-
ровой (ИБХ РАН). Олигонуклеотид CpG-ODN
1826 (фосфоротиоатное производное) любезно
предоставлен В.А. Гущиным (“НИЦЭМ им.
Н.Ф. Гамалеи”). 2,5-Диоксопирролидин-1-ил-3-
(2,5-диоксо-2,5-дигидро-1H-пиррол-1-ил)про-

паноат синтезировали, как описано Magano et al.
[27]. Использовали PD-СpG-ODN 1826, 3'-моди-
фицированный гексил-6-дитиогексанолом, произ-
водства ООО “Синтол” (Россия); фосфатидилхо-
лин яичного желтка (еРС, Lipoid E PC S), 1,2-ди-
олеоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин (DOPE) и
холестерин (Chol) производства Lipoid GmbH
(Heidelberg, ФРГ) квалификации USP (United
States Pharmacopeia); сахарозу и этилендиамин-
тетрауксусную кислоту (EDTA; Panreac, Испа-
ния); сефарозу CL-4B и сефадекс G-15 (Pharma-

Таблица 1. Характеристики липосом с инкапсулированными пептидами1

1 VGYLQPRTF (S-белок, 267–275 а.о.), YVYSRVKNL (белок оболочки E, 56–64 а.о.), KTFPPTEPK (нуклеокапсидный белок N,
361–369 а.о.), ATEGALNTPK (N-белок, 134–143 а.о.), ATSRTLSYYК (M-белок, 171–179 а.о.), TTDPSFLGRY (Orf1a,
1637–1646 а.о.), SYGFQPTNGVGYQPY (S-белок, 494–508 а.о.). 
2 По данным измерений на установке Litesizer 500 (Anton Paar GmbH, Австрия) для липосом без пептидов; буфер 10 мM KCl,
1 мM K2HPO4, 1 мM KH2PO4, pH 7.0. 
3 По данным измерений на установке Brookhaven 90PLUS Particle Size Analyzer (Brookhaven Instruments Corp., США). 
4 Рассчитано по формуле: [1 − (масса невключившихся пептидов в смывах после ультрафильтрации)/(масса исходно взятых
пептидов для инкапсулирования в липосомы)] × 100%. По данным измерения оптической плотности при 273 нм, n = 3–5.

Образец Состав (липиды, 
мольн. %)

ζ-
Потенциал 
(мВ) ± SD2

До лиофилизации После лиофилизации и регидратации

диаметр 
(нм) ± SD3 PDI ± SD3

включение 
пептидов 
(%) ± SE4

диаметр (нм) 
± SD3 PDI ± SD3

включение 
пептидов 

(%)4

LК ePC–Chol, 67 : 33 –2.8 ± 0.5 185.2 ± 1.3 0.112 ± 0.020 – 170.2 ± 2.6 0.090 ± 0.018 –
LP ePC–Chol, 67 : 33, 

пептиды
н.о. 191.2 ± 1.9 0.075 ± 0.021 55.6 ± 4.4 168.0 ± 4.0 0.095 ± 0.022 51.9

LP-CpG-DOPE ePC–Chol–PD-
CpG-DOPE, 
67 : 33 : 0.2, пептиды

–18.9 ± 1.7 180.4 ± 1.4 0.052 ± 0.014 48.5 ± 5.2 161.1 ± 1.6 0.056 ± 0.022 43.5

Рис. 2. Влияние препаратов липосом на экспрессию CD80 клетками перитонеального экссудата мышей. Обозначения
образцов приведены в табл. 1. Образец LP + CpG – липосомы с пептидами (LP) и добавленным раствором CpG-ODN
1826 (фосфоротиоатное производное) в количестве, эквивалентном содержанию в образце LP-СpG-DOPE. Показаны
средние значения интенсивности флуоресценции (MFI) ± SE. Достоверные отличия (p < 0.05, критерий Mанна–Уит-
ни) отмечены скобками.
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cia, США); силикагель 90 (КСКГ 0.063–0.200 мм,
ООО “ХромЛаб”, Россия); остальные реагенты
производства фирм Sigma и Flow Laboratories
(CША). Для ультрафильтрации использовали
концентраторы Vivaspin 2 300000 MWCO (Sartori-
us, ФРГ; 2300 об/мин). Растворители очищали
стандартными методами; упаривание проводили
в вакууме при температуре не выше 40°С. ТСХ
выполняли на пластинках Kieselgel 60F254 (Merck,
Германия). 1H-ЯМР-спектры регистрировали на
спектрометре Avance 700 (Bruker, США) с рабочей
частотой 700 МГц при постоянной температуре
образца 303 К; химические сдвиги приведены в
миллионных долях (м.д.), в качестве внутреннего
стандарта использовали остаточные сигналы
протонов растворителя СD3OD (3.325 м.д.).

Синтез липидного конъюгата PD-СpG-ODN
1826 (PD-СpG-DOPE). Малеимидное производ-
ное диолеоилфосфатидилэтаноламина (Mal-
DOPE) получали, вводя в реакцию 237 мг
(0.32 ммоль) DOPE, 86.8 мг (0.384 ммоль) 2,5-ди-
оксопирролидин-1-ил-3-(2,5-диоксо-2,5-дигид-
ро-1H-пиррол-1-ил)пропаноата и 38.8 мг
(0.384 ммоль) триэтиламина в 5 мл сухого хлоро-
форма. Перемешивали реакционную смесь в те-
чение ночи. Продукт выделяли хроматографией
на колонке с силикагелем (2.4 × 20 см) в системе
СН2Cl2–МеОН, 8 : 2. Выход 93%. Спектр 1H-ЯМР
(CDCl3/CD3OD 1 : 1; δ, м.д.; КССВ – J, Гц): 7.598
(с; CHCl3), 6.77 (с, 2H; CH=CH малеимида), 5.34
(м, 4H; 2 CH=CH DOPE), 5.25 (м, 1H; H-2 глице-
рина), 4.43 (дд, J 12.0, 3.3, 1H; OCH глицерина),
4.19 (дд, J 12.0, 6.7, 1H; OCH' глицерина), 4.00 (т,
J 6.0, 2H; CH2O этаноламина), 3.91 (м, 2H; POCH2
глицерина), 3.81 (т, J 7.1, 7.1, 2H; CH2 βAla), 3.40 (т,
J 6.0, 2H; NCH2 этаноламина), 3.344 (м, J 1.6;
CD3OD), 2.51 (т, J 7.1, 7.1, 2H; CH2CO βAla), 2.33
(м, 4H; 2 COCH2 DOPE), 2.03 (м, 8H; 2 CH2–
CH=CH–CH2 DOPE), 1.62 (м, 4H; 2 COCH2CH2
DOPE), 1.30 (м, 40H; 20 CH2 DOPE), 0.89 (т, J 7.0,
7.0, 6H; 2 CH3 DOPE).

Исходный 3'-модифицированный реагент PD-
СpG-ODN (8 мг, 1.253 мкмоль) растворяли в
540 мкл Н2О, добавляли 290 мкл водного раствора
ТСЕР . HCl с концентрацией 50 мг/мл (50 мкмоль)
и 150 мкл 1 M NaHCO3 (до рН ~7). Перемешивали
реакционную смесь в течение 1 ч, выделялся тио-
гексанол (запах). Затем добавляли 4 мкл АсOH,
наносили смесь на колонку с сефадексом G-15
(1.0 × 15 см), уравновешенную системой Н2О–
МеОН, 2 : 1, с 0.1% АсОН и элюировали деблоки-
рованный 3'-SH-PD-СpG-ODN в свободном
объеме; состав фракций контролировали на пла-
стинках для ТСХ под УФ-лампой. Продукт высу-
шивали в вакууме (7 Па), растворяли в 600 мкл
Н2О и добавляли раствор 9 мг Mal-DOPE в
300 мкл изопропанола. К реакционной смеси до-
бавляли 1 М NaHCO3 до рН 6.5 (~50 мкл) и пере-
мешивали 1.5 ч. Реакционную смесь разбавляли
10 мл этилацетата с 30 мкл АсОН, осадок целевого

продукта отделяли центрифугированием при
4000–5000 g (8–10 мин). Осадок экстрагировали
еще дважды 10 мл этилацетата с 30 мкл АсОН.
Полноту экстракции контролировали ТСХ.
Спектр 1H-ЯМР (D2O/CD3OD, 1 : 1; δ, м.д.): 8.40–
7.48 (м, 23H; 7 H6 T, 4 H8 G, 6 H6 C, 3 H2 и 3 H8
А), 6.37–5.86 (м, 26H; 6 H5 С, 20 H1' 2-дезоксири-
бозы), 5.31 (м, 5H; 2 CH=CH и 2-CH глицерина),
5.05–4.82 (м, ~20H; 20 H3' 2-дезоксирибозы),
4.46–3.75 (м, ~ 69H; 20 H4' и 20 H5' и 20 H5'' 2-дез-
оксирибозы, 4H глицерина, OCH2CH2N, NCH2
βAla, CH2S-CH), 3.39 (м, 4H; OCH2 C6-линкера,
OCH2CH2N), 3.325 (м, CD3OD), 3.29 (м, 2H; CH2CO
цикл сукцинил), 2.82–1.97 (м, ~60H; 20 H2' и H2''
2-дезоксирибозы, 8 CH2 DOPE, CH2CO βAla,
CH2S линкера), 1.91–1.77 (м, 21H; 7 Me5 Т), 1.64–
1.55 (м, 8H; 4 CH2 линкера), 1.31 (м, ~40H; 20 CH2
Ole), 0.90 (м, 6H; 2 CH3 Ole). Химические сдвиги
протонов азотистых оснований и 2-дезоксирибо-
зы коррелируют с данными Germann [28].

Электрофорез PD-СpG-DOPE. Для анализа
эффективности образования липидного конъ-
югата ODN использовали электрофоретическое
разделение продуктов реакции в 12%-ном ПААГ
(соотношение акриламид – N,N'-метиленбисакрил-
амид 29 : 1) в 1× ТВЕ-буфере. К образцам добав-
ляли 2× буфер для нанесения, содержащий бром-
феноловый синий, 1× TBE, формамид (50%, v/v;
Sigma, Германия). Перед нанесением образцы
прогревали 5 мин при 90°С, затем остужали во
льду. Разделение в ПААГ проводили при 20°С и
напряженности электрического поля 15–20 В/см.
ODN-конъюгаты визуализировали вымачивани-
ем геля в растворе бромистого этидия (0.5 мкг/мл
в 1× TBE) с последующим фотографированием в
УФ-свете при 260 нм.

Получение липосомальных формуляций пепти-
дов. Индивидуальные пептиды в виде солей с три-
фторуксусной кислотой растворяли в фосфатном
буфере с изотоническим раствором сахарозы
PB-Suc, рН 7.2 (6.25 мМ Na2HPO4, 1.3 мМ NaH2PO4,
1.2 мМ KH2PO4, 1 мМ EDTA, 240 мМ сахароза,
H2Odd). Готовили раствор смеси пептидов, где ко-
нечная концентрация каждого из пептидов состав-
ляла 1 мМ. Раствор замораживали в жидком азоте
(–196°С) и хранили при –20°С до применения.

Раствор ePC–Chol (67 : 33, мольн.) в трет-бу-
таноле замораживали и лиофилизировали 12 ч
при давлении ~3 Па (лиофильная сушилка
ИНЕЙ-4; ИБП РАН, Россия). В случае формуля-
ции LР-CpG-DOPE в раствор липидов добавляли
0.2 мольн. % конъюгата PD-CpG-DOPE (аликво-
та из раствора 10 мг/мл в tBuOH–Н2О, 60 : 40).
Дальнейшие процедуры получения липосом,
определения их размеров и эффективности
включения пептидов проводили, как описано
ранее [20]. Включение PD-CpG-DOPE в липо-
сомы (без пептидов) оценивали, измеряя опти-
ческую плотность при 260 нм в смывах после
ультрафильтрации; молярный коэффициент
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экстинкции CpG-ODN (181 100 M–1 см–1) рас-
считывали с помощью калькулятора на сайте
https://www.novoprolabs.com/tools/oligo-calculation.

Липосомальные формуляции в концентрациях,
предназначенных для вакцинаций (~40 мг/мл по
суммарным липидам), сохраняли стабильность не
менее трех недель при 4–8°С. Криогенную просве-
чивающую электронную микроскопию выполняли
на установке Titan Krios 60-300 (Thermo Fisher Scien-
tific, США) в ФГБУ “Национальный исследователь-
ский центр “Курчатовский институт”.

Выделение клеток перитонеального экссудата
мышей. Самок мышей линии C57BL/6 весом
18–20 г, полученных из Филиала “Столбовая”
ФГБУН НЦБТ ФМБА России, содержали в кон-
венциональных условиях без ограничения в воде
и корме. Мышей подвергали цервикальной дис-
локации, обрабатывали целиком 70%-ным спир-
том, вскрывали стерильно в ламинаре. В перито-
неальную полость вводили 2 мл холодного физ-
раствора, промывали полость и извлекали
перитонеальный экссудат. Экссудат от пяти мы-
шей пулировали, отмывали 2 раза физиологиче-
ским раствором и переводили в культуральную
среду RPMI-1640, содержащую антибиотики и
L-глутамин (ПанЭко, Россия). Клетки экссудата
помещали в 24-луночные планшеты (Costar,
США), добавляли 10% (по объему) препаратов
(см. рис. 2 и табл. 1) и инкубировали 48 ч. После
инкубации клетки экссудата отмывали в физио-
логическом растворе и переводили в фосфатный
буфер (0.5% БСА, 0.01% NaN3) для цитометриче-
ского анализа.

Проточная цитометрия. Окрашивание осу-
ществляли антителами против маркеров мыши
CD80-PE, CD11b-PerCP, CD11c-APC (BioLegend,
США) в титрах 1 : 2000 при 4°С в течение 1 ч.
Мертвые клетки выявляли с помощью красителя
DAPI. Проточную цитометрию проводили на
приборах MACSQuant Tyro Sorter (Miltenei, Герма-
ния) и FCSCalibur (BD, США). Для обсчета резуль-
татов использовали программу FlowJo (США).

Статистический анализ проводили с использо-
ванием программного обеспечения Excel и t-крите-
рия Стьюдента. Отличия считали статистически
значимыми при р < 0.05.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана методика синтеза липидного

конъюгата олигонуклеотидного иммуностимуля-
тора CpG-ODN (с фосфодиэфирными связями,
PD-СpG-DOPE). Получены липосомы, нагру-
женные композицией Т-клеточных эпитопов ко-
ронавируса SARS-CoV-2 (7 пептидов) и несущие
конъюгат PD-CpG-DOPE в мембране. В экспе-
риментах с макрофагами мышей in vitro наблюда-
лась тенденция к увеличению иммуногенности
данных липосом по сравнению с липосомами,
нагруженными той же пептидной композицией,
но без PD-CpG-DOPE, а с добавленным фосфо-

ротиоатным СpG-ODN в растворе. С учетом воз-
можности получения препаратов липосом дли-
тельного хранения с помощью лиофилизации
формуляция с PD-CpG-DOPE может представ-
лять интерес в качестве вакцинной конструкции.
Кроме того, в композиции пептидов есть эпито-
пы, не относящиеся к S-белку, что открывает
перспективу разработки вакцин для профилактики
и лечения COVID-19, эффективность которых бу-
дет мало зависеть от мутаций вирусного генома.
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Synthesis of Liposomes Conjugated with CpG Oligonucleotide and Loaded with a Set 
of T-Cell Epitopes of the SARS-CoV-2 Virus
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The synthesis of lipid conjugate of immunostimulatory oligodeoxyribonucleotide CpG-ODN (PD-CpG-
DOPE) is described. Liposomes loaded with a composition of T-cell epitopes of the SARS-CoV-2 virus
(7 peptides) and carrying PD-CpG-DOPE conjugate in the membrane, including lyophilized liposomes
suitable for long-term storage, were prepared. In vitro experiments on mouse peritoneal exudate cells showed
a tendency to increase the immunogenicity of liposomes with peptides when PD-CpG-DOPE conjugate was
introduced into the lipid bilayer, compared with the addition of the (commercial) phosphorothioate deriva-
tive of CpG-ODN in solution.
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