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Академик Ш.И. Салихов широко известный 
ученый в области биоорганической химии и био- 
технологии, академик Академии наук Узбекистана. 
Основатель научной школы белковой химии в Уз- 
бекистане. Научные интересы Шавката Исмаило- 
вича направлены на проблемы, связанные со струк- 
турным и функциональным изучением биологи- 
чески активных соединений. Совместно с Инсти- 
тутом биоорганической химии им. акад. М.М. Ше- 
мякина и Ю.А. Овчинникова РАН им были прове- 
дены фундаментальные исследования новых вы- 
сокоспецифичных токсинов, выделенных из ядов  
членистоногих различных видов с целью изуче- 
ния их структуры, механизма действия и при- 
менения в качестве “инструментов” для нейро- 
физиологических исследований. В результате дан- 
ных  исследований были созданы антисыворотки 
против ядов кобры, скорпиона, каракурта, где 
в качестве антител использованы выделенные 
нейротоксины.

В сотрудничестве с ведущими учеными Россий- 
ской академии наук им был проведен цикл ис- 
следований по выделению и биоскринингу биоло- 
гически активных соединений, проявляющих про- 
тивовирусную активность. Раскрыты механизмы 
противовирусного, антихламидийного, иммуно- 
модулирующего, противоспидового действия био- 
логически активных соединений полифенольной 
природы. Изучен химический состав полифенолов 

свыше 70 растений, относящихся к семействам 
Annacardeaceae, Geranaceae, Punicaceae, Euphor- 
beaceae, Malvaceae и др. Из них было выделено 
свыше 150 веществ, более 20 из которых оказались 
новыми, ранее не описанными в литературе сое- 
динениями. 

Впервые в Республике Узбекистан были разра- 
ботаны и внедрены в медицинскую практику ори- 
гинальные противовирусные препараты:  “Рагосин 
таблетки 0.05 г” № 12 – для лечения вирусных ге- 
патитов В, С, D; “Гозалидон таблетки 0.05 г” – анти- 
хламидийный препарат; “Мазь мегосина 1%” – анти- 
герпетическое средство; “Рутан таблетки 0.25 г” –  
препарат против вируса гриппа А и В.

Под руководством академика Ш.И. Салихова в  
Республике Узбекистан был разработан новый 
подход в синтезе феромонов хлопковой совки. В 
Институте на экспериментальной базе было ор- 
ганизовано производство комплектов феромонных 
ловушек против хлопковой и озимой совок, где они 
ежегодно производятся в количестве более 1 млн.  
Институт с 1997 г. полностью обеспечивает хлоп- 
ководческие хозяйства Республики Узбекистан 
комплектами феромонных ловушек хлопковой и 
озимой совок, тем самым освобождая Республику 
от их импорта и экономит ежегодно более 1.5 млн 
долларов США.

Под руководством Салихова Ш.И. впервые в 
Республике разработана технология производства 
семенного картофеля на основе элитных классов 
(на основе клеточных технологий). В настоящее 
время данная технология успешно внедряется в 
Республике Узбекистан. 

В январе 2017 года академику Салихову Ш.И.  
присуждена премия “Международное сотруд- 
ничество в области науки и технологий–2017”, 
неофициально именуемая “китайской нобелевской 
премией” за вклад в развитие международного 
научно-технического сотрудничества с Академией 
наук КНР, подготовку талантливых ученых и за  
важную роль в повышении уровня научных ис- 
следований, инноваций и развития Китайской ака- 
демии наук путем подготовки инновационных та- 
лантов и высококвалифицированных ученых.
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В ноябре 2017 года Шавкат Исмаилович Сали- 
хов был избран членом Китайской академии наук 
(КАН). Он – первый ученый из Узбекистана, избран- 
ный в КАН, и второй из стран СНГ после российс- 
кого ученого, лауреата Нобелевской премии по 
физике Жореса Алферова.

В период коронавирусной пандемии в 2020 г. по 
инициативе академика Ш.И. Салихова совместно 
с ведущими учеными научно-исследовательских 
учреждений РАН и КАН были проведены допол- 
нительные исследования по определению эффек- 
тивности против коронавируса SARS-CoV-2 ранее  
разработанного и внедренного в медицинскую прак- 
тику в Республике Узбекистан противовирусного 
препарата Рутан против вирусов гриппа А и В. 
Было установлено, что препарат Рутан эффективно 

ингибирует две жизненно важные ферментные 
системы вируса SARS-CoV-2.

По результатам клинического исследования “Ру- 
тан таблетки 100 мг” рекомендован для взрослых, а 
“Рутан таблетки 25 мг” – для пациентов старше 6 лет  
разрешен к применению в качестве лекарственного 
средства против заболевания COVID-19 со средней  
степенью тяжести, а также против всех штаммов 
гриппа. Министерство здравоохранения Респуб- 
лики Узбекистан одобрило применение препарата 
Рутан по рекомендации врачей при лечении боль- 
ных, инфицированных вирусом SARS-CoV-2. Пре- 
парат приказом Министерства здравоохранения 
Республики Узбекистан от 2023 г. включен в пере- 
чень ЖВЛП.

Главный редактор журнала “Биоорганическая химия”, члены международного 
редакционного совета, редакционной коллегии и сотрудники редакции журнала 
поздравляют Шавката Исмаиловича Салихова с юбилеем и желают здоровья,  

новых научных побед и достижений в области науки.
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ОБЗОРНАЯ СТАТЬЯ

1. ВВЕДЕНИЕ

ДНК – это “молекула жизни”, обеспечивающая 
хранение, передачу из поколения в поколение и 
реализацию генетической программы развития и 
функционирования живого организма, в том числе 
восприимчивость к болезням [1]. Поэтому ДНК –  
одна из самых перспективных биологических ми- 
шеней при разработке лекарственных препаратов 

для лечения онкологических и генетических за- 
болеваний, вирусных, микробных и парази- 
тарных инфекций, регуляции жизненного цикла,  
процессов старения или генетической модифика- 
ции живого организма. С учетом строения двух- 
цепочечной ДНК можно выделить три основных  
способа комплексообразования: 1) внешние комп- 
лексы образуются за счет электростатического при- 

УДК 577.113.7

ПОРФИРИНЫ КАК ПОЛИФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ 
ЛИГАНДЫ ПРИ СВЯЗЫВАНИИ С ДНК. 

ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
© 2024 г. Н. Ш. Лебедева*, Е. С. Юрина*, #

* Институт химии растворов им. Г.А. Крестова РАН, Россия, 153045 Иваново, ул. Академическая, 1 
Поступила в редакцию 05.04.2024 г. 

После доработки 24.04.2024 г. 
Принята к публикации 25.04.2024 г.

Исследование взаимодействия нуклеиновых кислот с лигандами не только актуально с научной точки 
зрения, но и имеет высокую потенциальную практическую значимость. Образование комплексов 
нуклеиновых кислот с лигандами влияет на биохимические функции важнейшего носителя 
генетической информации, что открывает возможности для лечения генетических заболеваний, 
управления старением как клетки, так и организма в целом. Среди огромного многообразия 
потенциальных лигандов особое место занимают порфирины и родственные им соединения, 
что обусловлено их способностью к генерации активных форм кислорода под действием света. 
Фотокаталитические свойства порфиринов в составе комплексов могут быть востребованы при 
создании молекулярных инструментов для генной инженерии, лечении вирусных и бактериальных 
инфекций. Модификация порфириновых соединений позволяет осуществить нацеливание 
лиганда на конкретную биологическую мишень. В обзоре обобщены литературные данные, 
описывающие процессы комплексообразования нуклеиновых кислот с ароматическими лигандами 
(преимущественно с порфиринами), проанализировано влияние структуры макрогетероциклических 
соединений на особенности взаимодействия с нуклеиновыми кислотами, обозначены перспективные 
направления дальнейших исследований в данной области. 
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тяжения к отрицательно заряженному фосфат- 
ному остову ДНК катионов, поликатионов; 2) комп- 
лексы с лигандами в большой и малой бороздках 
ДНК; 3) комплексы интеркаляционного типа, 
формируемые при встраивании ароматического 
лиганда между парами азотистых оснований. 
Последний тип комплексообразования вызывает 
наибольшие структурные изменения в ДНК и 
существенно влияет на ее биологические функции. 
Поэтому данный мини-обзор будет посвящен 
вопросам, связанным именно с интеркаляцией.

2. КЛАССИЧЕСКАЯ ИНТЕРКАЛЯЦИЯ
Начиная с 1961 г., когда Лерман впервые [2]  

обосновал высокое сродство ДНК к гетеро- 
циклическим ароматическим красителям, при  
котором ароматическое соединение встраивается 
между азотистыми основаниями ДНК, образуя 
интеркаляционные комплексы, количество ис- 
следований в данном научном направлении ра- 
стет в геометрической прогрессии. Появляется  
потенциальная возможность для создания лиган- 
дов, способных связываться со специфичес- 
кими генами и выключать их  экспрессию.  Ор- 
ганические интеркаляты могут ингибировать 
синтез нуклеиновых кислот, в настоящее время 
они применяются в качестве противоопухолевых 
препаратов. Например, актиномицин D ис- 
пользуется при саркоме [3], опухоли Вильмса 
[4] и меланоме [5], даунорубицин – при лечении 
острого миелоидного лейкоза [6], нейробластомы 
и хронического миелогенного лейкоза [7], доксо- 
рубицин в основном применяется для лечения 
лимфомы Ходжкина [8]. Однако все известные 
интеркаляты характеризуются низкой селек- 
тивностью.

Известные к настоящему времени интер- 
каляты состоят из плоских ароматических или  
гетероароматических групп, способных внед- 
ряться между соседними парами оснований. 
Эти комплексы стабилизируются за счет π–π-
стекинговых взаимодействий, сил Ван-дер-
Ваальса, гидрофобных взаимодействий и/или 
переноса заряда [9].

Интеркаляция ДНК вызывает локальные 
структурные возмущения в спирали ДНК, в 
основном частичное раскручивание спирали,  
что приводит к удлинению ДНК [10]. Эти струк- 
турные модификации приводят к прерыванию 
репликации, транскрипции и репарации ДНК,  
препятствуя связыванию ДНК с ассоциирован- 
ными белками, такими как полимеразы, транс- 
крипционные факторы и топоизомеразы [11].

Подавляющее большинство работ, пред- 
ставленных в научной литературе, посвящено 
изучению моноинтеркалятов. Моноинтеркаляты –  
это малые ароматические молекулы, которые 
интеркалируют между парами оснований ДНК 
либо со стороны большой, либо со стороны 
малой бороздки, при этом может реализоваться 
параллельная или перпендикулярная интеркаля- 
ция (рис. 1). Чем меньше интеркалят, тем меньше 
селективность и аффинность связывания с ДНК.  
Например, дауномицин и профлавин – примеры 
моноинтеркалятов, профлавин содержит три ан- 
нелированных ароматических кольца, дауноми- 
цин – четыре. Дауномицин, по причине большего 
размера молекулы по сравнению с профлавином, 
интеркалирует со стороны большой бороздки, 
т.е. в G-C-обогащенные области, в то время как  
профлавин может интеркалировать как в А-Т-,  
так и в G-C-области. Несмотря на то что профла- 
вин обладает противоопухолевым действием, 
он проявляет низкую селективность и поэтому 
не используется в лечебной практике. Для по- 
вышения его селективности предприняты попыт- 
ки модификации структуры за счет введения 
объемных заместителей [13, 14] (рис. 2).

Другой путь повышения селективности взаи- 
модействия – бисинтеркаляция. Бисинтеркаляты 
образованы из двух моноинтеркалятов, кова- 
лентно связанных спейсером (рис. 3). Создание би- 
синтеркалятов – сложная задача. Во-первых, по 
причине необходимости выбора оптимальной 
длины спейсера, чтобы позволить двум интер- 

Профлавин Дауномицин

Рис. 1. Визуализация параллельной (а) или перпенди- 
кулярной (б) интеркаляции по отношению к парам 
азотистых оснований ДНК (голубой цвет) [12].

(а) (б)
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калирующим частям лиганда встраиваться между 
азотистыми основаниями ДНК и образовывать 
π-связи с парами оснований ДНК. Поскольку при 
интеркаляции происходит частичное, локальное 
раскручивание ДНК, и расстояние между парами 
оснований может увеличиваться в 2 раза, то тео- 
ретически предсказать, какой длины требуется 
спейсер, очень сложно [15, 16]. Во-вторых, спейсер 
должен быть гидрофильным, иначе будут проб- 
лемы с растворимостью лиганда. Для обеспече- 
ния гидрофильности в составе спейсера должны 
быть гетероатомы (N, O). Однако их введение 
увеличивает жесткость спейсера, например, 
по сравнению с полиметиленовым спейсером. 
В-третьих, непосредственно для интеркаляции 
предпочтителен гидрофобный характер лиганда. 
Наличие в лиганде гидрофильных групп может  
привести к связыванию лиганда в малой бо- 
роздке, что сопровождается разрушением “хребта  
гидратации” и заменой упорядоченных Н-связан- 
ных молекул воды в бороздке на лиганд [17]. 
Поэтому необходимо при дизайне соблюдать 
баланс между гидрофобным/гидрофильным ха- 
рактером спейсера, его длиной и сродством к 

разным областям ДНК. Именно по этой причине 
бисинтрекаляты можно пересчитать буквально по 
пальцам – это бисдауномицин [16], эхиномицин 
[18], триостин [19], дитеркалиний [20], TOTO [21] 
и YOYO [22]. 

Другая стратегия повышения аффинности и  
селективности интеркалятов – получение интер- 
калятов с боковыми заместителями, которые на- 
ходятся диаметрально противоположно от интер- 
калирующего фрагмента. Для формирования комп- 
лекса один из заместителей должен “проткнуть” 
ДНК, пройти через пары оснований и находиться 
на одной бороздке ДНК, а второй заместитель – на 
другой бороздке (рис. 4).

Рис. 2. Модификация профлавина для увеличения 
аффинности и селективности связывания с ДНК [14].

Бисдауномицин ТОТО

Рис. 3. 3D-изображение интеркаляционных комп- 
лексов ДНК с бисинтеркалятами: бисдауномицином 
и ТОТО [12].

Ногаламицин

Рис. 4. 3D-изображение интеркаляционных комп- 
лексов ДНК с ногаламицином. Реализуется допол- 
нительное связывание периферийных заместителей с 
фрагментами малой и большой бороздки [12].

3. ПОРФИРИНЫ КАК ИНТЕРКАЛЯТОРЫ

Среди традиционных лигандов ДНК – произ- 
водных бисфеназина, хинолона, актидина, би- 
пирролов, продигининов, индолохинолиновых 
алкалоидов, стероидных имидазопиридинов, 
бензо[k,l]ксантинов, антрацена, антрахинона –  
особое положение занимают порфирины. Несом- 
ненное преимущество порфиринов и их струк- 
турных аналогов состоит в способности под  
действием света генерировать активные фор- 
мы кислорода, следовательно, возможно необра- 
тимое повреждение ДНК, что актуально для 
фотодинамической терапии онкозаболеваний  
и создания лекарственных препаратов вирули- 
цидного или антибактериального профиля. Кроме 
того, практически не ограничена возможность 
химической модификации порфиринов, что 
позволяет тонко настраивать их фотохимические 
свойства и комплексообразующую способность 
по отношению к нуклеиновым кислотам. Пор- 
фириновые соединения являются хромофорами. 
Спектральное проявление связывания порфиринов 
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с ДНК очень яркое, и оно существенно отличается 
при связывании порфирина в большой/малой 
бороздке или его интеркаляции в ДНК. На при- 
мере тетракатионных порфиринов показано 
[23–25], что их интеркаляция в ДНК вызывает 
изменения в электронных спектрах поглощения 
порфиринов, называемых “отпечатками пальцев”: 
значительный длинноволновый сдвиг полосы 
Соре от 10 нм и более, гипохромность полосы 
Соре до 30–50%. Существенный батохромный 
сдвиг и гипохромный эффект объяснимы с точки 
зрения экситонных взаимодействий, возникающих 
благодаря сопряжению дипольного момента пе- 
рехода оснований ДНК с соответствующими 
π–π*-переходами порфирина [26, 27]. В ряде работ 
сообщается, что при интеркаляции реализуется 
эффективный перенос энергии от азотистых 
оснований к фотовозбужденному порфирину [28, 
29], что подтверждается уменьшением времени 
жизни флуоресценции порфиринов до 2–3 нс и 
отрицательным сигналом в области Соре спектра 
кругового дихроизма. В случае связывания пор- 
фиринов в бороздке ДНК гипохромность значи- 
тельно меньше (табл. 1), время жизни флуорес- 
ценции порфирина увеличивается до 11–12 нс, 
т.к. нет контакта с тушителем флуоресценции 
(азотистыми основаниями), и, располагаясь в 
бороздке ДНК, порфирин частично изолирован  
от тушителя флуоресценции – молекул воды [30,  
31]. В спектрах кругового дихроизма внешнее  
связывание порфирина с ДНК демонстрируют  
положительный сигнал в области Соре. 

Как видно из представленных данных (табл. 1),  
не все системы “порфирин–нуклеиновая кислота” 
соответствуют интеркаляционным комплексам по 
признакам спектральных изменений в области 
полосы Соре, в ряде случаев фиксируется чуть  
меньшее батохромное смещение (<10 нм) или 
гипохромность несколько ниже порогового зна- 
чения 30%. В табл. 1 значения, не соответствующие 
требованиям “отпечатков пальцев”, выделены 
полужирным шрифтом. В каждом конкретном слу- 
чае можно предположить причины несоответ- 
ствия полученных результатов с “отпечатками 
пальцев”. Например, введение периферийных за- 
местителей, содержащих углеводородный мостик 
(порфирины H2TC3, MDTMPyP), приводит к 
увеличению гидрофобного характера порфи- 
рина, поэтому меньший батохромный сдвиг, при 
связывании с нуклеиновыми кислотами, может 
быть обусловлен самоассоциацией порфиринов. 
Другая, вполне очевидная причина несоответствия 
прослеживается при сравнении результатов, по- 
лученных для систем, содержащих порфирин–

поли[d(GC)2] и порфирин–ДНК. В случае систем 
“порфирин–поли[d(GC)2]” батохромное смещение 
и гипохромизм всегда соответствует “отпечаткам 
пальцев”, а для систем “порфирин–ДНК” – нет 
(табл. 1). Как указывалось выше, порфирины – это 
достаточно крупные лиганды, и их интеркаляция 
осуществляется в GC-обогащенные регионы [42]. 
ДНК тимуса теленка содержит ~58% AT- и 42% GC-
оснований [43], т.е. вполне возможно бимодальное 
взаимодействие порфирина с ДНК, когда одно- 
временно реализуется интеркаляционное взаимо- 
действие в GC-обогащенные регионы и внешнее 
связывание порфирина с AT-обогащенными 
участками нуклеиновой кислоты. Регистрируе- 
мые спектральные изменения будут являться 
суперпозицией электронного поглощения порфи- 
риновых хромофоров, интеркалирующих и ло- 
кализованных в бороздках ДНК.

При определении типа комплексов на основа- 
нии исключительно результатов электронной 
спектроскопии необходимо очень тщательно 
и скрупулезно подходить к анализу условий 
спектрального эксперимента. Хорошо известный 
факт, что, варьируя соотношение концентраций 
порфирина и пар азотистых оснований нуклеино- 
вой кислоты, можно добиться доминирования в 
растворе разных типов комплексов (интеркалятов, 
внешних электростатических и др.) [37, 44]. Не 
менее значимо время регистрации конечных 
спектральных изменений, например, в работе 
[37] при регистрации гипохромный эффект в 
системе TΘOPP–ctДНК в растворе 10 мM PIPES,  
100 мM NaCl при pH 7.0 составил 16% непосред- 
ственно после смешения компонентов и 25% по  
прошествии 24 ч. На начальном этапе интер- 
каляции важную роль играют электростатические 
взаимодействия катионных порфиринов с от- 
рицательно заряженным остовом нуклеиновой 
кислоты, поэтому спектральное проявление комп- 
лексообразования порфиринов с нуклеиновыми 
кислотами существенно зависит от сольвати- 
рующей среды (буфера, ионной силы) [37]. На- 
пример, результаты, представленные в табл. 1 
для системы H2T4–поли[d(GC)2], полученные 
в разных буферах – фосфатном (рН 6.8), PIPES 
(рН 7.0) и TRIS (рН 7.4), – привели к разным 
величинам гипохромного эффекта – 34, 41 и 54% 
соответственно. Для системы TΘOPP–ctДНК 
замена буфера PIPES (рН 7.0) на воду (рН 7.0) 
с NaCl (10 мМ) приводит к смене механизма 
взаимодействия от интеркалята к внешнему комп- 
лексу [37].

Следующий фактор, который необходимо учи- 
тывать при проведении исследований или ана- 
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Таблица 1. Изменения в электронных спектрах поглощения тетра- и дикатионных порфиринов/металлопорфиринов 
при связывании с нуклеиновыми кислотами 

Порфирин* ДНК Батохромный сдвиг 
Соре, Δλ, нм Гипохромность H, % Тип комплекса Ссылка

H2T4 [poly(dG-dC)]2 23 34 Интеркалят [32]
Zn(T4) [poly(dG-dC)]2 0 4 Внешнее связывание [35]
H2D4 [poly(dG-dC)]2 27 42 Интеркалят [33]
H2D3 [poly(dG-dC)]2 20 36 Интеркалят [34]

Zn(D4) [poly(dG-dC)]2 15 39 Интеркалят [33, 34]
Zn(D3) [poly(dG-dC)]2 12 26 Интеркалят (по CD) [33, 34]
H2T4 [poly(dA-dT)]2 9 –4 Внешнее связывание [32]

Zn(T4) [poly(dA-dT)]2 2 –6 Внешнее связывание [35]
H2D4 [poly(dA-dT)]2 22 28 Интеркалят [33]
H2D3 [poly(dA-dT)]2 16 24 Интеркалят (по CD) [34]

Zn(D4) [poly(dA-dT)]2 12 26 Интеркалят [33, 34]
Zn(D3) [poly(dA-dT)]2 9 26 Интеркалят [33, 34]

Cu(TC3) ssДНК 10 35 Интеркалят [36]
Zn(TC3) ssДНК 1 32 Внешнее связывание [36]
H2TC3 ssДНК 8 43 Внешнее связывание [36]

Cu(TC3) GACGAC 10 45 Интеркалят [36]
Cu(TC3) GATTAC 10 38 Интеркалят [36]
Cu(TC3) GCGCAC 10 43 Интеркалят [36]
Zn(TC3) GACGAC 4 45 Внешнее связывание [36]
H2TC3 GACGAC 9 54 Интеркалят [36]
H2TC3 GCGCAC 9 39 Интеркалят [36]
H2TC3 AGCGCA 8 43 Интеркалят [36]
TΘOPP ctДНК 6 23 Внешнее связывание [37]
TΘOPP ctДНК 18 54 Интеркалят [37]

MDTMPyP ctДНК 10 46 Интеркалят [38]
CuMDTMPyP ctДНК 4 41 Интеркалят [38]

TPrpyP4 сtДНК 8 42 Интеркалят [39]
TPrpyP4 [poly(dG-dC)]2 21 46 Интеркалят [39]
TPrpyP4 [poly(dA-dT)]2 9 12 Внешнее связывание [39]

TEtOHpyP(4) сtДНК 6 37 Интеркалят [39]
TEtOHpyP(4) [poly(dG-dC)]2 20 50 Интеркалят [39]
TEtOHpyP(4) [poly(dA-dT)]2 9 12 Внешнее связывание [39]

TMpyP(4) сtДНК 7 40 Интеркалят [39]
TMpyP(4) [poly(dG-dC)]2 21 41 Интеркалят [39]
TMpyP(4) [poly(dA-dT)]2 7 7 Внешнее связывание [40]

NiTPrpyP(4) сtДНК 9 25 Интеркалят [39]
NiTPrpyP(4) [poly(dG-dC)]2 15 26 Интеркалят [39]
NiTPrpyP(4) [poly(dA-dT)]2 6 –22 Внешнее связывание [39]
NiTEtOHpyP сtДНК 8 9 Внешнее связывание [39]
NiTEtOHpyP [poly(dG-dC)]2 14 13 Внешнее связывание [39]
NiTEtOHpyP [poly(dA-dT)]2 4 –41 Внешнее связывание [39]

TMPy4P поли[d(GC)2] 20 54 Интеркалят [41]
TMPy4P поли[d(AT)2] 9 22 Внешнее связывание [41]
TMPy3P поли[d(GC)2] 14 59 Интеркаляция [41]
TMPy3P поли[d(AT)2] 5 38 Внешнее связывание [41]

Примечание: полужирным шрифтом выделены значения, не соответствующие требованиям “отпечатков пальцев”. CD – кру-
говой дихроизм.
* Структурные формулы порфиринов представлены на рис. 5.
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лизе данных, – это температура. В работе [38] на  
примере систем MDTMPyP–ctДНК показано, 
что гипохромный эффект при 15°С составляет 
56.25%, а при 30°С – 43.89%. Еще в большей 
степени температурный фактор скажется на  
системах, содержащих поли- или олигонуклео- 
тиды. Известно, что при увеличении темпера- 
туры двухнитевая нуклеиновая кислота рас- 
плетается. Как правило, температура плав- 
ления природных ДНК находится в интервале 
50–80°С, с уменьшением длины биополимера 
интервал смещается в область более низких тем- 
ператур, а в случае короткоцепочечных олиго- 
нуклеотидов (20–30 п.н.) температура плавления 
находится в интервале 24–40°С. Данный фак- 

тор необходимо учитывать, т.к. характер взаимо- 
действия порфиринов с дуплексом или рас- 
плавленной нуклеиновой кислотой будет от- 
личаться. 

Сложность и высокая чувствительность комп- 
лексов нуклеиновых кислот с порфиринами 
приводит к тому, что, как правило, отнесение 
к интеркаляционным комплексам порфиринов 
с нуклеиновыми кислотами делается по сово- 
купности результатов, например, с привлечением 
данных кругового дихроизма, анализа кинетики 
тушения флуоресценции порфиринов, тем- 
ператур плавления нуклеиновой кислоты, виско- 
зиметрических исследований. 

Следует отметить, что наиболее изучены про- 
цессы комплексообразования нуклеиновых кис- 
лот с симметричными катионными мезозамещен- 
ными порфиринами [42, 45, 46]. Хотя боль- 
шинство результатов в литературе относится к  
взаимодействию ДНК с тетракатионным водо- 
растворимым 5,10,15,20-тетракис(4-метилпири- 
дил)порфирином (TMPy4P), есть также сообще- 
ния о других типах катионных мезозамещенных 
симметричных порфиринов, таких как порфирины 
с диазолиевыми [47], имидазолиевыми [48], пи- 
разолиевыми кольцами [49], производными фе- 
нола [50], пирена [51], аминогруппами [52], а  
также положительно заряженными мезо-тетра- 
арилзамещенными порфиринами [53] и другими 
катионными порфиринами (табл. 1). Вызывает 
интерес теоретическая работа [54], в которой 
изучалось взаимодействие монокатионного 
порфирина с парами нуклеотидов А–Т и G–C, а 
также с аденин-тиминовыми полинуклеотидами 
или с гуанин-цитозиновыми полинуклеотидами. 
Авторы пришли к заключению, что при фор- 
мировании комплексов на начальном этапе в 
электростатическом притяжении к фосфатным 
группам участвует только один катионный 
заместитель порфирина. Кроме того, авторам 
удалось обосновать экспериментально наблю- 
даемый сдвиг полосы Соре порфирина при 
интеркаляции TMPy4P с аденин-тиминовыми 
полинуклеотидами (437 нм) или с гуанин-
цитозиновыми полинуклеотидами (445 нм).  

На примере симметричных тетразамещенных 
порфиринов [55–57] установлено, что введение 
объемных заместителей не позволяет осущест- 
вить интеркаляцию порфиринов в ДНК, в этих 
случаях порфирин локализован в области большой 
бороздки. 

4. НЕКЛАССИЧЕСКАЯ ИНТЕРКАЛЯЦИЯ

В работе [58] был проведен рентгенострук- 
турный анализ комплексов Cu(II)-мезо-тетра- 
(N-метил-4-пиридил)порфирина] c ДНК. Указан- 

Рис. 5. Структурные формулы тетра- и дикатионных 
порфиринов/металлопорфиринов. 
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ный катионный порфирин при интеркаляции вы- 
зывает искажение одной из спиралей ДНК, при 
этом одно из азотистых оснований – цитозин – вы- 
ворачивается из спирального стека (наружу ДНК). 
В этом случае интеркаляция происходит только 
с одной цепью ДНК, а связанный таким образом 
порфирин вызывает при этом искажение второй 
цепи ДНК (рис. 6). 

Авторы данной работы [58] предложили для по- 
добных комплексов термин “полуинтеркаляция”. 
Полуинтеркаляционное взаимодействие ДНК с  
моногетерил-замещенными трикатионными пор- 
фиринами, с пиридильными группами, введенными 
в мезоположение фенильного заместителя, было 
обнаружено в работе [44]. 

Авторы работы [59] доказали полуинтерка- 
ляционное взаимодействие [Rh(bpy)2(chrysi)]3+ 
с ДНК. Комплекс родия встраивается в стопку 
оснований через малую бороздку и выворачи- 
вает азотистые основания наружу. Выброс осно- 
вания приводит к большому поражению ДНК, 
которое можно легко распознать in vivo.

В работе по изучению механизма интерка- 
ляции этидий бромида в ДНК с последователь- 
ностью d(GCATGAACGAACGAACGC) мето- 
дами молекулярной динамики было установлено, 
что полноценному встраиванию лиганда в ДНК 
предшествует стадия выворачивания азотистого 
основания наружу из спирального стекинга. 
При полной интеркаляции этидий бромида в 
нуклеиновую кислоту вывернутое основание 
возвращается внутрь молекулы [60]. 

Подобное нарушение одной из спиралей дуп- 
лекса, где одно из оснований оказывается вы- 

вернутым, наблюдалось и в работах [61, 62]. Сог- 
ласно рентгеноструктурным данным, интер- 
каляция порфиринов и [Ru(bpy)2dppz]2+ (bpy =  
2,2'-бипиридин и dppz = дипиридофеназин) также  
может вызывать выворачивание азотистого осно- 
вания нуклеиновой кислоты из стекинга. 

Эти работы стали основой гипотезы о воз- 
можности повышения селективности связыва- 
ния нуклеиновых кислот с лигандами за счет по- 
луинтеркаляционного взаимодействия с ДНК.  
Стабилизация полученной структуры с “пере- 
вернутым” основанием в среду раствора предпо- 
лагалась за счет образования дополнительных 
связей между данным основанием и периферий- 
ным заместителем порфирина [63, 64]. Очевидно, 
что для подобного механизма взаимодействия 
необходимо, чтобы катионный порфирин был 
несимметричным, и в нем периферийный за- 
меститель обеспечивал бы комплементарное 
взаимодействие с вывернутым из стекинга азо- 
тистым основанием. 

Анализ литературных сведений показал, что 
число работ, посвященных изучению связывания 
ДНК с несимметричными порфиринами, очень  
мало, и, как правило, эти исследования выполнены 
в последние 5–7 лет. Например, в работе [65] 
были синтезированы порфирины, содержащие в 
транс-положениях макрокольца две катионные 
пиридиниевые группы и две группы – производные 
карбазола. В условиях фотооблучения синтези- 
рованный порфирин оказывает большее деструк- 
тивное действие на ДНК по сравнению с тетра- 
катионным TMPyP. Следует отметить, что убеди- 
тельных доказательств интеркаляционного взаимо- 
действия в статье не представлено. Кроме того,  

!

Рис. 6. (а) – Изображение непрерывной спирали, наблюдаемое в кристалле d(CGATCG)·CuTMPyP4; (б) – суммарная 
электронная плотность комплекса d(CGATCG)–CuTMPyP4; (в) – модель комплекса d(CGATCG)·CuTMPyP4 [58].

(а) (б) (в)
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очевидно, что карбазолил-содержащий пор- 
фирин с двумя периферийными группами, обес- 
печивающими растворимость, будет очень скло- 
нен к агрегации. К сожалению, этот аспект в статье 
не учитывался. 

Рядом исследователей были предприняты 
попытки изучения взаимодействия ДНК с водо- 
нерастворимыми асимметричными порфиринами, 
например, с порфирин-кумариновыми диадами 
[66]. Порфирины растворяли в смешанном 
растворителе 5% ДМФА–TRIS-буфер. Данная  
публикация интересна с точки зрения проведен- 
ных в работе квантово-химических расчетов; 
результаты экспериментальных исследований 
сомнительны, в основном по причине исполь- 
зования смешанно-органического растворителя, 
который существенно влияет на состояние ДНК. 

Был синтезирован ряд трикатионных порфи- 
ринов, содержащих в четвертом фенильном за- 
местителе порфирина гидрофобные группы: 
–C(O)C7F15, –C(O)CH=CH2, C(O)CH3, –C(O)C7H15  
и –C(O)C15H31, изучено их взаимодействие с  
ДНК [67]. В работе убедительно показано, что пор- 
фирины интеркалируют в ДНК тимуса теленка, 
увеличение гидрофобности заместителей обеспе- 
чивает более высокую аффинность и фотобиоло- 
гическую активность в отношении плазмидной 
ДНК pRTI5. 

Нам не удалось обнаружить публикаций, в  
которых бы реализовалась схема полуинтер- 
каляционного взаимодействия между несим- 
метрично замещенными порфиринами и нук- 
леиновой кислотой с выворачиванием азотис- 
того основания. Поэтому были предложены не- 
сколько порфириновых структур (рис. 7), ко- 
торые впоследствии были синтезированы, и  
начаты исследования их взаимодействия с 
репрезентативными олигонуклеотидами и при- 
родными ДНК. 

В табл. 2 представлены результаты спект- 
рального проявления комплексообразования 
трикатионных порфиринов с нуклеиновыми 
кислотами. Обращают на себя внимание боль- 
шие гипохромные эффекты при связывании 
несимметричных порфиринов с поли[d(GC)2], 
а также аномально большие гипохромные эф- 
фекты при связывании с поли[d(AT)2]. Если опи- 
раться на критерий “отпечатков пальцев”, то 
практически все изученные системы (табл. 2) 
должны быть отнесены к интеркаляционным 
комплексам, однако это утверждение неверно. 
При классической интеркаляции ДНК должна 
раскрутиться и создать полость для размещения 
лиганда. При этом сохраняется спаривание 

азотистых оснований, а сама нуклеиновая кислота 
сохраняет свою двойную спиральную структуру. 
При полуинтеркаляции встраивание объемного 
порфирина, содержащего гетероароматический 
фрагмент, может привести к различным по- 
следствиям: нарушению спаривания оснований 
Уотсона–Крика, нарушению спирализации ДНК, 
нарушению конформации одной из спиралей 
ДНК, выворачиванию азотистого основания в 
среду раствора. В каждом конкретном случае 
микроокружение порфирина будет отличаться, 
может изменяться поляризация π-системы макро- 
кольца и происходить нарушение его планарности, 
степень π–π-взаимодействия порфиринового 
макроцикла с азотистыми основаниями также 
может быть различной. Приведенное в табл. 2  
отнесение к типам комплексов сделано по со- 
вокупности результатов электронной и флуо- 
ресцентной спектроскопии, термохимических 
методов и ИК-спектроскопических исследований. 
Несмотря на определенное сходство порфиринов, 
их взаимодействие с нуклеиновыми кислотами 
поражает своим разнообразием, например, пор- 
фирин с остатком кофеина, единственный из 
изученных трикатионных гетерил-замещенных 
порфиринов, образует полуинтеркаляты с поли- 
[d(AT)2]. Порфирин с остатком индола образует 
с олигонуклеотидами и природными ДНК интер- 
каляционные комплексы, в которых интер- 
калирующий фрагмент представлен гетерильным 
заместителем, а порфириновый макрогетеро- 
цикл образует электростатический комплекс с  

Рис. 7. Несимметричные катионные порфирины, 
содержащие остатки гетероароматических молекул.
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Таблица 2. Изменения в электронных спектрах поглощения несимметричных порфиринов при связывании с 
нуклеиновыми кислотами 

Порфирин ДНК
Батохромный 
сдвиг Соре, 

Δλ, нм
Гипохромность H, % Тип комплекса Ссылка

PorN

поли[d(GC)2] 16 65

Интеркаляция порфиринового  
макрокольца или интеркаляция моно-

гетерильного заместителя с нарушением 
спирального π-стекинга

[63, 64]

поли[d(AT)2] 12 42 Внешнее связывание [63, 64]

ssДНК 13 62 Внешнее связывание [64]

ctДНК 12 56 Интеркаляционные комплексы  
с различной геометрией [64]

PorS
поли[d(GC)2] 15 63

Интеркаляция порфиринового макро-
кольца или интеркаляция моногетериль-

ного заместителя с нарушением  
спирального π-стекинга

[63]

поли[d(AT)2] 12 42 Внешнее связывание [63]

PorO
поли[d(GC)2] 15 61

Интеркаляция порфиринового макро-
кольца или интеркаляция моногетериль-

ного заместителя с нарушением  
спирального π-стекинга

[63]

поли[d(AT)2] 9 40 Внешнее связывание [63]

PorCof

поли[d(GC)2] 15 52

Интеркаляция порфиринового макро-
кольца или интеркаляция порфиринового 
макрокольца с нарушением спирального 

π-стекинга

[68]

поли[d(AT)2] 9 40

Интеркаляция порфиринового макро-
кольца или интеркаляция моногетериль-

ного заместителя с нарушением  
спирального π-стекинга

[68]

ctДНК 11 55 Интеркаляция [68]

PorAD

поли[d(GC)2] 3 40

Интеркаляция порфиринового макро-
кольца или интеркаляция порфиринового 
макрокольца с нарушением спирального 

π-стекинга

–

поли[d(AT)2] 5 23

Интеркаляция порфирина в poly[d(AT)2] 
приводит к нарушению одной из цепей 

нуклеиновой кислоты, с выворачиванием 
азотистого основания из спирального сте-
кинга и фиксацией данной конформации 
за счет дополнительного связывания это-
го азотистого основания с адениновым 

заместителем порфирина

–

PorIn

поли[d(GC)2] 16 44

Интеркаляция моногетерильного заме-
стителя порфирина, самоассоциация или 
агрегация комплексов при охлаждении 

растворов

69

поли[d(AT)2] 6 36

Интеркаляция моногетерильного заме-
стителя порфирина, самоассоциация или 
агрегация комплексов при охлаждении 

растворов

69

ctДНК – – Выпадение осадка 69
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другой молекулой нуклеиновой кислоты. В ре- 
зультате подобного взаимодействия происходит 
осаждение нуклеиновых кислот, что может быть  
использовано в лабораторно-клинической и 
исследовательской практике для выделения 
нуклеиновых кислот для сложных анализов, 
таких как секвенирование, генотипирование, 
где необходим максимально сохранный об- 
разец нуклеиновой кислоты. Исследования 
взаимодействия несимметричных трикатион- 
ных порфиринов с нуклеиновыми кислотами 
находятся в начальной стадии. На основании 
имеющихся сведений пока невозможно под- 
твердить или опровергнуть гипотезу о новом 
способе повышения селективности за счет много- 
точечного взаимодействия, но полученные к  
настоящему времени сведения [63, 64, 68, 69] го- 
ворят о высокой перспективности этих соединений. 
В дальнейшем планируется расширить ряд ис- 
следуемых порфиринов, в том числе содержа- 
щих остатки азотистых оснований (гуанина, цито- 
зина, ароматических соединений с гибкой и жест- 
кой привязкой в порфириновому макрокольцу), 
изучить изменение конформации нуклеиновых 
кислот при связывании с трикатионными пор- 
фиринами, содержащими гетероароматические 
фрагменты. 

5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленный обзор литературы позволяет 

заключить, что наряду с завораживающей 
перспективностью применения порфиринов как  
интеркалятов ДНК существует огромное коли- 
чество нерешенных вопросов, среди которых 
низкая селективность/аффинность связывания 
интеркалятов с ДНК, необходимость разработки 
новых подходов к повышению селективности, 
малая изученность процессов взаимодействия  
ДНК с асимметричными порфиринами. Трикатион- 
ные порфирины, содержащие гетероаромати- 
ческие остатки молекул, демонстрируют, что 
характер их взаимодействия с нуклеиновыми 
кислотами более сложный и многогранный, сис- 
тематические исследования подобных систем 
приведут к новым открытиям, а понимание моле- 
кулярного механизма интеркаляции несим- 
метричных порфиринов поможет в дальней- 
шем улучшить и повысить эффективность раз- 
работки лекарств для лечения генетических, 
онкологических, вирусных и бактериальных 
заболеваний.
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Porphyrins as Polyfunctional Ligands for Binding to DNA. 
Prospects for Application
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The study of the interaction of nucleic acids with ligands is relevant not only from a scientific point of 
view, but also has high potential practical significance. Complexes of nucleic acids with ligands affect the 
biochemical functions of the most important carrier of genetic information, which opens up opportunities 
for treating genetic diseases and controlling the aging of both cells and the organism as a whole. Among 
the huge variety of potential ligands, porphyrins and related compounds occupy a special place, due to their 
ability to generate reactive oxygen species under irradiation with light. The photocatalytic properties of 
porphyrins can be used in the creation of molecular tools for genetic engineering and the treatment of viral 
and bacterial infections at the genetic level. Modification of porphyrin compounds allows targeting of the 
ligand to a specific biological target. The review summarizes the literature data describing the processes of 
complexation of nucleic acids with aromatic ligands, mainly with porphyrins. The influence of the structure 
of macroheterocyclic compounds on the features of interaction with nucleic acids is analyzed. Promising 
directions for further research are outlined.

Keywords: nucleic acids, oligonucleotides, ligands, porphyrins, intercalates
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В обзоре представлен анализ собственных и литературных данных, касающихся различных аспектов 
использования эритроцитов в качестве модели in vitro в комплексной оценке антиоксидантной 
активности широкого спектра природных и синтетических соединений, их смесей и растительных 
экстрактов. Обсуждены особенности воздействия на эритроцит наиболее часто применяемых в 
подобных исследованиях инициаторов окислительного стресса – 2,2'-азобис(2-амидинопропан)
дигидрохлорида (ААРН) и Н2О2, механизмы, лежащие в основе развития гемолитического процесса. 
Дан критический анализ методологических подходов к оценке уровня гемолиза, характеризующего 
выживаемость эритроцитов в условиях окислительного стресса и позволяющего судить о наличии 
мембранопротекторной активности у исследуемых соединений. Рассмотрены критерии комплексной 
оценки состояния эритроцитов, используемые при изучении клеточных и молекулярных механизмов 
антиоксидантной активности субстанций широкого спектра на модели окислительного гемолиза 
эритроцитов. К числу традиционных методов относится определение интенсивности процессов 
перекисного окисления мембранных липидов на основании концентрации продуктов, реагирующих 
с 2-тиобарбитуровой кислотой, а также оценка относительного содержания окисленных форм 
гемоглобина в эритроцитах. Перспективный подход – использование современных флуоресцентных 
методов. В частности, чувствительный маркер окислительного стресса в эритроцитах – флуо- 
ресценция продуктов деградации гема, по снижению интенсивности которой можно судить о 
наличии антиоксидантной активности у исследуемых соединений. Актуальный флуоресцентный 
метод – оценка уровня окислительного стресса путем измерения внутриклеточной концентрации 
АФК в эритроцитах. Анализ собственных и литературных данных позволяет рекомендовать 
метод окислительного гемолиза эритроцитов в скрининге вновь разработанных соединений с 
целью отбора наиболее интересных кандидатов для дальнейшего углубленного изучения. Его 
использование целесообразно при установлении зависимости структура–активность и выработке 
стратегии целенаправленного синтеза новых биологически активных соединений, сочетающих 
высокую гемосовместимость и антиоксидантную активность, перспективных для биомедицинского 
применения.
Ключевые слова: антиоксидантная активность, эритроциты, окислительный гемолиз
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1. ВВЕДЕНИЕ

Активные формы кислорода (АФК) генери- 
руются в ходе нормального метаболизма и участ- 
вуют в различных клеточных процессах, образу- 
ются при воздействии физических факторов и  
при метаболизме ксенобиотиков [1–5]. Вместе с  
тем избыток АФК опасен для клеток, что обус- 
ловлено их способностью вызывать окисли- 
тельную модификацию ключевых биомолекул: 
перекисное окисление липидов (ПОЛ), карбо- 
нилирование белков, образование карбонильного 
(альдегидно-кетонового) аддукта, нитрование, суль- 
фоксидирование, повреждение цепи ДНК (раз- 
рывы или окисление азотистых оснований) [6].  
Интенсификация процессов ПОЛ сопровожда- 
ется изменениями структуры и свойств биоло- 
гических мембран и функции клеток. Соединения, 
способные препятствовать окислению или за- 
медлять его, действуя в более низкой концентрации 
по сравнению с концентрацией защищаемого 
субстрата, относят к антиоксидантам [2]. Усиление 
образования АФК наряду с уменьшением вы- 
работки антиоксидантов приводит к дисбалансу 
между количеством химически активных окис- 
лителей и способностью биологической системы 
к детоксикации, что идентифицируется как 
окислительный стресс [6–11]. 

В настоящее время окислительный стресс ас- 
социируется со старением и многочисленными 
хроническими заболеваниями, включая ревма- 
тоидный артрит, атеросклероз, сахарный диабет, 
неврологические и нейродегенеративные рас- 
стройства, а также сердечно-сосудистые пато- 
логии [2, 3, 6, 9, 12–21]. В последние два десяти- 
летия активно разрабатываются терапевтические 
стратегии, нацеленные на использование регу- 
ляторов свободно-радикальных процессов для  
лечения заболеваний, связанных с интенсифи- 
кацией образования АФК [18, 22]. Как природные, 
так и синтетические антиоксиданты широко ис- 
пользуются не только в фармацевтике, но и в 
пищевой промышленности [3, 20, 23–28]. Вместе 
с тем сохраняет актуальность поиск новых эф- 
фективных и малотоксичных антиоксидантов, 
их выделение и производство из доступного рас- 
тительного сырья [11, 29, 30]. В этом плане пред- 
метом интенсивных исследований все чаще ста- 
новятся растительные фенолы вследствие их 
доступности, высокой биологической активности 
и меньших побочных эффектов по сравнению 
с синтетическими антиоксидантами [5, 18, 22, 
30–32]. 

Многолетний опыт исследований природных 
и синтетических соединений, биологически ак- 
тивных комплексов естественного происхождения 
и пищевых продуктов свидетельствует о том, что  
на сегодняшний день не существует простых и 
универсальных методов оценки антиоксидантной 
активности в системах in vitro [5, 11, 23, 25, 33–42]. 
Получившие широкое распространение химичес- 
кие тесты не в полной мере учитывают параметры, 
имеющие значение в биологическом окружении, 
в том числе липофильность, биодоступность [5, 
43, 44], а также 3D-структуру антиоксидантов 
[22]. Известно, что липофильность, степень ин- 
корпорации, распределение и ориентация в ли- 
пидном бислое клеточной мембраны, а также  
способность к ее стабилизации за счет уменьше- 
ния текучести являются факторами, вносящими 
решающий вклад в эффективность некоторых 
фенольных антиоксидантов [45–52]. Полагают, 
что способность этих соединений ограничивать  
текучесть мембран затрудняет диффузию свобод- 
ных радикалов и таким образом снижает ин- 
тенсивность свободнорадикальных реакций [46]. 
С мембраностабилизирующим действием свя- 
зывают биологическую активность витамина Е [53] 
и танинов [54]. Способностью взаимодействовать 
с гидрофобными и/или гидрофильными облас- 
тями мембраны посредством образования во- 
дородных связей отчасти обусловлена цито- 
протекторная и антиоксидантная активность 
отдельных амфифильных производных ко- 
феина [55]. Взаимодействием флавоноидов с 
мембраной эритроцитов путем образования 
гидрофобных и гидрофильных связей с белками 
и липидами объясняют антиоксидантный и 
мембранопротекторный эффекты экстракта 
папайи [56]. Проведенные нами комплексные 
исследования механизмов биологической ак- 
тивности широко известного пространственно-
затрудненного фенольного антиоксиданта ВНТ 
(бутилированный гидрокситолуол, ионол) и 
новых полусинтетических изоборнилфенолов, 
синтезированных в Институте химии Коми НЦ 
УрО РАН, также указывают на то, что способность 
фенольных антиоксидантов взаимодействовать 
с клеточной мембраной – важный фактор, 
определяющий их активность [57, 58]. 

Таким образом, необходимым условием вы- 
явления потенциальных биоантиоксидантов яв- 
ляется комплексный подход, сочетающий ис- 
пользование тест-систем различной степени слож- 
ности, включая репрезентативные биологические 
модели, в том числе клеточные [34, 38, 39, 42–44, 
59–63]. 
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2. ЭРИТРОЦИТ – УНИВЕРСАЛЬНАЯ  
БИОЛОГИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ IN VITRO

В последние десятилетия эритроциты являются 
предметом интенсивного научного интереса [64]. 
Это уникальные, высокоспециализированные и 
самые распространенные в организме человека 
клетки, функция которых не ограничивается 
транспортом O2 и CO2 [64–66]. Зрелые эритроциты 
млекопитающих не обладают внутренними ор- 
ганеллами, что дает возможность изучать функцио- 
нальные свойства плазматической мембраны 
без помех, накладываемых внутриклеточными 
мембранными образованиями [64, 67–74]. Менее 
специализированная, чем другие клеточные 
мембраны, мембрана эритроцитов осуществляет 
общие функции, что позволяет рассматривать 
эритроцит как универсальную репрезентативную 
модель для изучения мембранных систем дру- 
гих клеток [71, 72, 74–77]. Отсутствие ядра и ми- 
тохондрий исключает влияние АФК на транс- 
крипцию и регуляцию экспрессии генов [43, 78, 
61], а также продукцию АФК митохондриями [79], 
что выгодно отличает эритроцит как модельный 
объект от других клеток млекопитающих.

Вследствие значительного содержания поли- 
ненасыщенных жирных кислот в липидах мембран, 
а также высокой концентрации гемоглобина, 
являющегося промотором окислительных про- 
цессов, эритроциты высокочувствительны к 
окислительным повреждениям [39, 47, 64, 66, 80–
90]. Основной источник внутриклеточных АФК в 
эритроцитах – автоокисление оксигемоглобина, в 
результате которого образуется супероксид (О2–) 
и Н2О2 [83, 91, 92]. 

Указанные выше особенности делают эрит- 
роциты удобной и доступной моделью in vitro  
при проведении токсикологических и фармако- 
логических экспериментов [5, 90]. Эти клетки мо- 
гут использоваться при изучении взаимодействия 
субстанций различного происхождения и назна- 
чения (в том числе лекарственных средств, 
пестицидов и тяжелых металлов) с клеточной 
мембраной [64, 77, 93, 94], токсичности 
ксенобиотиков [64, 90, 95], оценке потенциальной 
гемосовместимости [64, 96, 97]. Эритроциты могут 
быть полезны для выявления потенциальных 
антиоксидантов, установления зависимости 
структура–активность и детального изучения 
механизмов действия биологически активных 
соединений [5, 36, 45, 55, 61, 66, 89, 98–101]. 
Скрининг с использованием эритроцитов может  
проводиться и в доклинической оценке вновь 
разработанных соединений с целью отбора наи- 
более перспективных кандидатов для дальнейших 
углубленных исследований [18, 64, 102, 103]. 
Эксперименты in vitro с использованием клеток 

млекопитающих представляют интерес и с точки 
зрения сокращения объема экспериментов на 
животных, что соответствует современным эти- 
ческим принципам и существенно удешевляет 
работы [42, 64, 90, 104].

При проведении экспериментов in vitro прак- 
тикуется использование эритроцитов млеко- 
питающих разных видов, прежде всего это человек 
[15, 55, 56, 64, 105–111] и лабораторные животные: 
кролики [39, 100], крысы [47, 70, 86, 89, 112, 
113] и мыши [114–117]. Кроме того, возможно 
использование эритроцитов овец [30, 39, 44, 118], 
крупного рогатого скота [39, 119, 94], свиней [120], 
верблюдов [94] и лошадей [39, 98]. В большинстве 
публикаций выбор источника эритроцитов никак 
не обосновывается, очевидно, он обусловлен их 
доступностью для конкретной лаборатории [39, 
121].

Необходимо отметить существование явно 
выраженных различий между эритроцитами 
млекопитающих различных видов, включая че- 
ловека, в том числе по характеристикам липидов 
мембран [94, 122, 123]. Нами, в частности, были  
обобщены результаты сравнительного анализа  
состава фосфолипидов эритроцитов крови раз- 
личных видов грызунов, выявлены существенные 
межвидовые различия в соотношении холин- 
содержащих фракций фосфолипидов (фосфа- 
тидилхолина и сфингомиелина) [121]. Экспе- 
риментально подтверждено, что указанные осо- 
бенности структуры эритроцитарных мембран 
обусловливают различия в реакции эритроцитов 
грызунов разных видов на воздействие химических 
соединений, способных взаимодействовать с 
липидами мембраны [124]. На вариабельность 
ответа эритроцитов животных разных видов на 
воздействие природных соединений, тяжелых 
металлов и АФК указано и в работах [39, 94, 125, 
126]. Таким образом, использование эритроцитов в 
качестве модели in vitro при изучении механизмов 
действия соединений различной природы пред- 
полагает адекватный выбор их источника и вы- 
полнение всех экспериментов на одном объекте 
[121, 124]. 

3. ЭРИТРОЦИТЫ В ИССЛЕДОВАНИИ  
АНТИОКСИДАНТНОЙ И МЕМБРАНОПРОТЕК- 

ТОРНОЙ АКТИВНОСТИ

Использование эритроцитов непосредственно 
для выявления антиоксидантной активности 
различных субстанций, а также в целях углуб- 
ленного изучения ее молекулярных и клеточных 
механизмов началось в 80–90-х гг. XX столетия 
[45, 67, 105, 127]. С тех пор метод окислительного 
гемолиза, основанный на ингибировании анти- 
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оксидантами повреждений мембраны эритро- 
цитов, индуцированных источниками свободных 
радикалов, нашел широкое применение в ми- 
ровой практике. Разработаны и продолжают 
совершенствоваться его различные вариации и 
комбинации с другими методами [5, 39, 62, 69, 
70, 98, 128]. 

Окислительный гемолиз эритроцитов активно 
используется для оценки антиоксидантных свойств 
экстрактов лекарственных и пищевых растений 
[5, 29, 43, 56, 62, 108, 109, 112, 119, 129–132], а 
также соков, вина и чая [36, 129, 133]. Указанный 
метод нашел широкое применение при выявлении 
и изучении антиоксидантной активности инди- 
видуальных соединений растительного проис- 
хождения, их производных и смесей, в том числе  
фенольных кислот и полифенолов [48, 30, 60, 118,  
134–137], алкалоидов [55], поли- [113, 114, 138, 139]  
и олигосахаридов [38, 106, 115, 116], гликопроте- 
инов [140], аминокислот [141], пептидов [100, 
110], а также синтетических низкомолекулярных 
соединений [73, 142, 143]. 

В последние годы окислительный гемолиз  
эритроцитов активно используется и в нашей  
лаборатории при исследовании антиоксидант- 
ной активности разнообразных гидроксиаро- 
матических соединений [58, 144–166], их конъю- 
гатов с порфиринами [167], растительными поли- 
сахаридами [168, 169], полиэтиленгликолями [170] 
и наночастицами на основе бёмита (γ-AlO(OH)) 
[171–173]. С использованием эритроцитов в ка- 
честве клеточной модели нами проведена срав- 
нительная оценка антиоксидантных свойств  
производных хлорофилла а [174], различных 
гетероциклических соединений [175–177], аллил- 
полиалкоксибензенов [178], монотерпеновых 
спиртов [179], комплексов меди с терпеновыми 
производными этилендиамина [180], антрахинонов 
[181–192], широкого спектра сероорганических 
соединений [182–192]. Нашел свое применение  
этот подход и в комплексном изучении биологи- 
ческой активности растительных экстрактов: 
древесной зелени сосны и лиственницы [193], 
плодов жимолости голубой [194], барбариса [195], 
рябины обыкновенной [196], а также отрубей 
пшеницы различных сортов [197]. 

Окислительный гемолиз может быть иници- 
ирован различными химическими веществами, 
способными к образованию радикалов. Чаще 
всего для этих целей используют 2,2ʹ-азобис(2-
амидинопропан)дигидрохлорид (ААРН) [5, 29, 38, 
39, 44, 45, 55, 59, 62, 69, 98–100, 105, 106, 108–110, 
114, 118, 127, 130, 132, 134, 136–140, 142, 143, 
198, 199] и пероксид водорода [38, 56, 62, 66, 105, 
112, 115, 117, 119, 131, 135]. ААРН – небольшая 
молекула, при разложении которой в водной  

фазе с постоянной скоростью образуются сна- 
чала алкильные (R•), а далее, вследствие реак- 
ции с кислородом, – пероксильные (ROO•) ради- 
калы, воздействующие на мембрану эритроцита 
[5, 39, 62, 67, 69, 105, 127, 200]. AAPH индуцирует 
гемолиз, интенсивность которого зависит от вре- 
мени и концентрации AAPH. Характеризующая 
его сигмоидальная кривая имеет лаг-фазу, 
уменьшающуюся с увеличением концентрации 
ААРН [39, 106]. Гемолиз, индуцированный 
AAPH, включает полное и быстрое истощение 
внутриклеточного восстановленного глутатиона 
[69, 105, 106], за которым следует ПОЛ, окисление 
и деградация мембранных белков с образова- 
нием высокомолекулярных продуктов [59, 69,  
70, 105, 106, 198, 200], окисление оксигемогло- 
бина [98, 106, 136] и транспортных трансмем- 
бранных белков полосы 3 [70, 132, 200], и в ко- 
нечном итоге к лизису клеток. 

В отличие от ААРН, Н2О2 – физиологический 
гидропероксид, который постоянно образуется в 
различных органах и клетках, включая эритро- 
циты, вследствие дисмутации супероксидного 
анион-радикала О2

•– [84, 201]. Экзогенный пер- 
оксид водорода легко проникает в эритроциты  
[84, 201] и взаимодействует с первичной ми- 
шенью – оксигемоглобином (oxyHb), окисляя  
его до метгемоглобина (metHb) и феррилге- 
моглобина (ferrylHb) с образованием высоко- 
реактивного гидроксильного радикала ОН• [84,  
105, 107, 202], самого сильного из известных  
окислителей [60]. Феррильные производные 
обладают относительно высокой цитотоксич- 
ностью [203] и способны окислять различные 
биомолекулы, включая SH-содержащие фер- 
менты [202]. Взаимодействие окисленного гемо- 
глобина с мембранными белками полосы 3 при- 
водит к нарушению мембранного транспорта и 
проницаемости [66, 204]. Окисление гемоглобина 
Н2О2 сопровождается деградацией гема, высво- 
бождением железа и формированием флуоресци- 
рующих продуктов [92, 205–207]. Другое по- 
следствие окислительных повреждений эрит- 
роцитов крови под воздействием Н2О2 – актива- 
ция ПОЛ [66, 67, 127]. 

Общий механизм действия антиоксидантов в 
условиях окислительного гемолиза эритроцитов 
может включать их взаимодействие с фосфо- 
липидами мембраны, способствующее снижению 
текучести; ингибирование перекисного окисления 
мембранных липидов; хелатирование Fe2+, вы- 
свобождающегося при окислении гемоглобина; 
взаимодействие с триптофановыми остатками 
белков, включая белки полосы 3 [5, 208]. О нали- 
чии антиоксидантной и мембранопротекторной 
активности у исследуемых субстанций судят по  
их способности увеличивать выживаемость эрит- 
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роцитов в условиях окислительного стресса. 
В процессе исследования оценивают уровень 
гемолиза (в динамике) и наличие лаг-фазы, 
т.е. времени, в течение которого соединения, 
обладающие антиоксидантной активностью, 
способны полностью ингибировать гемолиз. 
Добавление экзогенных антиоксидантов удли- 
няет лаг-фазу, а разница в лаг-фазе в присутствии 
и при отсутствии антиоксидантов рассматривается 
как период ингибирования, отражающий способ- 
ность антиоксиданта защищать эритроциты [39, 
67, 88, 106, 134, 200]. 

Количественная оценка уровня гемолиза, как 
правило, проводится спектрофотометрическим 
методом по концентрации гемоглобина. В боль- 
шинстве публикаций содержится информация 
об определении степени гемолиза по абсорбции 
предварительно отцентрифугированного супер- 
натанта при λ = 540–544 нм, что соответствует мак- 
симуму поглощения оксигемоглобина (oxyHb)  
[39]. Однако при указанной длине волны можно 
корректно определять лишь концентрацию окси- 
гемоглобина, тогда как в процессе окислитель- 
ного гемолиза происходит образование метгемогло- 
бина (metHb) и смещение максимума поглощения, 
вследствие чего истинная степень гемолиза не- 
дооценивается [5, 98]. Выход из этой ситуации – 
регистрация поглощения при λ = 523–524 нм или 
при 591 нм – изосбестических точках в реакции 
окисления гемоглобина. В этом случае независимо 
от степени окисления гемоглобина измеренная 
абсорбция будет отражать концентрацию всего 
высвобожденного гемоглобина [5, 39, 98, 209]. 

Оценка антиоксидантной активности широкого 
спектра субстанций методом окислительного ге- 
молиза предусматривает использование комп- 
лекса критериев, характеризующих состояние 
эритроцитов. К числу традиционных методов от- 
носится анализ интенсивности процессов ПОЛ  
на основании концентрации продуктов, реагирую- 
щих с 2-тиобарбитуровой кислотой, а также опре- 
деление относительного содержания окисленных 
форм гемоглобина (metHb и ferrylHb) в эритро- 
цитах. Соединения, обладающие антиоксидант- 
ной активностью, не только увеличивают выживае- 
мость эритроцитов, ингибируя окислительный ге- 
молиз (т.е. проявляют мембранопротекторную 
активность), но и способствуют снижению интен- 
сивности ПОЛ в мембранах эритроцитов. Об- 
разующиеся вследствие интенсификации ПОЛ 
гидроперекиси липидов очень нестабильны и 
быстро распадаются на вторичные продукты, 
такие как альдегиды (например, 4-гидрокси-2,3- 
ноненаль) и малоновый диальдегид (MDA) [5, 
210]. MDA представляет собой высокореактив- 

ную бифункциональную молекулу, способную на- 
рушать различные функции мембран путем сши- 
вания белков и фосфолипидов, что, в конечном 
итоге, приводит к их разрушению [66, 211–213]. 
Ввиду того, что MDA способен взаимодействовать 
с 2-тиобарбитуровой кислотой (2-thiobarbituric 
acid, TBA) с образованием окрашенного комп- 
лекса, оценка интенсивности процессов ПОЛ в  
мембранах эритроцитов на основании концент- 
рации ТВА-активных продуктов (TBA-reactive 
substances, TBA-RS) широко используется при 
оценке антиоксидантной активности различных 
соединений [5, 29, 30, 44, 48, 55, 60, 62, 65, 66, 
69, 70, 100, 105–107, 118, 127, 136, 137, 140, 198]. 

Поскольку содержание гемоглобина (Hb) со- 
ставляет 95–97% от общего количества белков 
эритроцитов, именно он является основной ми- 
шенью АФК в этих клетках. В отличие от окси- 
гемоглобина, метгемоглобин не способен вы- 
полнять основную физиологическую функцию – 
транспорт кислорода, что в условиях организма 
приводит к возникновению острой или хро- 
нической гипоксии [55, 214, 215]. Способность 
потенциальных биоантиоксидантов снижать 
содержание продуктов окисления гемоглобина 
(metHb и ferrylHb) также традиционно используют 
при оценке активности различных соединений и 
экстрактов в условиях окислительного гемолиза 
[29, 38, 54, 55, 66, 69, 105, 106, 108, 109, 136, 204]. 

Перспективный подход – использование сов- 
ременных флуоресцентных методов. Так, по- 
мимо относительного содержания окисленных 
форм гемоглобина чувствительным маркером 
окислительного стресса является флуоресценция 
продуктов деградации гема в лизатах эритроцитов 
[92, 206, 207, 2015]. Нами экспериментально 
подтверждено, что снижение интенсивности 
флуоресценции этих продуктов в присутствии 
потенциальных антиоксидантов также может 
использоваться как один из показателей, харак- 
теризующих антиоксидантную активность ши- 
рокого спектра соединений [146–151, 153, 155, 
157, 162–166, 177]. Отметим, что указанный ме- 
тод может использоваться лишь в случае отсут- 
ствия собственной флуоресценции у изучаемых 
соединений в исследуемой области спектров 
(возбуждение при λ = 321 нм, эмиссия при λ =  
= 450–480 нм). 

Актуальный флуоресцентный метод оценки 
уровня окислительного стресса – прямое изме- 
рение внутриклеточной концентрации АФК в 
эритроцитах (cellular antioxidant assay, CAA-RBC) 
[5]. 2',7'-Диацетат дихлордигидрофлуоресцеина 
(HDCF-DA) диффундирует в клетки и деацети- 
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лируется клеточными эстеразами с образованием 
2',7'-дихлордигидрофлуоресцеина (H2DCF) [5, 34, 
43, 61, 63, 90, 215, 216]. В процессе окислительного 
гемолиза эритроцитов H2DCF быстро окисляется до 
конечного флуоресцирующего продукта – 2,7'-ди- 
хлорфлуоресцеина (DCF). Степень ингибирования 
клеточной флуоресценции в последние годы ши- 
роко используется в качестве одного из критериев 
антиоксидантной активности соединений [5, 35, 
42, 43, 44, 61, 99, 111, 118, 130, 133, 139, 140, 215, 
217, 218]. 

Исследования антиоксидантных свойств от- 
дельных соединений, преимущественно феноль- 
ной природы, а также содержащих их расти- 
тельных экстрактов может сопровождаться ана- 
лизом морфологической трансформации эритро- 
цитов, дающей ценную информацию как об 
особенностях взаимодействия антиоксидантов с 
клеточной мембраной, их распределении в ней, 
так и о физиологическом состоянии эритроцита в 
условиях окислительного стресса. Форма эритро- 
цитов и ее изменения – важный показатель функцио- 
нального состояния этих клеток в норме и при 
воздействии различных факторов [65, 71, 72,  
208, 219–223]. По структуре поверхности эритро- 
циты здорового организма представляют собой 
гетерогенную популяцию клеток, состав которой 
может динамически изменяться под воздействием 
физиологических и патологических факторов. В 
норме основную массу зрелых циркулирующих 
в крови эритроцитов составляют дискоциты [65,  
224]. Вместе с тем морфологические изменения 
эритроцитов наблюдаются не только у цирку- 
лирующих в крови клеток, но также имеют 
место в условиях in vitro при взаимодействии 
эритроцитов с некоторыми химическими сое- 
динениями. Характер изменения формы эритро- 
цитов вследствие интеркаляции экзогенных ве- 
ществ в клеточную мембрану указывает на осо- 
бенности распределения соединений во внутри- 
мембранном пространстве. Считается [225], 
что соединения, приводящие к образованию 
эхиноцитов (эритроцитов со множественными 
шиповидными выростами), встраиваются во 
внешний монослой эритроцитарной мембраны, 
вызывая непропорциональное увеличение его  
площади. В случае проникновения вещества во 
внутренний монослой происходит увеличение 
площади последнего, что приводит в конечном 
итоге к формированию стоматоцитов (эритроцитов 
чашевидной формы). Таким образом, ценная 
информация об особенностях взаимодействия 
различных соединений с мембраной и их рас- 
пределении в ней может быть получена при 

анализе морфологической трансформации эрит- 
роцитов методом сканирующей электронной 
микроскопии [72, 75, 90, 225, 226]. Указанный 
подход использовался при изучении молеку- 
лярных и клеточных механизмов действия 
экстрактов растений и прополиса, содержащих 
природные антиоксиданты [72, 132, 199, 222,  
223], индивидуальных флавоноидов и феноль- 
ных кислот [71, 219, 221], нестероидных противо- 
воспалительных и иных фармакологических 
препаратов [72, 75, 220, 227, 228], производных 
5-гидроксибензимидазола [226], синтезирован- 
ных в ИБХФ РАН гибридных антиоксидантов 
(ИХФАНов) [229–231] и анфенов [232]. Для 
ИХФАНов отмечена не только способность из- 
менять форму эритроцитов за счет интеркаляции  
веществ в мембранные слои, но и существен- 
ная гемолитическая активность в высоких кон- 
центрациях [231]. Анализ морфологической 
трансформации способен дать информацию 
не только о распределении антиоксидантов в 
клеточной мембране, но также и об их способности 
препятствовать патологической модификации 
формы клеток под воздействием Н2О2 [56, 
112], ААРН [132], а также других индукторов 
окислительного гемолиза [71, 119, 221–223]. 
Исследование поверхностной архитектоники 
эритроцитов методом сканирующей электронной 
микроскопии проводилось и нами в комплексном 
изучении механизмов активности новых анти- 
оксидантов – изоборнилфенолов и их производных 
[58, 233], а также терпенофенол-хлориновых 
конъюгатов [174]. Анализ морфологической 
трансформации эритроцитов при взаимодействии 
с изоборнилфенолами подтвердил способность 
этих соединений взаимодействовать с клеточной 
мембраной и изменять ее структурное состояние. 
Выявлена статистически значимая связь между 
характером морфологической трансформации 
эритроцитов (долей необратимо измененных 
клеток – стоматоцитов) и эритротоксичностью 
отдельных изоборнилфенолов [58, 233]. Изучение 
поверхностной структуры эритроцитов после 
инкубации с новыми терпенофенол-хлориновыми 
конъюгатами показало, что мембранопротекторная 
и антиоксидантная активность синтезированных 
соединений существенным образом зависит от их 
способности интеркалировать в эритроцитарную 
мембрану, что в значительной степени опре- 
деляется природой заместителя амидной группы 
в положении 13(2) [174]. 

О способности антиоксидантов фенольной 
природы взаимодействовать с липидной фазой 
биомембран и изменять ее структуру можно судить 
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и на основании экспериментов с дополнительным 
воздействием на эритроциты Triton X-100 (алкил- 
фенилполиэтиленгликоля). Указанный неионный  
детергент способен проникать в липидный бислой,  
нарушать его структуру и увеличивать подвиж- 
ность углеводородных цепей фосфолипидов,  
что приводит к увеличению проницаемости мем- 
браны и, в итоге, к гемолизу [234, 235]. Определяю- 
щий фактор устойчивости мембран к воздейст- 
вию Triton X-100 – степень упорядоченности 
ацильных цепей фосфолипидов [236]. По нашим  
данным, предварительная инкубация эритроцитов 
с терпенофенолами, содержащими свободную 
карбоксильную группу, усиливала их чувствитель- 
ность к гемолитическому действию Triton X-100 
[124, 145]. Полученные результаты позволяют пред- 
положить, что указанные фенольные антиокси- 
данты даже в относительно низких концентрациях, 
не вызывающих гемолиза, способны существенно 
изменять структуру липидной фазы мембран, что  
не может не отразиться на их биологической ак- 
тивности [154, 233]. Это предположение хорошо сог- 
ласуется с результатами экспериментов, свиде- 
тельствующих о том, что именно различия в физико-
химических особенностях структуры мембран 
обусловливают неодинаковую чувствительность 
эритроцитов млекопитающих разных видов к 
дестабилизирующему действию Triton X-100 [121, 
124, 236]. 

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Эритроцит в системе in vitro – удобная и до- 

ступная модель для изучения молекулярных и 
клеточных механизмов действия антиоксидантов. 
Скрининг с использованием эритроцитов может 
применяться в оценке вновь разработанных 
соединений с целью отбора наиболее интересных 
кандидатов для дальнейшего углубленного изу- 
чения. Полученные результаты могут способст- 
вовать целенаправленному синтезу новых био- 
логически активных соединений, сочетающих 
высокую гемосовместимость и антиоксидантную 
активность, перспективных для биомедицинского 
применения. 

Рассмотренные в обзоре подходы, в основе ко- 
торых лежит использование эритроцитов в качестве 
модельного объекта, далеко не исчерпывающие. 
Использование тех или иных методов в скрининге, 
нацеленном на выявление новых антиоксидантов, 
а также в углубленном изучении механизмов их 
действия зависит как от поставленных задач, так 
и от возможностей конкретной лаборатории. В 
данном обзоре сделан акцент на методы, наиболее 
часто применяемые в исследованиях новых суб- 
станций, активно проводимых в последнее деся- 
тилетие на базе Института биологии Коми НЦ 

УрО РАН в тесном содружестве с сотрудниками 
Института химии Коми НЦ УрО РАН. Анализ 
собственных и литературных данных позволяет 
рекомендовать метод окислительного гемолиза 
эритроцитов в скрининге новых соединений с 
целью отбора наиболее интересных продуктов 
для дальнейшего углубленного изучения, исследо- 
вании зависимости структура–активность, выра- 
ботке стратегии целенаправленного синтеза новых 
биологически активных соединений. 
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Blood Erythrocytes – a Biological Model  
for Evaluating Antioxidant Activity of Chemical Compounds
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This review presents an analysis of literature, including our own work, on various aspects of using RBC 
as an in vitro model in the comprehensive evaluation of antioxidant activity of a wide range of natural and 
synthetic compounds, their mixtures, and plant extracts. The existing practice of using human, laboratory, 
and domestic animal red blood cells is examined. The characteristics of the most commonly used initi- 
ators of oxidative stress in such studies, 2,2'-azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride (AAPH) and H2O2, 
as well as the mechanisms underlying the development of the hemolytic process are discussed. A critical 
analysis of methodological approaches to assessing the level of hemolysis is provided. The review further 
discusses the evaluation of erythrocyte survival under oxidative stress conditions and the ability of the tested 
compounds to act as membrane protectors. The text considers the criteria for a comprehensive assessment 
of erythrocytes, facilitating the study of cellular and molecular mechanisms underlying antioxidant acti- 
vity of a wide range of substances on a model of oxidative hemolysis of erythrocytes. Traditional methods 
include assessment of the intensity of membrane lipid peroxidation (LPO) processes through measurement 
of concentration of products that react with 2-thiobarbituric acid, a s well assessment of relative content of 
oxidized forms of hemoglobin in erythrocytes. The use of modern fluorescent methods is another promi- 
sing approach. In particular, the fluorescence of heme degradation products, the decrease in intensity of 
which can indicate the presence of antioxidant activity in the compounds under investigation, is a sensitive 
marker of oxidative stress in erythrocytes. Another prominent fluorescent method is the assessment of the 
level of oxidative stress by measuring the intracellular concentration of ROS in erythrocytes. Analysis of 
our own and literature data allows us to recommend the method of oxidative hemolysis of erythrocytes as 
the method to screen newly developed compounds in order to select the most interesting candidates for 
further in-depth studies. It is appropriate for establishing the structure-activity relationship and developing 
a strategy for the targeted synthesis of new biologically active compounds combining high hemocompati- 
bility and antioxidant activity, promising for biomedical applications.

Keywords: antioxidant activity, erythrocytes, oxidative hemolysis
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Немелкоклеточный рак легких (НМРЛ) – основной подтип рака легких, выступающий частой 
причиной смертности от онкологии во всем мире. Ведущую роль в патогенезе НМРЛ играют мутации 
в гене рецептора эпидермального фактора роста (EGFR), обусловливающие его патологическую 
активность. Первое поколение ингибиторов EGFR, действующих обратимо, эффективно блокирует 
эффекты EGFR с активирующими мутациями за счет выигрыша в конкуренции с АТФ за связывание 
с киназой. Однако через несколько месяцев лечения часто возникает вторичная мутация Т790М, 
являющаяся причиной резистентности к последующей терапии данными препаратами. Эффективное 
ингибирование EGFR с мутацией Т790М оказалось возможным за счет ингибиторов второго 
поколения, действующих по ковалентному механизму. Однако второе поколение ковалентных 
ингибиторов получило ограниченное применение в терапии вследствие недостаточной селективности 
к EGFR T790M и узкого терапевтического окна. Открытие ковалентных ингибиторов на основе 
пиримидина обусловило появление ряда эффективных и более безопасных препаратов третьего 
поколения для лечения НМРЛ с мутацией EGFR T790M. Настоящий обзор содержит краткое 
описание ингибиторов EGFR первого и второго поколений и подробное рассмотрение основных 
этапов разработки ингибиторов третьего поколения. Основной акцент сделан на выявленных 
закономерностях “структура–активность”. Приведены данные по ингибиторам, получившим статус 
одобренных препаратов для лечения НМРЛ. Указаны перспективные направления разработки новых 
ингибиторов EGFR. 
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1. ВВЕДЕНИЕ

Рак легкого – одна из наиболее часто встре- 
чающихся злокачественных опухолей. Согласно 
данным международного агентства по изучению 
рака (IARC), в 2020 г. в мире было зарегистрировано 
>19 млн новых случаев онкологических забо- 
леваний, среди которых второе место занимает рак 
легкого. В России среди всех зарегистрированных 
случаев злокачественных новообразований в  
2022 г. 3-е место пришлось на легочную локали- 
зацию [1]. Рак легкого – ведущая причина смерти 
от онкологических заболеваний у мужчин [2].

Немелкоклеточный рак легких (НМРЛ) – ос- 
новной гистологический подтип рака легких, сос- 
тавляющий ~80% всех случаев заболевания [3].  
Исследования показали, что важнейшую роль в  
патогенезе НМРЛ играет рецептор эпидермального 
фактора роста человека EGFR (epidermal growth  
factor receptor), представляющий собой белок  
клеточной поверхности, который связывается 
со своим природным лигандом, эпидермальным 
фактором роста (EGF), индуцируя аутофосфо- 
рилирование тирозина и запуская процесс про- 
лиферации клеток [4]. Активность EGFR и опос- 
редованная им клеточная передача сигналов 
хорошо скоординированы и строго контроли- 
руются в нормальных клетках. Разбалансировка 
сигнальной системы EGFR ведет к нарушению  
регуляции тирозинкиназной активности. В ре- 
зультате чрезмерной активации EGFR запускается 
каскад биохимических реакций, приводящих к 
повышению уровня пролиферации опухолевых 
клеток, росту опухоли, патологического ангио- 
генеза и метастазирования. Для опухолевых кле- 
ток выявлены следующие основные механизмы 
активации EGFR-зависимых сигнальных путей: 

1) гиперэкспрессия EGFR; 
2) избыточная продукция факторов роста (TGF-α, 
EGF); 
3) мутация в гене, кодирующем EGFR, и, как 
следствие, активация рецептора в отсутствие 
факторов роста;
4) гетеродимеризация рецептора, приводящая 
к постоянной активации тирозинкиназы в от- 
сутствие лиганда. 

Ведущую роль в патогенезе НМРЛ играют 
мутации. Было установлено, что большинство 
мутаций (85–90%) в домене EGFR представлены 
делецией в экзоне 19 (Del19) и заменой Leu858 
на Arg в экзоне 21 (L858R), которые называются 
“активирующими”, поскольку приводят к лиганд-
независимой тирозинкиназной активности [5]. 
Остаток Leu858 расположен в петле активации 
и является частью цепочки гидрофобных амино- 
кислот, образующих активационную спираль. 
При замене лейцина более гидрофильным арги- 
нином эта спираль искажается, что приводит к 
дестабилизации неактивной конформации EGFR, 
способствуя тем самым переходу в активное сос- 
тояние. При делеции экзона 19 происходит уко- 
рочение С-спирали на 1–3 остатка, что, вероятно,  
не позволяет С-спирали повернуться наружу и 
перейти в неактивное состояние [6]. Было уста- 
новлено, что активирующие мутации EGFR 
встречаются в ~10–15% случаев НМРЛ у па- 
циентов европеоидной расы и в ~30–40% у пациен- 
тов из Восточной Азии [7]. Для блокирования 
биологических эффектов, реализуемых посред- 
ством гиперактивации EGFR, в качестве ос- 
новных стратегий применяют использование 
моноклональных тел, действующих непос- 
редственно против связывающего домена EGFR 

4.	 ИНГИБИТОРЫ EGFR ТРЕТЬЕГО ПОКОЛЕНИЯ 738
5.	 ИНГИБИТОРЫ EGFR DM C АМИНОПИРИМИДИНОВЫМ ОСТОВОМ 740
6.	 ИНГИБИТОРЫ C ПИРРОЛОПИРИМИДИНОВЫМ ОСТОВОМ 750
7.	 ИНГИБИТОРЫ C ПУРИНОВЫМ И ПИРАЗОЛОПИРИМИДИНОВЫМ ОСТОВАМИ 752
8.	 ИНГИБИТОРЫ C ТИОФЕНО- И ТИОПИРАНОПИРИМИДИНОВЫМИ ОСТОВАМИ 752
9.	 ИНГИБИТОРЫ EGFR DM C ФУРАНОПИРИМИДИНОВЫМ ОСТОВОМ 753

10.	ИНГИБИТОРЫ C ХИНАЗОЛИНОВЫМ, ПИРИДО- И ПИРИМИДОПИРИМИДИНО-
ВЫМИ ОСТОВАМИ

754

11.	ЗАКЛЮЧЕНИЕ 755
СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 755



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 6          2024

737ИНГИБИТОРЫ EGFR В ТАРГЕТНОЙ ТЕРАПИИ РАКА

или образующих неактивный комплекс с EGF 
и TGF-α, и использование низкомолекулярных 
ингибиторов, способных воздействовать на 
внутриклеточный домен EGFR и прерывать процесс 
фосфорилирования за счет конкурирования с 
АТФ, а также комбинации данных стратегий. 
В настоящем обзоре будут рассмотрены три 
поколения низкомолекулярных ингибиторов, 
способных ингибировать мутантные формы EGFR 
и обусловливающих осложнения при лечении 
НМРЛ.

2. ИНГИБИТОРЫ EGFR ПЕРВОГО  
ПОКОЛЕНИЯ И ЛЕКАРСТВЕННАЯ  

РЕЗИСТЕНТНОСТЬ

Созданные в 2003–2004 гг. ингибиторы EGFR 
первого поколения (гефитиниб (1), эрлотиниб 
(2) и икотиниб (3), рис. 1a) проектировались 
как АТФ-миметики [8], конкурентно и обратимо 
связывающиеся с АТФ-сайтом EGFR (рис. 1б, 1в)  
[9]. Лечение НМРЛ этими препаратами приводило 
к положительному ответу у ~60–80% пациентов, 
однако в большинстве случаев после 10–12 месяцев 
терапии наблюдалось развитие резистентности 
[10]. Ее основной причиной оказалась мутация 

T790M (замена Thr790 на Met), приводящая к 
резкому снижению (как минимум на 50%) эффек- 
тивности ингибиторов, в основном за счет повы- 
шения аффинности рецептора к АТФ [11, 12].  
Во многих случаях лекарственно-резистентная 
мутация T790M сосуществует вместе с активи- 
рующей мутацией L858R, образуя двойную 
мутацию EGFR L858R/T790M (double mutation, 
EGFR DM), придающую устойчивость к любым 
конкурентным АТФ-ингибиторам [13]. Для прео- 
доления повышенного сродства мутантной ки- 
назы EGFR DM к АТФ при ее физиологических 
концентрациях (1–10 мМ) потенциальный инги- 
битор должен обладать сверхбыстрым дейст- 
вием, что может быть достигнуто за счет кова- 
лентного связывания [14].

3. ИНГИБИТОРЫ EGFR ВТОРОГО  
ПОКОЛЕНИЯ

Разработка ковалентных ингибиторов EGFR 
Т790М началась в 1990-х гг. Их основой выступил 
хиназолиновый остов, способный образовывать 
водородную связь с “шарнирным” Met793 EGFR 
и оснащенный электрофильной “боеголовкой” 
(акцептор Михаэля), нацеленной на тиольный 

Рис. 1. (а) – Ингибиторы EGFR первого поколения; (б) – строение АТФ-связывающего сайта EGFR [9]; (в) – способ 
связывания эрлотиниба с EGFR [9].
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остаток Cys797 на краю активного сайта киназы.  
Ковалентное связывание способствует конкурент- 
ному преимуществу над АТФ и увеличивает время 
действия ингибитора [15]. 

Первым одобренным FDA в 2013 г. ковалентным 
ингибитором стал афатиниб (4) (рис. 2), показавший 
в тестах in vitro концентрацию полумаксимального 
ингибирования в отношении мутантной киназы 
(IC50

EGFR DM) на уровне 10 нМ, что оказалось на два 
порядка ниже по сравнению с гефитинибом. Кроме 
того, афатиниб показал выраженное противо- 
опухолевое действие на модели ксенотрансплан- 
танта Н1975, несущего мутацию EGFR DM (мо- 
дель in vivo) [16]. При исследовании методами 
РСА комплекса афатиниба с EGFR DM (PDB: 
4G5J) было установлено, что между азотом Met793  
в шарнирной области и хиназолиновым остовом 
ингибитора образуется водородная связь. Гидро- 
фобная часть молекулы ориентируется вглубь 
сайта связывания. Данные о распределении 
электронной плотности свидетельствуют об об- 
разовании ковалентной связи между Cys797 
и акцепторной группой Михаэля [17]. Однако 
применение афатиниба в качестве монотерапии 
для преодоления приобретенной резистентности 
Т790М оказалось неэффективным и существен- 
но ограниченным из-за недостаточной селектив- 
ности и, как следствие, проявлении кожной 
и желудочно-кишечной токсичности в дозах, 
необходимых для эффективного ингибирования 
EGFR T790M [18].

В качестве ингибитора EGFR T790M также был 
исследован нератиниб (5) (рис. 2), показавший в 
доклинических исследованиях многообещающую 
антипролиферативную активность в отношении 
клеточной линии Н1975 [19]. Однако в клини- 
ческих исследованиях нератиниб не был эффек- 
тивен в лечении пациентов с НМРЛ, ранее полу- 

чавших положительный эффект от терапии TKI 
(ингибиторами тирозинкиназы) EGFR первого по- 
коления, а также низкую биодоступность и ряд  
побочных эффектов вследствие узкого терапев- 
тического окна [20]. Способ связывания нерати- 
ниба с EGFR T790M аналогичен таковому для 
афатиниба (PDB: 2JIV) [21]. 

Был исследован ряд других ковалентных инги- 
биторов: дакомитиниб (6) [22], пелитиниб (7) [23], 
канертиниб [24] (рис. 2) и др., но ни одному из них 
не удалось преодолеть проблемы лекарственной 
резистентности, связанные с мутацией T790M 
в долгосрочной перспективе за счет сходных 
недостатков: узкого терапевтического окна, по- 
бочных и токсических эффектов, обусловленных 
высокой степенью активности в отношении 
киназы дикого типа, находящейся в здоровых 
тканях [25, 26].

4. ИНГИБИТОРЫ EGFR ТРЕТЬЕГО  
ПОКОЛЕНИЯ

Разработка в 2009 г. Zhou et al. соединения 
WZ4002 (8) (рис. 3а) дало начало третьему 
поколению ингибиторов EGFR. Пиримидиновый 
остов WZ4002 имел меньший размер, большую 
гибкость и способность к размещению в сайте 
связывания в условиях стерических затрудне- 
ний, возникающих вследствие появления более 
объемного и гидрофобного мутантного Met790 
в EGFR DM. В тестах in vitro ингибитор показал 
14-кратную селективность к EGFR T790M, а в 
сравнении с нератинибом (5) и гефитинибом (1) 
имел на два порядка более низкую активность в 
отношении EGFR дикого типа. WZ4002 вызывал 
значительную регрессию опухоли в моделях 
in vivo, имел пероральную доступность 24% и  
период полувыведения (T1/2) 2.5 ч [27]. По дан- 
ным РСА комплекса WZ4002 с EGFR T790M 
(PDB: 3IKA), молекула ингибитора находится в  

Рис. 2. Ингибиторы EGFR второго поколения.
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сайте связывания киназы в U-образной конфор- 
мации и образует ковалентную связь с Cys797 
(рис. 3б). 2-Аминопиримидиновый остов обра- 
зует бидентатную водородную связь с “шарнир- 
ным” Met793. Хлор взаимодействует с мутант- 
ным “привратниковым” Met790, что, вероятно, 
обусловливает селективность WZ4002 в отно- 
шении DM, поскольку немутантный Thr790 не  
обеспечивает такого взаимодействия. Фенильное 
кольцо A (рис. 3а) гидрофобно взаимодействует 
с Gly796. Метоксигруппа взаимодействует с  
Leu792 и Pro794 в “шарнирной” области. Фениль- 
ное кольцо Б, располагающееся почти перпенди- 
кулярно к пиримидиновому циклу, выступает в 
качестве “линкера” для акриламидной группы, 
благоприятно располагая ее для взаимодействия 
вблизи Cys797. Данная информация послужила 
важнейшей отправной точкой для дальнейших 
разработок TKI третьего поколения.

В 2011 г. был получен 2,4-диаминопиримиди- 
новый ингибитор роцилетиниб (9) (рис. 3а). В 
тестах in vitro ингибитор показал 12–22-кратную 
селективность в отношении EGFR DM [28]. Роци- 
летиниб эффективно ингибировал рост клеточ- 
ных линий НМРЛ, несущих мутации EGFR DM 
и EGFR del19/T790M на уровне IC50 = 7–32 нМ,  
тогда как для клеточных линий, несущих EGFR 
WT, IC50 составляла 547–4275 нМ. В сравнении 
с афатинибом, роцилетиниб показал более выра- 
женный противоопухолевый эффект in vivo [29].  
Способ связывания ингибитора (9) в целом анало- 
гичен WZ4002 (рис. 3б) (PDB: 5XDK) [30]. Ме- 
токсильный заместитель ориентируется в сторону 
боковой цепи Leu792 и, вероятно, обусловливает 
селективность ингибитора (9) в отношении се- 

мейства киназ EGFR, поскольку другие киназы 
(JAK, TEC) содержат более объемный остаток в 
данном положении. Трифторметильная группа 
гидрофобно взаимодействует с Met790. 

В ходе фазы I/II клинических испытаний был 
выявлен частый побочный эффект роцилетиниба 
в виде гипергликемии за счет ингибирования 
IGFR1 его основным метаболитом [31]. Позже 
выяснилось, что количества метаболитов в плаз- 
ме крови у людей значительно выше, чем в до- 
клинических моделях, вследствие различий в  
механизмах метаболизма [32]. Вследствие этого,  
а также ввиду наличия более безопасных пре- 
паратов в 2016 г. исследования роцилетиниба были 
прекращены [33]. 

Прорывной разработкой оказался осимертиниб, 
получивший в 2015 г. ускоренное одобрение 
FDA для применения в США [13], а в феврале 
2016 г. – в Европейском Союзе. Разработке оси- 
мертиниба предшествовало получение соедине- 
ния (10) (схема 1), которое ингибировало рост кле- 
ток Н1975 с 220-кратной селективностью отно- 
сительно клеток LoVo, несущих EGFR WT [34].  
Далее был осуществлен перенос концевой амино- 
группы на фенильное кольцо, что привело к по- 
лучению соединения (11), которое продемонстри- 
ровало более высокую киназную активность и се- 
лективность, а также более низкую липофильность. 
Однако оно по-прежнему сильно ингибировало 
IGFR1 и имело высокое сродство к ионным кана- 
лам hERG. Дальнейшая структурная оптимизация 
была сосредоточена на заместителях в положениях 
4 и 5 пиримидинового ядра, которые оказывают 
влияние на активность, селективность и физико- 

Рис. 3. (а) – Первые ингибиторы EGFR третьего поколения; (б) – способ связывания WZ4002 с EGFR; (в) – наложение 
суперпозиций WZ4002 и роцилетиниба в EGFR T790M [30].
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химические свойства. Удаление 5-Cl и замена  
“головного” пиридазопиримидина на N-метилин- 
дол привели к получению осимертиниба (12) с  
улучшенными фармакокинетическими характе- 
ристиками и сниженной аффинностью к hERG 
и IGFR1. Киназная ингибирующая активность 
осимертиниба in vitro составила IC50

EGFR DM =  
= 1 нМ, IC50

EGFR WT = 184 нМ. Было установлено, 
что соединение (12) в организме подвергается 
интенсивному метаболизму с участием цитохрома 
P450 с образованием основных метаболитов 
(13) и (14) (схема 1), обнаруживаемых в плазме 
крови в примерном соотношении 32 и 67% 
соответственно. Метаболит (13) демонстрирует 
сопоставимую с исходным соединением инги- 
бирующую активность и селективность, тогда как 
соединение (14) обладает существенно меньшей 
избирательностью к EGFR DM и обусловливает 
большинство токсических эффектов осимерти- 
ниба [35]. Режим связывания соединения (12) с 
киназами EGFR T790M (PDB: 6JX0, 6JX4) и EGFR 
WT (PDB: 6JWL, 6JXT) был исследован и в целом 
соответствовал роцилетинибу и WZ4002 [36].

Заметим, что для ковалентных ингибиторов зна- 
чения IC50 не строго характеристичны, поскольку 
сильно зависят от условий проведения испытания 
(особенно от времени инкубирования) [37–39]. 
Хотя были попытки сделать метод определения 

IC50 более универсальным для применения к необ- 
ратимым ингибиторам (например, в работе [40]),  
сравнение с референсным препаратом остается 
основной мерой активности таких соединений.

Последовавший клинический успех осимер- 
тиниба и фактический его монополизм на рынке 
препаратов для лечения НМРЛ с мутацией Т790М  
(НМРЛТ790М) вызвал резкий рост числа работ по  
получению его аналогов. Кроме того, он не был  
лишен побочных эффектов, таких как гипергли- 
кемия, сыпь, диарея, кардиотоксичность [41]. Раз- 
работанные новые ингибиторы EGFR третьего  
поколения можно условно разделить по общности  
структурного остова на аминопиримидиновые, 
пирролопиримидиновые, пуриновые, пиразоло- 
пиримидиновые, тиофенопиримидиновые, тиопи- 
ранопиримидиновые, фуранопиримидиновые, 
хиназолиновые, пиридопиримидиновые и пири- 
мидопиримидиновые.

5. ИНГИБИТОРЫ EGFR DM  
C АМИНОПИРИМИДИНОВЫМ ОСТОВОМ

На основе структуры (15) (схема 2) была по- 
лучена серия аналогов WZ4002 с метилтиольной 
группой в положении 5 пиримидинового цикла, 
установленной с целью усиления взаимодействия 
с мутантным Met790 и ограничением конфор- 
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Схема 1. Предшественники осимертиниба и его основные метаболиты.
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мационного вращения фенильного линкера [42]. 
По результатам киназных тестов in vitro ингибитор 
(15а) превзошел референсное соединение (12) 
по активности в 27 раз и селективности в 18 раз. 
В клеточных тестах лучшие результаты показал 
ингибитор (15b) с активностью в 2.5 раза, а 
селективностью в 13 раз превосходящие таковые 
для ингибитора (12).

Также была получена серия аналогов WZ4002 
с мочевиной в качестве линкерной вставки и 
различными заместителями при гидрофильной 
части молекулы (16) (схема 3) [43]. Соединения 
продемонстрировали умеренное ингибирование 
киназ in vitro. Наиболее оптимальный баланс 
свойств показало соединение (16а) с активностью 
к EGFR DM, близкой к активности соединения 
(8), но пятикратно увеличенной селективностью. 
Отмечается, что для данного ряда соединений 
было выявлено нецелевое ингибирование киназы 
Src.

Были смоделированы и получены производ- 
ные WZ4002 с тио- и сульфоксиалкильными 
линкерами в гидрофильной части молекулы 
(17) (схема 4) [44]. Ингибитор (17а) в киназном 
тесте in vitro показал активность, сравнимую 
с референсным соединением (9), тогда как в 
клеточном тесте (17а) был в 4 раза более активен 
в отношении Н1975, а по селективности в 9 раз 
превзошел соединение (9).

Для ряда полученных новых структурных 
аналогов роцилетиниба (9) (схема 5) было уста- 
новлено, что значительные отклонения от исходной 
структуры (9) приводили к существенной потере 
целевой активности [45]. Дезактивирующее вли- 
яние также оказывали электронодонорные за- 
местители при акриламидной группе. Наиболее 
активный ингибитор (18а) двукратно уступал 
роцилетинибу по активности в отношении EGFR 
DM. 

В качестве перспективного таргетного препарата 
было получено производное роцилетиниба с радио- 

Схема 2. 5-Метилтио-аналоги WZ4002.

Схема 3. Аналоги WZ4002 с мочевиной в качестве линкерной вставки.
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активным иодом125 в положении 5 фенильного 
линкера – соединение (19) (схема 5) [46]. Хотя 
его ингибирующая активность in vitro была ниже, 
чем у соединения (9), селективность в отношении 
EGFR DM оставалась в пределах 10–30, что поз- 
воляло использовать его в качестве препарата, 
специфичного к двойной мутации. В тестирова- 
нии in vitro на клетках Н1975 и H441 (несущих  
EGFR WT) ингибитор (19) действительно показал 
10-кратное преимущественное сродство к клет- 
кам Н1975. Однако в испытаниях на животных  
не было зафиксировано накопления радиоактив- 
ного иода в трансплантантной опухоли Н1975  
относительно нормальных тканей, предположи- 
тельно, вследствие повышенной липофильности 
соединения (19).

На основе 2,4-диаминопиримидинового ос- 
това структуры (20) (схема 6) была получена 
серия TKI EGFR DM, из которых 5-бром-произ- 
водные были наиболее активны in vitro, предпо- 
ложительно, за счет дополнительного взаимо- 

действия брома с Met790 [47]. Среди заместителей 
(R4) предпочтительными оказались индол, N-мети- 
линдол и дигидроинден. Ингибитор (20а) показал 
высокую целевую активность и селективность 
на уровне соединения (12), а также выраженное 
противоопухолевое действие in vivo без выра- 
женных токсических эффектов.

С целью защиты метильных групп соединения 
(12) от метаболического деметилирования были 
получены его N-оксидные и фторированные 
производные (схема 7) [48]. В киназных тестах 
in vitro ингибитор (21а) был наиболее активен в 
отношении EGFR DM и сравнимым с референсным 
ингибитором (12). Самую высокую селективность 
in vitro и in vivo показало соединение (21b).

В ряду ингибиторов, полученных путем за- 
мены N-метильной группы (R2) на индольном 
фрагменте структуры (22) (схема 8), наиболее 
активным in vitro оказался N-циклопропильный 
ингибитор (22а), в 3 раза превзойдя осимертиниб 

Схема 4. Аналоги роцилетиниба.

Схема 5. Аналоги роцилетиниба.
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Схема 6. 2,4-Диаминопиримидиновые аналоги осимертиниба.

Схема 7. N-Оксидные и фторированные аналоги осимертиниба.

!
Схема 8. Аналоги осимертиниба.
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по активности и в 8 раз – по селективности [49].  
Соединение (22а) продемонстрировало выражен- 
ную противоопухолевую активность in vivo и 
удовлетворительные параметры фармакокине- 
тики. Был идентифицирован один метаболит, 
деметилированный по азоту (указан звездочкой 
в формуле соединения (22а)). В клеточных 
тестах соединение (22а) также было активным и 
ингибировало рост клеток Н1975 с IC50 = 2.44 нМ 
и 208-кратной селективностью [50]. Ингибитор 
(22а) –альмонертиниб – прошел доклинические 
испытания, фазу II клинических исследований, 
и в 2020 г. был одобрен в качестве препарата для 
лечения НМРЛТ790М в КНР [51]. Альмонертиниб 
не вызывал некоторые характерные для осимер- 
тиниба побочные эффекты (гипергликемия, сыпь)  
и обладал более длительным периодом полувы- 
ведения 25 ч [52]. 

N-Трифторэтилиндольный аналог осимер- 
тиниба – бефотертиниб (23) (схема 8) – показал 
эффективность в доклинических исследованиях и 
приемлемый профиль безопасности в начальных 
фазах клинических исследований. По завершении 
в 2023 г. III фазы клинических исследований 
бефотертиниб получил одобрение в КНР для лече- 
ния метастатического НМРЛТ790М [53, 54]. Другой 
близкий аналог осимертиниба – резивертиниб (24) 

(схема 8) – продемонстрировал наномолярную 
активность и высокую селективность в отношении 
EGFR DM in vitro [55], был эффективен в до- 
клинических исследованиях и в настоящее время 
проходит III фазу клинических испытаний в КНР 
[56, 57].

Циклопропильная группа, показанная на при- 
мере альмонертиниба, как и сульфоксидная группа, 
довольно часто используется при разработке ле- 
карств для модулирования различных свойств, 
в том числе метаболической стабильности [58].  
Так, была получена серия циклопропил- и серо- 
содержащих аналогов ингибитора (12) на основе 
структуры (26) (схема 9) [59]. Удовлетворительную 
активность показали только те ингибиторы, ко- 
торые содержали концевую диметиламинную 
группу. Соединение (26а) в тестах in vitro было 
в 13 раз более активным и в 2.5 раза более 
селективным по отношению к EGFR DM, чем 
референс (12). Эффективность in vivo была 
сопоставима. В сравнении с полученным ранее 
аналогом (25) (схема 8) [60], ингибитор (26а) имел 
больший период полувыведения – 2.5 ч. 

Введение дейтерия в структуру лекарственных 
молекул – также известный метод модуляции 
их физико-химических и фармакологических 
свойств [61, 62]. Соединение (27а) (схема 10), 

Схема 9. Циклопропильные аналоги осимертиниба.
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Схема 10. Дозимертиниб и его предшественники.
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полученное в результате замены водородов на 
дейтерий при β-углероде акриламидной группы, 
показало сниженную активность в сравнении 
с осимертинибом (12). Малоперспективными 
были и другие модификации акриламида (27b), 
(27c) и (27d) [63]. Однако соединение (28) 
(схема 10), дополнительно дейтерированное по 
N-метильной группе индола, уже ингибировало 
in vitro киназу EGFR DM на уровне ингибитора 
(12), но было менее селективным. В клеточном 
же тесте соединение (28) было более активным и 
селективным, а в модели in vivo показало сравни- 
мую с референсом эффективность. Ингибитор 
(28), или дозимертиниб, обнаруживал значительно 
меньшую концентрацию N-деметилированного 
по индолу метаболита AZ5104-D2 в плазме крови 
лабораторных животных, чем аналогичного мета- 
болита AZ5104 в случае осимертиниба, что могло  
объяснять более низкую токсичность дозимерти- 
ниба in vivo. С 2020 г. проводятся клинические ис- 
следования дозимертиниба в КНР (CXHL2000060,  
CXHL2000061).

Из ряда аналогов осимертиниба на основе 
структуры (29) (схема 11) приемлемую целевую 
активность показали только соединения, со- 
держащие ТМЭДА-боковую цепь (R2) [64]. Фтори- 
рование метоксигруппы (R3) слабо модулировало 
активность. Умеренно различались по активности 
аналоги, содержащие в положении (R1) бензо- 
изоксазол, пирролопиридин и тиенопиразол. 
Лучшие результаты показало соединение (29а), 
уступая в 1.7 раз по активности, но превосходя 
в 2.5 раза по селективности референсный инги- 
битор (12). Два основных метаболита (29а), N-де- 
метилированных по ТМЭДА, показали сниженную 
ингибирующую активность in vitro в сравнении с 
исходным соединением и ингибитором (12).

Изучение режима связывания осимертиниба с 
EGFR T790M (PDB: 3IKA) показало, что только 
один азот в пиримидиновом цикле используется 
для образования водородной связи с Met793, что 
было применено для получения новых ингибиторов 
на основе 4-аминопиримидина [65]. Кроме того, 
наличие свободного пространства в гидрофобной 
области сайта связывания (синяя окружность над 
формулой соединения (12) на схеме 12), с которым 
взаимодействует метилиндольный фрагмент, 
допускало его модификацию путем стерического 
расширения. Было обнаружено, что среди по- 
лученных соединений все 4-аминопиримидины 
показали резко сниженную активность in vitro в 
сравнении с 2-аминопиримидиновыми аналогами. 
Аналогично результатам, полученным в работах 
[64] и [66], умеренную и высокую активность 
продемонстрировали только ингибиторы, имеющие 
ТМЭДА-боковую цепь (R4). Влияние небольших 
заместителей R1 и R2 было различным, но в целом 
они умеренно снижали активность и повышали 
селективность. Только соединения с 5,6-дигидро-
4H-пирролохинолиновым фрагментом (R3) вместо 
метилиндола осимертиниба показали активность 
и селективность на уровне референса. Наиболее 
активный ингибитор (31а) (схема 12) был со- 
поставим по активности с соединением (12) in vitro  
и in vivo. 

В исследовании другой серии ингибиторов, у 
которых метилиндольный фрагмент был заменен 
некоторыми трициклическими группами, было 
отмечено соединение (32), или оритиниб (схема 12),  
показавший IC50

Н1975 = 2 нМ и IC50
А431 = 414 нМ, 

что выше в 2.3 раза по активности и в 3.3 раза по 
селективности в сравнении с соединением (12) 
[67]. Соединение (32) показало многообещающие 
результаты на этапе доклинических исследований. 
Была установлена его способность проникать 

Схема 11. Аналоги осимертиниба.
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через ГЭБ и проявлять меньше побочных эффек- 
тов in vivo в сравнении с соединением (12). Основ- 
ной метаболит (32) слабо ингибировал IGFR1 [68]. 
Оритиниб в настоящее время проходит III фазу  
клинических испытаний (NCT04239833) как пре- 
парат для лечения метастазированного в ЦНС 
НМРЛТ790М в КНР.

Ряды новых аналогов осимертиниба были по- 
лучены заменой метилиндольного фрагмента на  
анилины, орто-замещенные пиразолами или 
триазолами, с целью повышения селективности к 
EGFR DM за счет более сильного взаимодействия 
с Met790 (схема 13) [69]. Умеренную и высокую 
активность in vitro показали только ингибиторы, 
содержащие ТМЭДА-боковую цепь. Наиболее 
активный и селективный ингибитор (33а) превзо- 
шел в 3 раза по активности и в 4 раза по селектив- 
ности референсный ингибитор (12). Дальнейшие 
исследования выявили перспективный инги- 
битор лимертиниб (34) (рис. 4). Он показал суб- 
наномолярную киназную активность in vitro с 
20-кратной селективностью [70]. Лимертиниб был 
эффективен in vivo, а также вызывал регрессию 
опухоли у больного НМРЛ с приобретенной 
резистентностью к TKI EGFR раннего поколения 

[71]. В настоящее время ингибитор (34) проходит 
III фазу клинических испытаний (NCT04143607).

Пиридиновые TKI (35) и (36) (рис. 4) были 
разработаны на основе результатов молекулярного 
моделирования, которое показало, что данные 
молекулы надлежащим образом ориентируются 
в активном сайте EGFR DM с образованием 
бидентатной водородной связи с Met793 и ко- 
валентной связи с Cys797 [72]. Однако в тестах  
in vitro ингибитор (35) был малоактивным, тогда  
как ингибитор (36) показал наномолярную ак- 
тивность с преимущественной селективностью 
к EGFR WT.

Также с применением методов in silico полу- 
чена серия аналогов осимертиниба, содержащая 
замещенные пиразолы и триазолы [73]. Наиболее 
селективные in vitro соединения (37) и (38) (рис. 5)  
ингибировали киназу EGFR DM на уровне сое- 
динения (12), при этом ингибитор (38) был в 5 раз  
более селективен, чем референс. Ингибиторы 
умеренно проникали через ГЭБ и были способны 
подавлять рост внутричерепных опухолевых сис- 
тем H1975. Позднее была опубликована структура 
ингибитора (39), или лазертиниба (рис. 5), пока- 
завшего сопоставимую с соединением (12) ак- 

Схема 12. Аналоги осимертиниба.
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тивность in vitro, но более высокую селективность. 
Он был высокоэффективен in vivo и проникал 
через ГЭБ [74]. Лазертиниб (39) перешел в ак- 
тивную фазу клинических испытаний и по завер- 
шении II фазы в 2021 г. получил одобрение для 
лечения метастазированного НМРЛТ790М в Южной 
Корее [75]. 

По результатам молекулярного моделирования 
некоторые 2-амино-4-(1,2,4-триазол)-пиридины 
хорошо воспроизводили конфигурацию ингиби- 

тора (39) при стыковке к EGFR DM, проведен 
синтез этих соединений [76, 77]. Однако по резуль- 
татам тестов in vitro все соединения оказались 
малоактивными и неселективными. Только инги- 
битор (40) (рис. 5) показал 2-кратную селектив- 
ность в отношении EGFR DM, что значительно 
уступало референсным (12) и (39).

Были исследованы некоторые аминопиразо- 
ловые фрагменты (R1) для структуры (41) (схема 14)  
[78]. Все они показали сниженную активность в  

Рис. 4. Лимертиниб и пиридиновые аналоги осимертиниба.

Рис. 5. Пиразол- и триазол-содержащие аналоги осимертиниба.

Схема 13. Пиразол- и триазол-содержащие 2,4-диаминопиримидины.
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сравнении с аналогами, содержащими N-метил- 
индол. Ряд перспективных соединений был по- 
лучен в результате модификации ТМЭДА боко- 
вой цепи (R2). Из них соединение (41а), усту- 
пая по активности ингибитору (12), было сущест- 
венно более селективным. Отмечается, что уста- 
новленная в тестах in vitro селективность коррели- 
ровала с теоретически рассчитанной энергией 
взаимодействия между аминной боковой цепью  
и Asp800 или Glu804 посредством солевого мос- 
тика.

Другой путь разработки новых аналогов осимер- 
тиниба был реализован заменой фенильного 
линкера на пиридиновый в структуре соедине- 
ния (42) (схема 15) [79]. Малоактивными оказа- 
лись ингибиторы с пиримидиновыми и пиразо- 

ловыми заместителями R1, а также те, что имели  
комбинацию заместителей: R1 = любой фтори- 
рованный метилиндол, R2 = хлор, R3 = изопропил. 
Наиболее активное и селективное соединение 
(42а) – фурмонертиниб (ранее алфлутиниб) – 
превзошло референсный ингибитор (12) in vitro 
и in vivo. Обобщенный профиль безопасности 
соединения (42а) был аналогичен таковому для 
соединения (12). По завершении доклинических 
исследований и II фазы клинических испытаний 
фурмонертиниб получил в 2021 г. одобрение в КНР 
для лечения метастатического НМРЛТ790М [80, 81]. 

Изостерическая замена N-метилиндольного 
фрагмента в структуре (12) на тетрагидротиено- 
пиридиновый привела к получению новой 
серии ингибиторов EGFR DM (схема 16) [82]. 

Схема 14. Модификации “головной” и аминной частей осимертиниба.

Схема 15. Аналоги осимертиниба с пиридиновым линкером.

Схема 16. Тетрагидротиенопиридиновые аналоги осимертиниба.
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Тестирование in vitro показало, что наименее 
активными были наиболее гидрофобные сое- 
динения с тиоморфолином, а также ингибиторы, 
не содержащие аминной боковой цепи. Алкиль- 
ные заместители при акриламиде снижали це- 
левую активность. Ингибитор (43а) показал сопос- 
тавимую с соединением (12) целевую активность 
и увеличенную в 3 раза селективность.

Было исследовано влияние на активность  
некоторых электронодонорных и электроноакцеп- 
торных заместителей при акриламидной “боего- 
ловке” (R1), а также в пиримидиновом (R2, R3)  
и индольном (R4) фрагментах структуры (44)  
(схема 17) [83]. Показано, что введение электроно- 
акцепторных заместителей в акриламидную груп- 
пу в целом повышало активность ингибиторов, но 
снижало селективность; электронодонорные за- 
местители в целом снижали ингибирующую ак- 
тивность. Среди модификаций акриламида пред- 
почтение было отдано гексенамидной группе в 
силу наиболее высокого достигнутого значения се- 
лективности. Цианогруппа в положении 5 и ме- 

тильная группа в положении 4 пиримидинового 
цикла, предназначенные для дополнительного 
взаимодействия ингибитора с Met790, обусловили 
умеренное снижение активности, но повышение 
селективности ингибиторов. Гексенамидная груп- 
па в комбинации с 4-метилпиримидиновым ос- 
товом в структуре соединения (44а) позволили 
повысить селективность в отношении EGFR DM 
в 95 раз при сохранении целевой активности 
на уровне референса (12). Все соединения со 
фторированным индолом показали сниженную 
активность.

Поскольку алленамиды способны избирательно 
реагировать с остатком цистеина в пептидах [84], 
были получены серии аналогов осимертиниба с 
алленамидной “боеголовкой” на основе структур 
(45) и (46) (схема 18) [85]. В тестах in vitro была 
установлена высокая активность алленамидных 
ингибиторов в отношении как EGFR DM, так и 
EGFR WT. Из данных исследования кинетики 
следовало, что ковалентная реактивность аллен- 
амидной группы на порядок превосходит реак- 

Схема 17. Модификации акриламида и пиримидинового остова.

Схема 18. Алленамидные аналоги осимертиниба.
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тивность акриламида. И это, по-видимому, обус- 
ловливает низкую стабильность и пероральную 
биодоступность таких соединений, а также не- 
приемлемые параметры фармакокинетики, что 
делает их малоперспективными.

Стоит подчеркнуть, что выбор оптимального по 
реакционной способности акцептора Михаэля – 
важный этап разработки ковалентных ингибиторов, 
чему посвящено множество работ. Обобщив и 
систематизировав накопленный к 2023 г. опыт 
создания ковалентных ингибиторов, Zhao и Bourne 
классифицировали известные “боеголовки” по 
предпочтительности применения к различным 
семействам киназ. Из приведенных схем следует, 
что в отношении EGFR предпочтителен выбор 
акриламидной группы [86].

В некоторых случаях возможна разработка 
ингибиторов с одновременным действием на две  
мишени вследствие схожести строения сайтов 
связывания данных киназ, например, EGFR DM  
и ALK. Было установлено, что аминопиримидино- 
вое ядро ингибиторов EGFR и ALK образует 
идентичные водородные связи с шарнирными 
Met793 и Met1199 соответственно. Однако для  
ингибиторов EGFR DM важным является образо- 
вание ковалентной связи между акцептором 
Михаэля и Cys797, тогда как для ингибиторов 
ALK ключевой выступает водородная связь 
между изопропилсульфоновой группой и Lys1150 
[87–89]. Были получены серии таких ингибиторов, 
наиболее активные из них показаны на рис. 6.

При разработке 2,4-диаминопиримидиновых 
ингибиторов двойного действия EGFR DM/BTK 
было получено соединение (50) (рис. 6), показав- 
шее многообещающие результаты в доклиничес- 
ких исследованиях. Сунвозертиниб (50) по завер- 

шении II фазы клинических испытаний в 2023 г. 
был одобрен в КНР для лечения метастатического 
НМРЛТ790М [90, 91]. 

Информация по упомянутым ингибиторам с 
аминопиримидиновым остовом сведена в табл. 1.

6. ИНГИБИТОРЫ  
C ПИРРОЛОПИРИМИДИНОВЫМ ОСТОВОМ

Согласно данным молекулярного моделиро- 
вания, конденсированные с пиримидином циклы  
могут обусловливать дополнительные полезные 
взаимодействия в активном сайте EGFR DM. 
Таким образом, были разработаны новые струк- 
турные остовы для TKI третьего поколения. Так, 
при скрининге пирролопиримидиновых TKI много- 
обещающие результаты показал ингибитор PF-
06459988 (51) (рис. 7), который в клеточных тестах  
in vitro ингибировал рост клеток Н1975 на уровне  
осимертиниба (12), а по селективности превзошел 
его в 40 раз [92]. PF-06459988 проходил клини- 
ческие испытания как препарат для лечения 
НМРЛТ790М (NCT02297425), но исследования 
были досрочно завершены в 2018 г. на II фазе.

В 2014 г. был разработан пирролопиримиди- 
новый ингибитор (52) (рис. 7), известный как 
авитиниб – первый собственный ингибитор EGFR 
третьего поколения в КНР [93]. Соединение (52) 
ингибировало киназу EGFR DM c IC50 = 0.18 нМ  
и 43-кратной селективностью, а в клеточных 
тестах показало IC50

Н1975 = 7.3 нМ и 43-кратную 
селективность. Авитиниб проявил мощную про- 
тивоопухолевую эффективность in vivo без приз- 
наков потери массы тела у лабораторных живот- 
ных в качестве меры токсичности [94]. Клини- 
ческие исследования авитиниба продолжаются 
(NCT03856697, NCT03058094, NCT05361915 и др.).

Рис. 6. Ингибиторы двойного действия EGFR DM/ALK и EGFR DM/BTK.
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Таблица 1. Сводная информация по ингибиторам EGFR DM с аминопиримидиновым остовом

Ингибитор IC50
EGFR DM, 
нМ Селективность Метод исследования Ссылка

(9) 0.5 12 Киназное профилирование, панель Reaction Biology (США) [28]
(12) 1.0 184 Киназное профилирование, панель EMD Kinase Profiler [35]
(15а) 0.4 677 Иммуноферментный анализ (ELISA), инкубация 1 ч [42]

(18а) 3,9 18 Гомогенная флуоресценция с временным разрешением 
(HTRF), комплект Cisbio (США), инкубация 0.5 ч [45]

(20a) 4.1 68 ELISA [47]

(21b) 6.4 50 Киназное профилирование, панель Z'-LYTE  
(Invitrogen, США) [48]

(22а) 0.18 16 Гомогенная флуоресценция с временным разрешением 
(HTRF), инкубация 30 мин [49]

(23) 16.5 (Н1975) 59 Люминесцентный анализ жизнеспособности клеток, 
комплект Cell Titer-Glo, инкубация 72 ч [53]

(24) 22 (Н1975) >45 Люминесцентный анализ жизнеспособности клеток  
с использованием резазурина, инкубирование 72 ч [55]

(26а) 0.26 16 Резонансный перенос энергии флуоресценции (FRET), 
комплект Z'-Lyte (Thermo, США) [59]

(28) 1.1 103 ELISA [63]

(29а) 2.1 30 Комплекты для анализа активности киназ  
(Eurofins, Carna, Германия) [64]

(32) 0.55 80 Комплекты для анализа активности киназ  
(Eurofins, Carna, Германия) [67]

(33а) 4.1 85 ELISA [69]
(34) 0.3 20 ELISA [70]

(39) 2.7 13 Резонансный перенос энергии флуоресценции Lance Ultra  
с временным разрешением (TR-FRET), инкубация 1 ч [74]

(41а) 4.0 >2500 HTRF, комплект KinEASE-TK (Cisbio, США),  
инкубация 40 мин [78]

(42а) 2.3 (Н1975) 97 Люминесцентный анализ жизнеспособности клеток  
с использованием сульфородамина B, инкубация 72 ч [79]

(43а) 3.6 27 ELISA [82]
(44а) 8 191 ELISA [83]
(50) 1.1 73 Комплект Multi-Spot (Meso Scale, США), инкубация 4 ч [90]

На основе структуры авитиниба были полу- 
чены серии новых ингибиторов EGFR DM, из  
которых соединение (53) (рис. 7) показало наи- 
более высокую активность и селективность in vitro,  
сопоставимую с референсным ингибитором (52)  
[95]. В результате исследований влияния замести- 
телей в положениях 3 и 4 пирролопиримиди- 
нового остова было получено соединение (54)  
(рис. 7) с субнаномолярным значением IC50

EGFR DM  
и 33-кратной селективностью [96, 97]. Хотя в кле- 
точных тестах порядок значений IC50 был иной,  

высокая селективность сохранялась. В кинети- 
ческих тестах было установлено, что данный  
ряд ингибиторов обладает высокой аффин- 
ностью к EGFR DM и низкой степенью зависи- 
мости от образования ковалентной связи для 
достижения эффективного ингибирования, что 
может быть использовано в случае третичной 
мутации L858R/T790M/C797S, являющейся од- 
ной из причин резистентности к ингибиторам  
EGFR третьего поколения [98]. Сообщается, что 
в случае замены пирролопиримидинового ос- 
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това на пирролопиридиновый происходит значи- 
тельное снижение целевой активности и селек- 
тивности [99, 100].

7. ИНГИБИТОРЫ C ПУРИНОВЫМ  
И ПИРАЗОЛОПИРИМИДИНОВЫМ  

ОСТОВАМИ

Пуриновый ингибитор (55), известный как 
мавелертиниб (или PF-06747775) (рис.  7), был 
получен модификацией соединения (51) [101]. 
В доклинических исследованиях мавелертиниб 
показал наномолярную активность и 26-кратную 
селективность в отношении EGFR DM, а также 
высокую эффективность in vivo, пероральную 
доступность ~80% и приемлемый профиль 
безопасности. Разработка мавелертиниба была 
прекращена на II фазе клинических испытаний в 
2020 г. (NCT02349633).

Тестирование in vitro серий пуриновых TKI 
EGFR DM выявило перспективное соединение 
(56) (рис. 7), сопоставимое по активности и 
селективности с референсным соединением (12) 
[102]. На основе структуры известного пуринового 

ингибитора ВТК ибрутиниба были получены 
ингибиторы EGFR DM (57) и (58) (рис. 7), которые 
дозозависимо вызывали гибель клеток Н1975 
при наномолярных концентрациях с 500-кратной 
селективностью, были эффективны in vivo, а также 
слабо ингибировали INSR и IGF1R [103, 104].

8. ИНГИБИТОРЫ C ТИОФЕНО-  
И ТИОПИРАНОПИРИМИДИНОВЫМИ  

ОСТОВАМИ

Разработка тиофенопиримидинового ингиби- 
тора EGFR DM олмутиниба (59) (рис.  8) нача- 
лась в 2013 г. Он ингибировал in vitro киназу 
EGFR DM с IC50 = 10 нМ и селективностью 222  
[105]. В долгосрочных моделях in vivo олму- 
тиниб продемонстрировал устойчивый противо- 
опухолевый эффект [106]. По завершении фазы 
I/II клинических испытаний в 2016 г. олмутиниб 
получил первое одобрение в Южной Корее как 
препарат для второлинейной терапии НМРЛТ790М. 
Однако в 2021 г. клинические испытания были 
прекращены на II фазе из-за выявленных проблем 
с безопасностью [107].

Рис. 7. Пиррол-, пиразол-пиримидиновые и пуриновые ингибиторы EGFR DM.
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На основе олмутиниба (59) были получены 
ряды новых TKI EGFR DM, из которых ингибитор 
(60) (рис. 8) был наиболее активен in vitro и 
сопоставим с референсом (59) [108]. Исследо- 
вания in silico показали перспективность стери- 
ческого расширения тиофенопиримидинового 
остова до тиопиранопиримидинового за счет 
дополнительного связывания в активном сайте 
киназы [109]. Однако тестирование in vitro по- 
казало, что в целом тиопиранопиримидиновые 
ингибиторы, например, соединение (61) (рис. 8),  
были менее активны, чем их тиофенопирими- 
диновые аналоги. В ряду сульфоновых про- 
изводных соединение (62) (рис. 8) уступало по  
активности, но в 60 раз превосходило по селек- 
тивности референсный ингибитор (12) [110]. 

9. ИНГИБИТОРЫ EGFR DM  
C ФУРАНОПИРИМИДИНОВЫМ ОСТОВОМ

В ходе последовательной разработки фурано- 
пиримидиновых ингибиторов EGFR DM на ос- 
нове структур (63) и (64) (схема 19) были выяв- 
лены закономерности “структура–активность” 
для ~100 соединений [111, 112]. Так, более вы- 
сокую ингибирующую активность in vitro по- 
казали соединения с акриламидным акцептором. 
Замена фуранового цикла на тиофеновый или 
изоксазоловый приводила к значительному сни- 
жению активности. Ингибитор (63а) с наиболее 
оптимальным сочетанием свойств был эффек- 
тивен in vivo и обладал приемлемыми парамет- 
рами фармакокинетики и пероральной био- 
доступностью 41% [113]. Ингибитор (63а) (или  

Рис. 8. Тиофено- и тиопиранопиримидиновые ингибиторы EGFR DM.

Схема 19. Фуранопиримидиновые ингибиторы EGFR DM.
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DBPR112) участвовал в клинических испыта- 
ниях (NCT03246854), которые в 2018 г. были 
прекращены на I фазе. 

На следующем этапе была проведена оптими- 
зация структуры соединения (64) (схема 19) путем 
подбора оптимальных алкильных заместителей 
R1 и R3, а также солюбилизирующей группы R2 
методами in silico. Соединение (64а) показало 
наилучший баланс характеристик, включая 
1.7-кратную киназную селективность in vitro, эф- 
фективное подавление роста опухоли Н1975 in 
vivo, приемлемые параметры фармакокинетики 
и пероральную доступность 27% [114]. Докли- 
нические исследования соединения (64а) про- 
должаются.

10. ИНГИБИТОРЫ C ХИНАЗОЛИНОВЫМ,  
ПИРИДО- И ПИРИМИДОПИРИМИДИНО- 

ВЫМИ ОСТОВАМИ

Несмотря на то, что хиназолиновый остов 
характерен для ингибиторов EGFR первого и 
второго поколений, он также используется в 
разработке TKI третьего поколения [115, 116]. 
Ингибитор (65) (рис. 9) показал 4.7-кратную 
селективность in vitro в отношении клеток Н1975  

и был эффективен in vivo на уровне референса 
(12) [117]. Соединение (66) (рис. 9) ингибировало 
киназу EGFR DM с IC50 = 4.3 нМ и 24-кратной 
селективностью, сопоставимой с референсным 
соединением (9) [118]. Однако в клеточных тестах  
соединение (66) показало уже микромолярную 
активность с 1.5-кратной селективностью, значи- 
тельно уступая референсу. Пиридонопирими- 
диновый ингибитор (67) (рис. 9) был наиболее 
активным in vitro в своей серии TKI, превзойдя 
референсный осимертиниб по активности в  
8.7 раз, а по селективности – в 10 раз [119]. Получен- 
ные данные РСА комплекса соединения (67) с 
EGFRT790M (PDB: 5GMP) позволили смоделиро- 
вать и получить новую серию ингибиторов, среди 
которых наилучший баланс свойств, включая 
умеренные параметры фармакокинетики и пе- 
роральную биодоступность 16%, показал инги- 
битор (68) (рис. 9), сопоставимый in vitro с ре- 
ференсным соединением (12) [120]. Ингибитор 
(69) (рис. 9) в клеточных тестах был сопоставим 
с соединением (12), имея IC50

Н1975 = 45  нМ. 
Его киназная активность и селективность в 4.7  
и 5 раз соответственно превосходили таковые  
для осимертиниба. В доклинических испытаниях  

Рис. 9. Ингибиторы EGFR DM с хиназолиновыми и модифицированными хиназолиновыми остовами.
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соединения (69) были установлены противо- 
опухолевая эффективность in vivo, слабое ингиби- 
рование FGFR1 и пероральная биодоступность 
25% [121]. Модификацией хиназолинового 
остова был получен ингибитор (70) (рис. 9), 
который по киназной активности был в 67 раз 
более активен, чем референсный ингибитор 
(9), и в 19 раз более селективен. Селективность 
соединения (70) на клетках была 36-кратной с 
IC50

Н1975 = 44 нМ и с IC50
А431 = 1564 нМ, что 

было сопоставимо с соединением (9) [122]. 
Последующая структурная оптимизация привела 
к получению серии птеридиндионовых TKI, 
из которых наиболее активный ингибитор (71)  
(рис. 9) в киназных тестах уступал по селектив- 
ности соединению (9), тогда как в клеточных 
тестах превосходил референс по активности в  
1.7 раз, а по селективности – в 20 раз [123]. Инги- 
битор (72) (рис. 9), полученный дальнейшей мо- 
дификацией соединения (71), был сопоставим с 
роцилетинибом в киназных тестах, а в клеточных 
тестах уступал ему в 2 раза по активности и се- 
лективности [124].

Были получены и другие ряды TKI EGFR 
DM с хиназолиновым и модифицированными 
хиназолиновыми остовами, однако существенных 
преимуществ над существующими ингибиторами 
достигнуто не было [125–128].

11. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на то что осимертиниб (12) стал 
эталоном лечения лекарственно-устойчивого 
НМРЛ, он не лишен недостатков, проявляющихся 
в ингибировании им и его метаболитами дру- 
гих киназ, влекущих за собой ряд побочных дозо- 
зависимых эффектов. Развитие методов in silico,  
а также накопленный опыт создания TKI EGFR 

DM на основе WZ4002 (8), роцилетиниба (9) и в  
большей степени осимертиниба (12) позволили 
выявить основные структурные факторы, ответ- 
ственные за целевую активность и селективность. 
Было показано, что значительные отклонения от 
структурного шаблона соединения (12) приво- 
дят к критической утрате активности и селектив- 
ности. Наиболее перспективными направлениями 
структурной модификации соединения (12) ока- 
зались N-метилиндольный фрагмент и N,N,N′-
триметилэтилендиаминовая боковая группа. Мо- 
дификация N-метилиндола ограничена стери- 
ческими факторами, поскольку группа ориенти- 

руется внутрь активного сайта киназы. Боковая 
группа ориентируется в область растворителя и 
балансирует физико-химические свойства мо- 
лекулы, что задает свой коридор для модифика- 
ции. В настоящем обзоре приведен ряд работ, 
в которых данные направления были успешно 
реализованы с получением клинически одоб- 
ренных ингибиторов EGFR DM. Также на основе 
представленных данных можно заключить, что 
несмотря на высокую степень исследованности 
и запатентованности пространства структурных 
аналогов (12), возможность разработки новых  
эффективных препаратов для лечения лекарст- 
венно-устойчивого НМРЛ по-прежнему остается, 
что сохраняет перспективы для преодоления 
монополии осимертиниба в данном сегменте 
национального здравоохранения.
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Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the main subtype of lung cancer and is a common cause of cancer-
related mortality worldwide. Mutations in the epidermal growth factor receptor (EGFR) gene play a lead-
ing role in the pathogenesis of NSCLC, causing its pathological activity. The first generation of EGFR 
inhibitors, acting reversibly, effectively block the effects of EGFR with activating mutations by benefiting 
from competition with adenosine triphosphate for binding to the kinase. However, after several months of 
treatment, a secondary T790M mutation often occurs, causing resistance to subsequent therapy with these 
drugs. Effective inhibition of EGFR with the T790M mutation was possible due to second-generation 
inhibitors acting via a covalent mechanism. However, the second generation of covalent inhibitors has 
received limited use in therapy due to insufficient selectivity for EGFR T790M and a narrow therapeutic 
window. The discovery of covalent pyrimidine-based inhibitors has led to the emergence of a number of 
effective and safer third-generation drugs for the treatment of NSCLC with the EGFR T790M mutation. 
This review contains a brief description of first- and second-generation EGFR inhibitors and a detailed 
discussion of the main stages in the development of third-generation inhibitors. The main emphasis is 
placed on the identified “structure–activity” patterns. Data are provided on inhibitors that have received 
the status of approved drugs for the treatment of NSCLC. Promising directions for the development of 
novel EGFR inhibitors are indicated. 

Keywords: non-small cell lung cancer, epidermal growth factor receptor, double mutation, covalent inhibi-
tors, inhibitory activity, pyrimidines, molecular modeling
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Витамин В12 – жизненно необходимое биологически активное соединение для человека, участвующее 
в широком круге метаболических процессов. Распространенность дефицита витамина В12 и его 
низкая проникающая способность в клетки обусловливает актуальность разработки систем доставки 
для создания лекарственных формуляций с улучшенными биофармацевтическими свойствами. 
В данной работе представлена краткая характеристика основных химических и биохимических 
свойств витамина В12, а также обсуждаются пероральные, инъекционные и трансдермальные 
многокомпонентные лекарственные формы витамина В12, которые направлены на решение данной 
проблемы. Более того, представлен анализ литературы по перспективам использования витамина В12 
в качестве вспомогательного компонента для пассивной и активной доставки других лекарственных 
молекул, например, пептидно-нуклеиновых кислот и противоопухолевых препаратов. В обзоре 
подробно рассмотрены типы предлагаемых систем доставки биологически активных соединений с 
использованием витамина В12 в качестве одного из компонентов. 
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1. ВВЕДЕНИЕ

Витамин В12 (В12) необходим для осуществления 
многочисленных биохимических процессов, в 
том числе синтеза и обмена белков, углеводов, 
липидов, созревания эритроцитов и миелинового 
слоя. Поскольку В12 не синтезируется in vivo (за 
исключением некоторых прокариот и архей), 
он попадает в организм человека посредством 
приема пищи. Основной источник В12 – продукты 
животного происхождения (мясо, молоко, рыба 
и т.д.); лишь небольшую долю вещества можно 
получить с помощью растительной пищи, на- 
пример, сушеных зеленых водорослей [1, 2].

Недостаток В12 в клетках может возникать в 
результате наследственных факторов, которые 
обусловливают снижение всасываемости вита- 
мина В12 в кишечнике: мутациях в генах CUBN 
и AMN (синдром Имерслунд–Гресбека) или 
различных мутациях гена GIF (мутации в сайтах 
сплайсинга, частичная делеция гена и др.) [3, 4].  
Кроме того, дефицит В12 наблюдается при по- 
вышенной потребности в нем (например, при 
беременности), неполноценного питания, на- 
рушения всасываемости витамина (в том числе 
впоследствии хирургических вмешательств в  
желудочно-кишечный тракт), дефицита транс- 
портных белков и др. При выраженном дефиците 
В12 наблюдаются системные нарушения со 
стороны кроветворной, нервной и эндокринной 
систем, атрофии слизистых оболочек желудочно-
кишечного тракта и развитие характерной 
клиники фуникулярного миелоза (повреждение 
спинного мозга).

Суточная потребность взрослого человека в  
витамине В12 составляет 2.4 мкг. Для восполнения 
дефицита В12 рекомендуется пероральное при- 
менение форм препарата или парентеральные (ча- 
ще внутримышечные) инъекции. Используют  
дозы 100–200 мкг/сут через день, а в случае наруше- 
ния функции нервной системы дозировку увеличи- 
вают до 500 мкг/сут в первую неделю ежедневно, 
далее – с интервалами между введениями до 5– 
7 дней [5]. Остро стоит проблема восполнения 
дефицита В12 у пациентов с существенными 
нарушениям ЖКТ, такими как целиакия и болезнь 
Крона, а также у пациентов после операций 
(уменьшение желудка и/или перестраивание ки- 
шечника вследствие бариатрической хирургии, 
резекция желудка или кишечника, особенно 
подвздошной кишки) [6, 7], поскольку перо- 
ральный прием препарата не приводит к удов- 
летворительным результатам, а пожизненная 
инъекционная терапия снижает качество жизни 
и сопряжена с развитием местных осложнений.

В качестве альтернативы для таких пациентов 
могут использоваться назальные формы В12, 
для которых характерна биодоступность 2–5%, 
что соответствует показателю при пассивной 
адсорбции витамина в кишечнике [8]. Результаты 
клинических испытаний назальной формы В12 
CureSupport (Нидерланды) [9], проведенных на 
51 пациенте с синдромом хронической усталости, 
показали увеличение концентрации В12 в плазме 
крови в 3 раза через 3 месяца введения по 5 мг – 
по одной капле в каждую ноздрю 2 раза в неделю. 

Также в качестве альтернативы существуют 
сублингвальные формы В12. Согласно ретро- 
спективному анализу перспективности исполь- 
зования таких систем в терапии, было показано 
[10], что прием сублингвальной формы Contract 
Pharmacal Corp. (США) позволяет повысить 
концентрацию В12 в крови до уровня, который 
примерно соответствует результатам при внутри- 
мышечных инъекциях. К достоинствам такой 
формы введения относятся удобство и простота 
использования, что положительно сказывается на 
соблюдении пациентом рекомендаций врачей при 
длительной терапии.

В последнее время предлагается использовать 
В12 не в свободной форме, а в комплексе с 
наноматериалами различной химической при- 
роды. При инкапсуляции препарата в систему 
доставки (носитель) возможно достижение за- 
медленного высвобождения В12 и увеличение его 
биодоступности. Подобные системы представляют 
собой перспективные материалы с точки зрения 
удобной формы В12 для высокоэффективной 
терапии дефицита витамина [8]. С другой сто- 
роны, в литературе предлагается использовать В12 
для решения и других важных биомедицинских 
задач. В частности, в связи с особенностями 
некоторых свойств В12 возможно его использование 
с целью направленной регуляции характеристик 
другой биологически активной молекулы. 

Данный обзор посвящен исследованию су- 
ществующих систем доставки, содержащих В12 
в качестве основного или вспомогательного ком- 
понента, для определения наиболее перспективной 
траектории поиска новых высокоэффективных 
лекарственных форм.

2. ХИМИЧЕСКИЕ И БИОЛОГИЧЕСКИЕ  
СВОЙСТВА ВИТАМИНА В12

В12 относится к водорастворимым витаминам 
В-группы (растворимость в воде ~10 мг/мл [11]).  
С химической точки зрения под термином “вита- 
мин В12” зачастую понимают круг корриноидных 
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соединений (макроциклов, схожих с порфири- 
нами). Присутствие иона кобальта обусловливает 
более распространенное название этой груп- 
пы соединений – кобаламины (рис. 1): 5'-дезокси- 
аденозилкобаламин, метилкобаламин, гидроксо- 
кобаламин и глутатионилкобаламин и др. Среди  
всех кобаламинов наиболее часто в работах упо- 
минается цианокобаламин – наиболее стабиль- 
ная форма В12. Вместе с гидроксикобаламином 
они представляют собой витамеры, т.е. соединения  
со схожей структурой и биологической функцией 
в организме. 

Часть молекулы В12, связанная с кобальтом 
(корриновое кольцо), имеет плоское строение. В 
перпендикулярной плоскости расположен нуклео- 
тидный фрагмент. Образованная структура но- 
сит название кобаламина. Шесть ковалентных 
связей кобальта распределены следующим об- 
разом: четыре связи – с атомами азота корринового 
кольца, одна связь – с азотом в нуклеотидном 
фрагменте, а шестая связь – с цианогруппой 
(для цианокобаламина), метильной группой (для 
метилкобаламина) и т.д. [12].

Стабильность цианокобаламина зависит от 
условий среды, в том числе от рН и температуры. 
Например, в работе [13] показано, что наибольшее 
значение времени полужизни (t1/2) витамина 
наблюдается при рН 6 и 4°С (t1/2 = 231 день).  
При нагреве растворов до 37°С увеличивается 
скорость деградации В12: наблюдается снижение 
t1/2 в ~2 раза. Важно отметить, что значение 
рН в большей степени оказывает влияние на 
стабильность цианокобаламина. Так, при 37°С 

для рН 6 t1/2 составляет 116 дней, а при рН 2 t1/2 –  
8 дней. 

Связанный с белками В12 попадает в пище- 
варительную систему с пищей (рис. 2). Высво- 
бождение В12 происходит в желудке в результате 
кислотного гидролиза белков, после чего витамин 
образует комплекс с белком транскобаламином I,  
что позволят защитить В12 от возможных хи- 
мических превращений в агрессивной среде 
желудка [2]. 

Комплекс В12–транскобаламин I разруша- 
ется панкреатическими ферментами в двенадца- 
типерстной кишке. Путем пассивной диффузии 
энтероциты поглощают не более 2% В12, поэтому 
ключевым аспектом, усиливающим дальнейший 
транспорт витамина, является образование его  
комплекса с гликопротеином внутренним фак- 
тором (фактором Кастла), который кодируется 
геном CUBN. Внутренний фактор обеспечивает 
поглощение В12 путем рецептор-опосредованного 
эндоцитоза на апикально экспрессируемом ре- 
цепторе (кубулин). При дефиците или в отсутствие 
фактора Кастла в значительной степени снижается 
эффективность всасывания витамина В12. 

Спустя 2.5–4 ч после первоначального приема  
В12 попадает в кровь в комплексе с белком транс- 
кобаламином II. После рецептор-опосредованного 
(TCblR) проникновения в целевые клетки сво- 
бодный В12 высвобождается в результате дегра- 
дации комплекса в лизосомах. Внутри клеток 
вне зависимости от формы В12 с помощью ряда 
ферментов и шаперонов витамин переводится в 
метилкобаламин (преобладающая форма В12 в 
плазме крови) или в 5'-дезоксиаденозилкобаламин 

корриновое
кольцо

амино-
изопропанол

диметил-
бензимидазол
рибонуклеотид

5'-дезоксиаденозин

Рис. 1. Химические структуры кобаламинов.
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(преобладающая форма в тканях) [2, 14]. Таким 
образом, В12 связывается с большим количеством 
белков, что необходимо учитывать при его ис- 
пользовании в качестве компонента системы 
доставки. Этот аспект подробнее будет рассмотрен 
далее.

В12 участвует в большом количестве жиз- 
ненно важных химических реакций. Так, адено- 
зилкобаламин необходим для получения сукци- 
нил-КоА, интермедиата цикла Кребса, а метил- 
кобаламин – для превращения гомоцистеина в 
метионин. Преимущественно В12 выступает в 
качестве кофактора или кофермента. Кобаламин-
зависимые ферменты можно разделить на че- 
тыре основных класса, которые включают про- 
цессы метилирования, изомеризации, восста- 
новительного дегалогенирования. Таким образом, 
дефицит В12 может повлиять на широкий спектр  
биохимических реакций, затрагивающих мета- 
болизм ДНК, гормонов, жиров и белков. Кроме того, 
происходит накопление продуктов метаболизма 
в плазме и моче, например, метилмалоновой 
кислоты, которая при высоких концентрациях 
токсична [8, 12].

3. МЕТОДЫ ПОВЫШЕНИЯ  
БИОДОСТУПНОСТИ В12

Основной недостаток существующих методов 
восполнения дефицита В12 при пероральном 
применении – низкая биодоступность препарата. 
Принимая во внимание разветвленную схему 
метаболизма В12 (рис. 2), можно выделить две 
основные функциональные структуры, которые 
в наибольшей степени влияют на проникновение 
препарата в клетки: транспортные белки и по- 
верхность эндоцитов. 

Ramalho et al. [15] задавались вопросом о  
роли биомембран в биодоступности В12 и ис- 
следовали взаимодействие В12 с модельными био- 
мембранами с целью выявления роли липид- 
ного состава везикул на распределение и про- 
никновение В12. Везикулы были получены на 
основе мажорных фосфолипидов биомембран 
эукариот (1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-фосфо- 
холин, сфингомиелин и холестерин). Авторы 
исследовали коэффициент распределения В12, 
а также локализацию витамина в бислое, его 
влияние на текучесть липидной мембраны. В12  
продемонстрировал высокое сродство к мембра- 
нам, при этом наиболее вероятно В12 локализован 
вблизи гидрофильных фрагментов липидов, но  
также способен проникать в толщу бислоя. Взаи- 
модействие В12 с везикулами не обусловливает 
изменение текучести мембран. Авторы пришли 
к выводу, что количество типов липидов в 
бислое – это основной фактор, регулирующий 
взаимодействие В12 с бислоем. Увеличение слож- 
ности архитектуры, упорядоченности и жесткости 
бислоя способствуют снижению возможной 
диффузии молекул. Тем не менее на основании 
результатов исследования можно предположить, 
что низкая биодоступность витамина не обуслов- 
лена только невысоким взаимодействием В12 с 
биологическими мембранами. 

Ранее обсуждалось, что недостаток белков, а  
именно транскобаламинов и внутреннего фак- 
тора, может способствовать возникновению 
дефицита В12. Таким образом, использование 
комплекса белок–В12 может способствовать 
увеличению биодоступности вещества. В 2018 г.  
для увеличения биодоступности В12 в литера- 
туре были описаны еще три основных подхода  
(табл. 1). Важно отметить, что до сих пор не опре- 
делена наиболее успешная стратегия разра- 
ботки высокоэффективных терапевтических  
форм В12. 

Наиболее простым решением могут пока- 
заться альтернативные способы введения В12.  

Рис. 2. Схема метаболизма витамина В12 [32].
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В метаанализе 2024 г. обсуждается вопрос о наи- 
более эффективном способе приема В12 [16].  
Авторы выбрали 13 публикаций, из них 8 –  
рандомизированные клинические испытания,  
которые удовлетворяли ряду критериев: ис- 
следования проводились на пациентах с де- 
фицитом В12, экспериментальная и контрольные 
группы получали В12 разными способами, оце- 
нивали концентрацию В12 или В12-ассоциирован- 
ного показателя (фолиевая кислота, гемоглобин,  
гематокрит, средний объем эритроцитов, гомо- 
цистеин плазмы, метилмалоновая кислота в 
моче, лейкоциты и тромбоциты). Показано, что 
повышение уровня В12 в крови наиболее выра- 
жено для внутримышечных инъекций, далее идут 
подъязычные формы и на последнем месте – 
пероральное применение. Однако, как отмечают 
авторы, другие исследуемые показатели (общий 
анализ крови и концентрация гомоцистеина), а 
также клинические проявления были сопоставимы 
для всех трех способов введения В12. Таким 
образом, все перечисленные способы введения 
В12 в организм обусловливают сравнимый те- 
рапевтический результат, но с точки зрения 
переносимости пациентами, преимуществ и не- 
достатков каждого способа сублингвальный 
способ предпочтительнее внутримышечного и 
перорального. Тем не менее требуются более 
масштабные исследования для подтверждения 
данного результата.

На сегодняшний день развиваются альтерна- 
тивные биотехнологические подходы для прео- 

доления дефицита В12 (табл. 1, № 3). Например, 
в работе [17] предлагается использовать микро- 
водоросли Chlamydomonas reinhardtii в ка- 
честве дополнительного источника В12, что 
особенно актуально для вегетарианцев. Авторы 
проводят обогащение клеток витамином В12 
посредством вставки кодируемого участка чело- 
веческого внутреннего фактора в ген PSAD и 
последующей экспрессии белка в цитоплазме и 
внеклеточном пространстве. Показано, что в случае 
цитоплазматического фактора Касла концентра- 
ция B12 в клеточных лизатах выше, чем в контроль- 
ном штамме. Тем не менее биотехнологические 
подходы недостаточно изучены и не позволяют оп- 
ределить рациональность использования допол- 
нительных компонентов, которые могут иметь  
высокую стоимость (в первую очередь, техноло- 
гии их получения). Кроме того, недостаток иссле- 
дований не позволяет предсказать, какие меха- 
низмы задействованы в регуляции биодоступ- 
ности В12 и на сколько данный показатель воз- 
можно увеличить. 

Современные достижения инструментальных 
методов исследования и разнообразные подходы 
к дизайну наноматериалов открывают новые 
возможности для разработки высокоэффективных 
лекарственных форм. Таким образом, наиболее 
популярный подход к разработке новых форм 
В12 – использование различных систем доставки, 
чаще всего для перорального введения [8].	

Таблица 1. Основные методы увеличения биодоступности В12 [48]

№ Метод Примеры дополнительных  
компонентов

Степень  
изученности  
в литературе

Недостатки метода

1

Использование комплекса В12 
с веществами, обусловливаю-
щими усиление пероральной 

адсорбции

Салькапрозат натрия,  
внутренний фактор,  

транскобаламин,  
D-сорбитол и др.

Средняя

Неизвестны задейство-
ванные механизмы,  

неочевиден потенци-
альный эффект  

улучшения абсорбции

2 Альтернативные методы  
введения В12

Пероральные, трансдермальные, 
сублингвальные формы,  

внутримышечные инъекции и др.
Средняя

Отсутствуют клиниче-
ские исследования по 
сравнению различных 

форм введения

3 Альтернативные  
биотехнологические подходы

Рекомбинантный внутренний 
фактор, генно-модифицирован-

ные микроорганизмы –  
продуценты В12 и др.

Низкая
Нерациональность  

использования  
и высокая стоимость

4 Cистемы доставки
Инкапсуляция В12 в носители 

различной природы (неорганиче-
ские и органические)

Средняя

Отсутствуют клиниче-
ские обоснования для 

использования  
у человека
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4. СИСТЕМЫ ДОСТАВКИ ВИТАМИНА В12

4.1. Регуляция физико-химических свойств В12  
при инкапсуляции в систему доставки

Описанные в литературе исследования си- 
стем доставки В12 в основном нацелены на пре- 
дотвращение неспецифического распределения 
витамина, а также разработки систем с контро- 
лируемым высвобождением. Данные задачи 
особенно важны для целенаправленной доставки 
В12 в костный мозг и нервные клетки для вос- 
становления миелина. Инкапсуляция В12 в разно- 
образные носители способствует повышению 
биодоступности витамина, снижению частоты 
введения препарата, а также снижению стоимости 
продукции. Таким образом, подобные системы 
обладают значительными преимуществами для 
пациентов [8].

Некоторые примеры систем доставки В12 
представлены в табл. 2. В качестве носителей 
в большинстве случаев используются матрицы 
из органических веществ различной природы: 
полисахариды, синтетические полиэлектролиты, 
липиды и полипептиды. Чаще всего предлагаемые 
носители используют не в чистом виде, их 
подвергают модификации разнообразными 
агентами для регуляции свойств полученного 
высокомолекулярного вещества. Так, во многих 
работа показано, что сшивка цепей полимера 
обусловливает более выраженное замедленное 
высвобождение инкупсулированного В12. 

Тем не менее не все системы доставки спо- 
собны обеспечить замедленное высвобождение 
витамина В12. Так, в работе [18] методом рас- 
пылительной сушки были получены сферические 
микрочастицы (3 мкм в диаметре) на основе од- 
ного из трех биополимеров: хитозана, кар- 
боксилированного хитозана и альгината. В дан- 
ные системы был инкапсулирован В12 или 
витамин С. В зависимости от химической при- 
роды носителя наблюдалась различная скорость 
высвобождения в деионизированную воду для 
обоих препаратов: 100%-ное высвобождение 
наблюдается в течение 120 мин для хитозана, 
15–20 мин – для модифицированного хитозана и  
альгината. Авторы связывают скорость высво- 
бождения препарата с морфологией микрочастиц –  
замедление характерно для образцов с более 
грубой поверхностью. 

Предложены гибридные микрогели [19], по- 
лученные методом эмульсионной полимеризации, 
на основе хитозана и непористого силикагеля, 
модифицированных винильными группами. 

В зависимости от массового соотношения ис- 
ходных полимеров были получены образцы 
микрогелей, способные высвобождать 100% 
инкапсулированного В12 за 45–60 мин. Столь 
быстрое высвобождение авторы связывают с 
высокой гидрофильностью В12, а также с тем 
фактом, что при рН 1.2 и 7.4 протонированные 
группы хитозана отталкиваются друг от друга, 
формируя каналы в геле, что снижает стерические 
затруднения для витамина В12. 

Согласно табл. 2, помимо профиля высво- 
бождения витамина также исследуется и другой 
важный параметр – степень инкапсуляции В12 
в носитель. Как правило, витамин вносится 
в раствор материала на этапе его получения/
синтеза или готовый носитель вымачивается в 
растворе В12. После очистки системы доставки 
от несвязавшегося вещества проводят опреде- 
ление степени включения В12 относительно до- 
бавленного количества. В целом для В12 харак- 
терны степени включения >30%, при этом часто 
этот параметр достигает значений >80%. 

В большинстве работ предложенные нано-  
и микрочастицы, волокна и гидрогели охаракте- 
ризованы с точки зрения морфологии поверх- 
ности материала, а также их физико-химических 
свойств. Результаты испытаний in vitro и in vivo,  
как правило, получены с использованием кле- 
точного монослоя эукариотических клеток и ис- 
следований фармакокинетических параметров  
на животных моделях (грызунах) соответственно.

Для исследования влияния носителя на про- 
никающую способность В12 в клетки исполь- 
зовали монослой аденокарциномы Caco-2, мо- 
делирующий энтероциты, выстилающие тон- 
кую кишку. Проницаемость препаратов изу- 
чают в двух направлениях (от апикальной 
стороны к базолатеральной и наоборот) на 
монослое 20-дневной клеточной культуры на  
микропористом фильтре. По изменению кон- 
центрации вещества во внешнем растворе с уче- 
том площади клеточной поверхности рассчиты- 
вали коэффициент проницаемости Papp (apparent 
permeability coefficient, см/с), а также индекс асим- 
метрии транспорта. Возможно проведение кор- 
реляции между данными in vitro и ожидаемыми 
результатами in vivo: при значениях Рapp ~ 10–6 см/с  
препарат полностью (на 100%) адсорбируется в 
желудочно-кишечном тракте, а при Рaaр ~10–7 см/с  
адсорбция препарата составляет менее 1%. 
Оптимальным диапазоном значений Papp счита- 
ется 10–6–10–5 см/с [20]. 

Инкапсуляция В12 в системы доставки позво- 
ляет увеличить параметр Papp в несколько раз 
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(табл. 2). Во многих работах проводили анализ 
поглощения В12 клетками Caco-2 (в процентах 
относительно добавленного), а также определяли 
процент захваченных частиц. Отмечается, что ин- 
капсуляция витамина в систему доставки приво- 
дила к значительному увеличению поглощения 
В12 (от 2 до 20 раз).

Кроме того, особый интерес вызывает спо- 
собность В12 обусловливать нейропротекторные 
свойства in vitro как в свободном виде, так и в 
системе доставки. Так, в работе [15] была изу- 
чена многокомпонентная система для сублинг- 
вального и трансдермального применения. 
Авторы инкапсулировали В12 в наночастицы, 
полученные из нескольких типов полимеров, и 
опционально впоследствии частицы помещали 
в матрицу нановолокна. Нейропротекторный 
потенциал синтезированных наноматериалов  
in vitro был изучен на клетках SH-SY5Y. Изна- 
чально к клеткам добавляли β-амилоидный пеп- 
тид (Aβ1–42), который способствовал подавле- 
нию жизнеспособности клеток до 28.6%. Пред- 
ложенные наноматериалы, содержащие В12, 
проявляли высокий нейропротекторный эффект, 
вероятно, из-за высокой дозы препарата и контро- 
лируемого высвобождения, что перспективно 
для разработки лекарственных форм с целью 
предотвращения нейродегенеративных забо- 
леваний. 

Таким образом, в качестве носителей для В12 
используются вещества различной природы, 
которые позволяют в значительной степени 
влиять на физико-химические и биологические 
свойства В12. Среди предложенных систем 
доставки наиболее часто исследуются высоко- 
молекулярные соединения в форме нано- или 
микрочастиц. На сегодняшний день большинство 
авторов предлагает системы для перорального 
введения. Интересно, что в работе [21] рас- 
смотрены микрочастицы на основе бычьего 
сывороточного альбумина для ингаляционного 
введения В12. Белок дополнительно покрывали 
мукоадгезивным полисахаридом пуллуланом. 
Система характеризовалась высокой ступенью 
загрузки микрочастиц витамином В12 (88%), 
продемонстрировала выраженное увеличение 
максимальной концентрации В12 в крови при 
интратрахеальном введении крысам, а также 
увеличение биодоступности в 4.5 раза. Тем не менее 
на сегодняшний день в литературе ингаляционный 
способ введения В12 описан в недостаточной 
степени. Помимо вышеперечисленных систем 
доставки В12 среди исследователей очень 
популярны системы трансдермальной доставки 

как наиболее простой и удобный способ введения 
В12.

4.2. Трансдермальные системы доставки В12

В работе [22] были получены гибридные на- 
новолокна на основе полисахарида хитозана и 
азолектина методом электроспиннинга. Авторы 
определили размеры, структуру, морфологию 
волокон, а также продемонстрировали отсутствие 
цитотоксичности на культуре клеток фибробластов 
мыши L929. Загрузку волокон витамином В12 
осуществляли путем замешивания исходной 
смеси хитозана и азолектина с раствором пре- 
парата перед проведением электроспиннинга. 
Показано замедленное высвобождение В12 (100% 
свободного витамина во внешнем растворе 
наблюдается по истечении 48 ч). К сожалению,  
на основе представленных результатов невоз- 
можно оценить перспективы использования 
нановолокон, поскольку не было проведено ис- 
следований в системе, моделирующей кожный 
барьер.

Напротив, Yekrang et al. [23] для своих систем 
определили не только физико-химические 
параметры, но и характеристики in vitro с точки 
зрения механической прочности материала и его 
биодеградации, а также фармакокинетические 
параметры В12 in vivo. В работе предложены 
пластыри на основе нановолокон из поливи- 
нилового спирта и хитозана, полученных методом 
электроспиннинга. В экспериментах in vivo крыс 
разделили на контрольную группу и группу, 
в которой животным помещали пластырь на 
область кожи между лопаток. Для второй группы 
показано увеличение уровня В12 в крови на 22% 
(спустя 8 ч после нанесения пластыря), что 
указывает на успешное проникновение и перенос 
В12 через кожный барьер, а также поступление 
препарата в кровоток. Согласно гистологическим 
исследованиям, нановолокна не способствуют 
повреждению кожного покрова, а также не 
обусловливают возникновение воспалительных 
процессов. Состояние эпидермиса и дермы в обеих 
группах было одинаковым. Важно отметить, что 
для регуляции свойств материала предложена 
модификация нановолокон посредством сшивки 
цепей хитозана глутаровым альдегидом. При 
исследовании влияния сшивки на физико-
химические параметры пластыря показано более 
значительное замедление высвобождения В12  
(в фосфатный буфер, 37°С), снижение скорости 
биодеградации (на ~20%) и улучшение меха- 
нических свойств. 
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Более глубокое исследование системы транс- 
дермальной доставки В12 провели Ramöller et al.  
[24], которые предложили в качестве носителя 
В12 быстрорастворимые микроиглы из поли- 
винилпирролидона. В первую очередь, была ис- 
следована возможность проникновения микро- 
игл в модель искусственной кожи (восемь сло- 
ев Parafilm M). Определено, что микроиглы за- 
глубляются в толщу слоя до 381 мкм, что сос- 
тавляет ~64% от их общей длины (600 мкм). 
При нанесении пластыря с микроиглами на 
кожу новорожденных свиней >100% образца 
растворяется в течение 2 мин. C помощью 
вертикальной диффузионной ячейки Франца 
показано высвобождение В12 в фосфатно-
солевой буфер (рН 7.4) при 37°С: 20% через  
15 мин и 70% через 5 ч. Таким образом, резуль- 
таты исследований in vitro указывают на успеш- 
ное проникновение системы доставки сквозь 
кожный барьер и эффективное высвобождение 
препарата. 

При исследовании фармакокинетических па- 
раметров in vivo мышам вводили подкожно 
контроль (раствор В12) или помещали образец 
материала (4 микроиглы) на кожу спины и 
фикировали пластырем. После удаления пластыря 
с микроиглами показано полное растворение 
образца и отсутствие покраснения кожи. При 
исследовании концентрации В12 в крови в случае 
контроля (подкожное введение) максимальная 
концентрация составила ~1.30 ± 0.25 мкг/мл, что 
в 3.5 раза больше концентрации, достигнутой в  
случае трансдермального проникновения пре- 
парата. Важно отметить, что в пластыре содер- 
жалось в 2.7 раза больше В12, чем в подкожной 
инъекции. Как отмечают авторы, такой результат 
может быть связан с тем, что не вся микроигла 
проникает в кожу (64% по результатам in vitro), 
что значительно снижает биодоступность пре- 
парата. Однако при дальнейшем определении 
содержания В12 в крови обнаружено, что у мышей 
контрольной группы после 24 ч витамин не был 
обнаружен, в то время как в случае микроигл у 
отдельных животных был у отдельных животных 
зафиксировано присутствие препарата даже через 
30 ч после введения. 

Таким образом, в литературе предлагаются 
разнообразные материалы для трансдермальной 
доставки, в первую очередь, на основе полимерных 
волокон и микроигл. Однако применение 
трансдермальных форм В12 все еще ограничено 
в связи с трудностями по преодолению кожного 
барьера.

Помимо непосредственно форм В12 для транс- 
дермальной доставки существует несколько 
работ по изучению влияния В12 на эффективность 
заживления кожных ран. Например, в работе [25] 
получены нановолокна на основе поликапро- 
лактона и желатина (последний использовался 
для увеличения гидрофильности поверхности 
волокон). Добавление В12 значительно усиливало 
пролиферацию клеток L929 спустя 1 и 3 суток 
культивирования. Авторы провели исследования 
in vivo на крысах для сравнения заживляющего 
потенциала материала. В результате хирургического 
вмешательства животным проводили удаление 
кусочка кожи в области спины, после чего 
закрывали рану пластырем, содержащим В12, 
“пустым” пластырем или стерильной марлей. 
При анализе скорости заживления повреждения 
обнаружено, что за 7 дней в контрольной группе 
наблюдалось уменьшение размера раны на ~20%, 
а в случае В12-нановолокон этот показатель сос- 
тавил ~60%. При этом для незагруженных на- 
новолокон достижение 60%-ного заживления 
раны наблюдалось только за 14 дней, в то 
время как при использовании В12-пластыря за 
две недели размер раны уменьшился на 92%. 
При обсуждении механизма такой выраженной 
эффективности заживления кожного поврежде- 
ния авторы ссылаются на другие работы, в которых 
показано участие В12 в пролиферации резидентных 
клеток фибробластов и кератиноцитов, а также в 
усилении синтеза белков, среди которых может 
быть коллаген.

Подобные исследования указывают на высокий 
потенциал применения материалов, содержащих 
В12, для кожных покровов в качестве платформы 
как для доставки В12, так и для ускорения за- 
живления раневых повреждений. Особый инте- 
рес в случае трансдермальной доставки пред- 
ставляют собой носители – наноматериалы, в 
частности нановолокна, полученные методом 
электроспиннинга.

4.3. Комбинированные системы доставки B12  
с другими витаминами

Существуют и системы доставки с несколькими 
витаминами, один из которых – витамин B12. 
Комбинированные лекарственные формы, со- 
держащие ряд биологически активных молекул, 
перспективны в качестве терапевтических аген- 
тов, поскольку позволяют при однократном 
приеме обеспечивать одновременную доставку 
нескольких веществ.

В работе [26] предложена система одновремен- 
ной доставки В12 и витамина В9 на основе частиц 
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сополимера полигликолиевой и полимолочной 
кислот. Инкапсулирование препаратов в частицы 
с диаметром 190 нм показало высокий процент 
загрузки препаратами относительно количества 
введенного вещества: ~89% для витамина В9 и 
~70% для В12. Система доставки обеспечивает 
значительное замедление высвобождения обоих 
витаминов в эксперименте с биорелевантными 
средами, моделирующими прохождение системы 
через пищеварительный тракт. Так, в общей 
сложности методом равновесного диализа по- 
казано, что за 5 ч из носителя высвободилось  
< 10% В12, что более чем в 4 раза меньше по 
сравнению с раствором свободного витамина.  
Для витамина В9 наблюдалась аналогичная тен- 
денция, однако менее выраженная. Авторы скло- 
няются к тому, что причина выраженной разницы 
в профилях высвобождения витаминов связана 
с более высокой гидрофильностью В12. В про- 
должении эксперимента по высвобождению 
препарата в работе исследована биодоступность 
витаминов in vitro. Показано увеличение био- 
доступности В12 в ~1.8 раза, что обусловлено 
замедленным высвобождением и защитой но- 
сителем от внешних факторов.

Более сложные многокомпонентные системы 
рассмотрены в работе [27], в которой предложены 
офтальмологические гели для более эффективного 
заживления ран роговицы и регенерации нерв- 
ных волокон. Авторы изучали сшитые и не- 
сшитые гиалуронаты с инкапсулированным тау- 
рином, витамином В6 и В12, взятыми в различных 
массовых соотношениях, а также препарат 
RenerviX с аналогичным качественным составом. 
Результаты исследований формуляций на кле- 
точной линии роговицы кролика (SIRC) и ис- 
пытания in vivo на кроликах показали высокую 
эффективность систем для восстановления функ- 
циональных нервов роговицы, защиты клеток 
от окислительного стресса и высокую скорость 
заживления ран. Тем не менее для достижения 
ключевых показателей наличие витаминов 
было не обязательным фактором, что ставит под 
сомнение необходимость этих компонентов в 
формуляции. Однако в более ранней работе [28]  
в исследованиях на крысах для гелей аналогич- 
ного состава (гуалуронат, содержащий таурин 
и В12) было показано выраженное ускорение 
реэпителизации роговицы после механической 
травмы при наличии 0.05% В12.

В целом предлагаемые системы доставки 
нескольких витаминов аналогичны системам 
доставки В12: наблюдается замедленное высво- 
бождение препарата и увеличение биодоступ- 

ности. Тем не менее в литературе не отмечается 
взаимное влияние В12 на физико-химические и 
биологические параметры других витаминов, и  
наоборот. Таким образом, разработка многофунк- 
циональной системы на основе нескольких 
витаминов может быть весьма перспективной с 
точки зрения удобства для пациентов.

5. ВИТАМИН В12 В КАЧЕСТВЕ КОМПОНЕНТА  
СИСТЕМЫ ДОСТАВКИ ДЛЯ ДРУГИХ  

ТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ АГЕНТОВ
Во многих исследованиях В12 используется в 

качестве не основного терапевтического агента,  
а вспомогательного компонента для улучшения 
ряда свойств другого препарата. Подобные сис- 
темы, как правило, нацелены на адресную дос- 
тавку широкого спектра лекарств, в основном 
низкомолекулярных соединений, а также макро- 
молекул разных терапевтических групп. При этом 
возможно использование как свободного В12 или 
его производных, так и ковалентная пришивка 
В12 непосредственно к исследуемой молекуле 
или через спейсер. Наиболее известный пример 
подобных систем – конъюгат В12–инсулин [29, 
30], полученный с целью улучшения доставки 
белка для эффективной регуляции концентрации 
глюкозы в крови.

5.1. Конъюгаты В12 и их антибактериальная  
активность

Для осуществления присоединения В12 по- 
средством формирования ковалентных связей 
необходимо обратить внимание на доступные 
функциональные группы В12, по которым воз- 
можно провести модификацию [31]. Здесь следует 
подчеркнуть, что формирование комплексов 
В12 с белками – важный фактор для химической 
стабильности и транспорта препарата in vivo 
(рис. 2). Поэтому необходимо учитывать, какие  
функциональные группы нежелательно задейст- 
вовать для формирования новых связей. При 
этом в литературе отсутствуют работы по изуче- 
нию влияния структурных изменений В12 на 
формирование комплексов с белками. Отмечено 
[2, 32], что Kd комплексов белок–В12 составляют 
~10–15 М, при этом комплексы образуются путем 
“обволакивания” почти всей молекулы В12 бел- 
ком. Таким образом, В12 прочно удерживается 
внутри белковой глобулы. Незащищенной ос- 
тается 5'-гидроксигруппа рибозного фрагмента –  
основной сайт химической модификации для 
получения производных В12 или конъюгатов 
(рис. 1). Также часто подвергают модификации 
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фосфатную группу и периферический ε-пропион- 
амид. 

Например, в работе [11] вводили небольшие 
фрагменты с концевыми карбоксильными груп- 
пами в цианокобаламин путем образования 
сложноэфирных связей по 2′- и/или 5′-гидрок- 
сильной группе рибозного фрагмента. Синте- 
зированные вещества в 20 раз превосходили 
исходный витамин по растворимости в фосфатно-
солевом буфере и дистиллированной воде. В 
общей сложности <50% от внесенных в водный 
раствор конъюгатов поверглись гидролизу за 24 ч. 

В литературе также предлагается модифи- 
цировать непосредственно макроцикл коррин, 
что было продемонстрировано в работе [33]. 
Авторы исследовали влияние структурных осо- 
бенностей форм В12 на проникновение молекул  
в бактериальные клетки. Для этой цели на при- 
мере кобировой кислоты была внесена флуорес- 
центная метка (Orgeon green или BoDIPY) через 
спейсер к С5 корринового кольца. Исследования 
проводили на нескольких штаммах E. coli, 
содержащих и не содержащих BtuB-рецептор, 
ответственный за поглощение В12, а также на 
M. tuberculosis. Продемонстрировано успешное 
проникновение модифицированных аналогов 
кобировой кислоты в M. tuberculosis и E. coli с 
активным геном btuB, при этом для некоторых 
штаммов поглощение данных соединений на 
порядок превосходило поглощение исходного 
цианокобаламина. Таким образом, при раз- 
работке таргетных лекарственных форм с ис- 
пользованием В12 необходимо учитывать не только 
взаимодействие В12 с транспортными белками, но 
и особенности молекулярного узнавания витамина 
на поверхности клеток микроорганизмов.

Для разработки эффективных антибакте- 
риальных лекарственных препаратов в рабо- 
тах изучаются конъюгаты В12 с пептидно-нуклеи- 
новыми кислотами (ПНК) [34]. ПНК представ- 
ляют собой олигомерные молекулы, в которых 
азотистые основания соединены с остовом 
(рис. 3) – пептидной незаряженной ахиральной 
структурой, не содержащей пентоз и остатков 
фосфорной кислоты. В связи с особенностью 
своего строения ПНК – это в некотором смысле 
аналоги нуклеиновых кислот, что обусловливает  
их способность образовывать устойчивые дуп- 
лексы ПНК–ПНК, ПНК–ДНК и ПНК–РНК, а также 
триплексы (ПНК)2(ДНК). При этом, в отличие 
от нуклеиновых кислот, ПНК исключительно 
чувствительны к наличию некомплементарных 
пар в структуре ДНК или РНК [35].

Высокая чувствительность и стабильность 
обусловливает особый интерес к ПНК в вопросах 
создания новых лекарственных препаратов. Так, 
в работе [36] в качестве противомикробного 
компонента авторы синтезировали ПНК, компле- 
ментарную 10 остаткам нуклеотидов в мРНК гена 
acpP, кодирующего белок-переносчик, который 
участвует в биосинтезе жирных кислот. В12 был 
присоединен к N-концу ПНК по 5'-ОН группе 
рибозного фрагмента двумя способами: либо с 
образованием карбамидной связи через линкер 
–(СН2)6– и триазол, либо с формированием связи 
–S–S–. 

При исследовании антибактериальной актив- 
ности образцов на E. coli K-12 MG1655 в бульоне 
Мюллера–Хинтон (МНВ) не наблюдалось инги- 
бирование роста микроорганизмов. Авторы свя- 
зывают этот результат с тем, что среда МНВ не 
селективная, содержит много разнообразных 
питательных веществ, в том числе и продукты 
животного происхождения, что может исключать 
необходимость дополнительного потребления 
клетками В12-содержащего конъюгата. Выбор 
другой питательной среды (Cкарлет и Тернер) 
обусловлен наличием этаноламина в качестве 
источника азота. Химические превращения этого 
субстрата сопряжены с ферментом, для которого 
В12 является кофактором. Для данных условий 
авторы продемонстрировали выраженную 
антибактериальную активность синтезированных 
конъюгатов, причем минимальная ингибирующая 
концентрация образцов (5 мкМ) была сравнима 

Рис. 3. Схематичное представление взаимодействие 
цепи ПНК с ДНК/РНК.
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с конъюгатами, в которых вместо В12 к ПНК 
был пришит пептид (KFF)3K, который хорошо 
проникает в клетки. Поскольку использование 
таких катионных синтетических пептидов, как 
(KFF)3K, не всегда целесообразно, В12 показал 
себя перспективным компонентом ПНК для 
разработки высокоэффективных лекарственных 
форм.

К аналогичному выводу пришла группа ученых 
под руководством профессора J. Trylska [37–39]. 
Авторы исследовали методом компьютерного мо- 
делирования механизм проникновения конъю- 
гатов В12–ПНК внутрь бактериальной клетки, а 
также продемонстрировали антибактериальную 
активность таких систем на E. coli и S. typhimurium. 
Важно отметить, что ПНК был пришит к раз- 
личным функциональным группам витамина В12: 
кобальту, –ОН 5'-рибозного фрагмента, амидным 
группам c и е в мезо-положении и –ОН-группе 
кобинамида. Наиболее выраженная активность 
продемонстрирована для модификации рибозного 
фрагмента.

Помимо ПНК возможно использовать и олиго- 
нуклеотидные последовательности, которые могут 
блокировать репликацию белков посредством 
специфичного взаимодействия с мРНК. Так, 
показана возможность блокирования гена mrfp1 
в плазмиде в клетках E. coli и S. typhimurium [40]. 
Снижение экспрессии красного флуоресцентного 
белка в бактериях на 50% указывало на успешное 
проникновение и ингибирование синтеза белка. 
Подобные конъюгаты можно использовать в 
качестве подхода для селективного ингибирова- 
ния синтеза бактериальных белков.

Таким образом, системы ПНК–В12 и олиго- 
нуклеотиды–В12 – это перспективные антибакте- 
риальные агенты, которые можно использовать 
целенаправленно для ингибирования экспрессии 
необходимых бактериальных белков. Кроме того, 
данные конъюгаты имеют большое значение для 
преодоления резистентности микроорганизмов 
к существующим антибактериальным низко- 
молекулярным соединениям.

5.2. Светочувствительные конъюгаты В12

Для биомедицинского применения В12 T.A. Shell  
и D.S. Lawrence [41] предложили обратить вни- 
мание на особенности светочувствительности вита- 
мина. Авторы собрали свои основные результаты, 
а также достижения коллег по разнообразным 
конъюгатам В12, способным разрушаться под 
действием электромагнитного излучения.

В случае синтезированных алкилкобаламинов 
связь углерод–кобальт непрочная (<30 ккал/
моль), поэтому возможно провести направленный 
фотогемолиз под действием света в видимой 
области, который способно поглощать корриновое 
кольцо (330–560 нм), т.е. В12 можно использовать 
для разработки фототерапевтических средств с  
заданными характеристиками активации. На- 
пример, авторы рассматривают возможности 
направленного действия конъюгатов В12– 
доксорубицин и В12–цАМФ. Оба типа конъюгатов 
не оказывали никакого воздействия на жизне- 
способность и/или морфологию клеточных ли- 
ний REF52 и HeLa соответственно. При облу- 
чении длиной волны 530 нм, при которой про- 
исходит фотогомолиз, высвобождаются сво- 
бодные биологически активные агенты, и, ожи- 
даемо, доксорубицин способствует снижению 
жизнеспособности клеток, а цАМФ – сокращению 
и округлению клеток. Интересно отметить, что 
в случае конъюгата В12–BODYPY расщепление 
наблюдается при длине волны 650 нм, значение 
которой выходит за возможности поглощения 
корринового кольца. Таким образом, флуорофоры 
могут выступать в качестве “антенн” для длин 
волн активации до 800 нм. 

В качестве сложной комплексной лекарствен- 
ной формы, включающей в себя все рассмотрен- 
ные результаты, авторы обсуждают двухкомпо- 
нентную систему, в которой представлены конъю- 
гат липид–В12–лекарство и липид–флуорофор. В 
экспериментах in vitro одновременно исследуются 
клетки HeLa и эндоциты, содержащие липидные 
конструкции. На примере противовоспалительного 
средства дексаметазона показано, что фототерапев- 
тические конструкции изначально находились 
только на поверхности клеток-носителей; ак- 
тивация заданной длиной волны способствует 
высвобождению лекарственного препарата, ко- 
торый впоследствии проникает во второй тип 
клеток. 

Важно отметить, что локализация подобных 
конструкций не ограничивается только поверх- 
ностью клеток-носителей, возможно введение 
в эндосомы, что может быть использовано для 
высвобождения вещества непосредственно в  
цитоплазму клеток-носителей. Подобные лекарст- 
венные формы были успешно протестированы 
in vitro на стволовых клетках, способных пере- 
ходить в глиобластому, а также in vivo. Таким 
образом, вышеописанные примеры фотоактивных 
конструкций – перспективные сложные системы 
доставки лекарств с высокой временной точностью.
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5.3. Конъюгаты В12 с противоопухолевыми  
препаратами

В литературе витамин В12 рассматривается как 
перспективный компонент многих комплексных 
лекарственных форм противоопухолевых пре- 
паратов. Многие авторы обращают внимание 
на активный метаболизм раковых клеток. Для  
клеточного поглощения В12 требуется форми- 
рование комплекса витамина с транскобалами- 
ном II (рис. 2) с помощью белка рецептора плаз- 
матической мембраны (TCblR), кодируемого 
геном CD320. Поступление В12 в клетки млеко- 
питающих обусловлено высокой аффинностью 
и селективностью рецептора к комплексу транс- 
кобаламин–В12. Важно отметить, что рецеп- 
тор TCblR поглощается клеткой вместе с комп- 
лексом транскобаламин–В12 и деградирует в 
лизосомах, что способствует высвобождению 
витамина в цитоплазму. Появление новых ре- 
цепторов на поверхности клеток зависит от уровня 
экспрессии CD320. Данный процесс взаимо- 
связан с клеточным циклом, т.е. высокое содер- 
жание белка наблюдается в активно пролифери- 
рующих клетках, в то время как более низкий уро- 
вень экспрессии наблюдается в дифферен- 
цированных клетках в G0-фазе. Таким образом, 
многие линии раковых клеток демонстрируют 
более высокую экспрессию TCblR, что может 
использоваться для адресной доставки и уве- 
личения эффективности действия лекарств [42]. 

Для усиления эффекта от данного подхода 
можно обратить внимание на еще одну особенность 
раковых клеток: в опухоли концентрация глута- 
тиона в 4 раза выше, чем в нормальной ткани, 
т.е. возможно более активное расщепление –S-S-
связей посредством реакций тиол-дисульфидного 
обмена именно в патологической ткани. Так, в 
работе [43] авторы разработали трехступенчатый 
синтез конъюгатов В12 с дисульфидной связью в 
5′-положении рибозного фрагмента. Получены 
соединения, содержащие остатки цистеина, глута- 
тиона, олигопептида и др. Дисульфидные конъю- 
гаты перспективны тем, что глутатион/дисульфид 
глутатиона – хорошо изученная окислительно-
восстановительная пара в животных клетках, ко- 
торая обеспечивает антиоксидантную активность. 
Похожие системы доставки на основе полимеров 
подробно изложены в работе [44].

5.4. Использование В12 в системе доставки  
других лекарственных компонентов

Для доставки низкомолекулярных лекарствен- 
ных веществ (реже макромолекул) в литературе 
используют разнообразные носители (табл. 3). 

В случае подобных многокомпонентных систем 
с В12 возможно включение витамина в систему 
посредством нековалентного связывания или 
путем “декорирования” носителя витамином 
(ковалентная пришивка), в который впоследствии 
будет инкапсулирован препарат. Модификацию 
В12, как правило, проводят по –ОН-группе ри- 
бозного фрагмента с использованием спейсера 
небольшого размера или без спейсера. Согласно 
табл. 3, авторы используют разнообразные типы 
носителей с точки зрения химической структуры 
(однокомпонентные/многокомпонентные, неор- 
ганической/органической природы) и формы (нано- 
и микрочастицы, нановолокна). Особенно часто 
В12 применяют для доставки противоопухолевых 
препаратов, по-видимому, вследствие высокой 
активности CD320.

Некоторые работы исследуют комплексные 
системы с В12, но не выявляют роль витамина 
в свойствах предлагаемого материала. Напри- 
мер, разработан пластырь из нановолокон из поли- 
капролактона с инкапсулированным В12 и ин- 
гибитором ацетилхолинэстеразы донепезилом 
для терапии болезни Альцгеймера [45]. Материал  
продемонстрировал двойной профиль высво- 
бождения донепезила, повышение жизнеспо- 
собности клеток SH-SY5Y в присутствии Aβ1–42 
и снижение экспрессии генов, кодирующих пред- 
шественников β-амилоида. 

Для низкомолекулярных лекарственных моле- 
кул вследствие инкапсуляции в носитель ожида- 
емо наблюдается замедленное высвобождение 
препарата. В12 в качестве дополнительного 
агента в большинстве случаев ковалентно при- 
шивают к системе доставки, т.е. проводят “де- 
корирование” поверхности носителя. Главное 
преимущество подобных систем – выраженное 
увеличение эффективности транспортировки 
основной действующей молекулы через кле- 
точный монослой. Такой результат достигается 
посредством взаимодействия В12 на поверхности 
носителя с энтероцитами, что, по-видимому, по- 
вышает количество адсорбированных молекул 
лекарственных форм и последующее их пог- 
лощение. 

Описанный эффект наблюдается и для био- 
логически активных высокомолекулярных сое- 
динений. Особый интерес среди макромолекул 
представляют собой белки, поскольку в случае 
пероральной комплексной системы доставки 
возможно сразу решить две задачи: увеличение 
стабильности полипептида (ферментативная де- 
градация, низкое значение рН), а также улучшение 
проникновения в энтероциты, что показано на 
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клеточной линии Caco-2 (табл. 3). Например, 
в работе [46] были получены альгинатные на- 
ночастицы, модифицированные кобаламином. 
В данные системы инкапсулировали инсулин, 
который использовали в качестве модельного 
пептидного лекарственного препарата. Сфе- 
рические частицы продемонстрировали более 
высокую способность к проникновению через 
монослой Caco-2 (увеличение значения Papp 
в среднем на 10–25%). Эксперименты in vivo 
показали, что при пероральном введении на- 
ночастиц мышам с сахарным диабетом I типа 
наблюдается более длительное удержание в ки- 
шечнике. Кроме того, продемонстрировано более 
выраженное снижение уровня глюкозы в крови в 
течение 12 ч (на 54% по сравнению с 25% в случае 
немодифицированных частиц при одинаковой дозе 
инсулина). Таким образом, использование В12 в 
подобных системах имеет большой потенциал для 
эффективной пероральной доставки пептидных 
лекарственных средств. 

Важно отметить, что также существуют ра- 
боты по доставке олигонуклеотидов. Для ингиби- 
рования быстрого роста и метастазирования рака  
желудка в работе [47] предлагается декорировать 
витамином наночастицы двух типов: полиэтилен- 
гликоля и сополимера гликолиевой и молочных 
кислот. В качестве противоопухолевого препа- 
рата авторы используют микроРНК, которая 
способствует апоптозу клеток рака человека. Для 
предложенных систем характерно избирательное 
связывание с CD320 и увеличение количества 
доставленной микроРНК в клетки BGC-823, что 
способствует митохондриально-опосредованному 
апоптозу. Испытания in vivo на мышах показали 
снижение размеров опухолей на 60–90%.

6. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Витамин В12 – жизненно необходимое сое- 

динение для человека. Наследственные забо- 
левания, хирургические вмешательства, нару- 
шение питания, а также низкая проникающая 
способность в клетки В12 могут приводить к 
возникновению дефицита витамина. Для более 
эффективной терапии в литературе предлагается 
использовать несколько подходов, среди которых – 
инкапсуляция В12 в системы доставки как наиболее 
изученный и быстроразвивающийся подход. 
Системы доставки кобаламинов в существенной 
форме способствуют замедленному или стимул-
чувствительному высвобождению препарата, 
увеличению проникновения В12 в энтероциты, 
а также увеличению биодоступности препарата. 
Степень загрузки В12 может варьироваться в 

зависимости от природы носителя и в ряде случаев 
достигает значений >90%.

Поскольку на сегодняшний день отсутствуют 
крупномасштабные исследования по наиболее 
эффективному методу введения В12 in vivo с 
точки зрения терапевтического эффекта, то все  
предлагаемые системы доставки имеют потен- 
циал для дальнейшего применения. Наиболее 
популярны в литературе носители на основе моди- 
фицированных высокомолекулярных соедине- 
ний (из одного или нескольких типов полиме- 
ров), формирующие наночастицы или волокна 
для пероральной или трансдермальной доставки 
соответственно. 

Рассмотренные в обзоре системы доставки  
имеют потенциал последующей коммерциализа- 
ции и внедрения в клиническую практику для  
коррекции дефицита витамина В12. С другой 
стороны, фундаментальный интерес представляет 
собой использование витамина В12 как вспо- 
могательного компонента для доставки других 
лекарственных молекул: пептидно-нуклеиновых 
кислот, пептидов, белков и противоопухолевых 
препаратов. Здесь потенциал использования 
витамина В12 существенно шире: рассматривается 
возможность включения его в лекарственные 
формуляции для борьбы с социально-значимыми 
заболеваниями, такими как резистентные ин- 
фекции, онкологические и нейродегенеративные 
заболевания. Это направление требует допол- 
нительных исследований на стыке биоорганичес- 
кой и медицинской химии и потенциально от- 
крывает новые перспективы для создания ле- 
карственных препаратов с улучшенными био- 
фармацевтическими свойствами.
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Vitamin B12 is a vital biologically active compound for human and is involved in a wide range of metabolic 
processes. The widespread vitamin B12 deficiency and vitamin’s low penetrating ability into cells determine 
the urgency of delivery systems development for the design of formulations with improved biopharmaceutical 
properties. This work provides a brief discussion of the main chemical and biochemical properties of the 
vitamin B12, as well as considers oral, injectable and transdermal multicomponent dosage forms of vitamin 
B12 that are aimed at solving the issue. Moreover, the literature analysis of the prospects of using vitamin 
B12 as an auxiliary component for both passive and active delivery of other drug molecules, for example, 
peptide nucleic acids and antitumor drugs, is presented. The review describes in detail the types of pro-
posed delivery systems for biologically active compounds, in which vitamin B12 is one of the components.
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ВВЕДЕНИЕ

Природные дитерпеновые кислоты ряда 
абиетана (абиетиновая, дегидроабиетиновая и 
левопимаровая кислоты) и их синтетические 
производные представляют собой важный класс  
биологически активных соединений с широким 
спектром биологического и фармакологического 
действия и в последнее время привлекают значи- 
тельное внимание благодаря своему противо- 
опухолевому потенциалу [1–3]. Отмечается 
способность дитерпеновых кислот ингибировать 
пролиферацию клеток опухолей, вызывать 
их гибель при воздействии на сигнальные 
пути апоптоза и ферроптоза, ядерные факторы 
NF-κB, PI3K/AKT, митохондрии и другие по- 
тенциальные молекулярные мишени [4–6]. Кроме 

того, при использовании смоляных кислот в 
комбинации с известными противораковыми 
препаратами происходит значительное уве- 
личение противоопухолевого потенциала и 
снижение токсичности лекарственного агента 
[7–9]. Исследование in vivo антиметастатической 
активности абиетиновой кислоты в сочетании 
с таксолом на клетках меланомы показало спо- 
собность дитерпеновой кислоты эффективно ин- 
гибировать метастазирование в легких, что 
может привести к ее использованию в качестве 
антиметастатического средства или адъюванта 
при противоопухолевой терапии [10]. 7,8-Эпокси-
13,17-триоксолан-абиетиновая кислота проявляет 
низкую токсичность и обладает комбинирован- 
ными свойствами: при высокой противовос- 
палительной и противоязвенной активности 
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оказывает действие на злокачественные клетки 
MeWo [11], что является немаловажным при 
возникновении инфекционных осложнений у 
онкологических больных. 

В продолжение исследований по разработке 
новых фармакологически перспективных средств 
путем модификации смоляных кислот с целью 
изучения и анализа влияния заместителей в 
различных положениях дитерпенового скелета 
на биологическую активность в настоящей 
работе представлены результаты синтеза 1-, 
1,4- и 1,4,20-эфиров метилдигидрохинопимарата 
с диэтоксифосфорильным, фурановым и ин- 
дольным фрагментами, а также С20-амидов 
дигидрохинопимаровой и малеопимаровой кис- 
лот, содержащих остатки линейных, гетероцик- 
лических и ароматических аминов. Проведена 
первичная оценка цитотоксической активности 
in vitro 16 синтезированных соединений в от- 
ношении 60 клеточных линий девяти различных 
видов опухолей человека.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что функционализация С20-кар- 
боксильной группы смоляных кислот и их ди- 
еновых аддуктов путем введения различных 
биоактивных фрагментов может значительно 
усилить цитотоксическую активность исходных 
соединений. Так, модификация С20-положения 
малеопимаровой и дигидрохинопимаровой 
кислот посредством многокомпонентных реакций 
Манниха и Уги позволила получить производные, 
эффективно ингибирующие клеточные линии 
меланомы, лейкемии, эпителиального рака ки- 
шечника, почек, предстательной и молочной 
желез, а также немелкоклеточного рака легких 
[12, 13]. Химические модификации метилового 
эфира дигидрохинопимаровой кислоты путем 
введения оксиминовых фрагментов в положения 
С1- и С4-цикла Е способствовали появлению 
широкого спектра цитотоксической активности 
in vitro, а также противоопухолевой активности 
in vivo в отношении трансплантированной кар- 
циномы молочной железы мыши Ca755 и адено- 
карциномы толстой кишки животных AKATOL 
[2]. Выраженный антипролиферативный эффект 
в отношении культур опухолевых клеток Jurkat,  
K562, U937 и HeLa отмечен у аналогов метил- 
дигидрохинопимарата с нитрильными замести- 
телями в С1-, С4- и С20-положениях молекулы  
[14], вызывающих гибель клеток путем апоп- 
тоза в фазах S и G2 клеточного цикла, в то время  
как 1- и 1,3-пропаргиловые эфиры метилдигидро- 
хинопимарата проявляют цитотоксическую ак- 

тивность в отношении клеточных линий лейкемии, 
меланомы, немелкоклеточного рака легких, рака 
яичников и почек [15].

С целью изучения влияния заместителей в 
указанных положениях дигидрохинопимаровой 
кислоты и анализа влияния структуры дитер- 
пенового соединения на цитотоксическую ак- 
тивность нами были синтезированы 1-, 1,4- и 
1,4,20-эфиры метилдигидрохинопимарата с фраг- 
ментами фурановой и индолуксусной кислот 
(I–V) и С20-амиды дигидрохинопимаровой 
и малеопимаровой кислот с фрагментами ли- 
нейных, гетероциклических и ароматических 
аминов (VI–XIII). Синтез указанных соедине- 
ний осуществляли согласно описанным в литера- 
туре методикам [16, 17]. Структуры синтезиро- 
ванных производных (I–XIII) представлены на 
рис. 1.

Из литературных данных следует, что при- 
сутствие фосфониевых и фосфонатных группиро- 
вок в молекулах природных соединений обес- 
печивает увеличенную митохондриальную про- 
ницаемость вещества [18–20]. В ряду мито- 
хондриально-направленных противоопухолевых 
агентов наиболее многообещающие результаты 
были получены при использовании фосфониевых 
солей пентациклических лупановых тритер- 
пеноидов [21–23]. Недавно появилось сообщение 
о синтезе С2- и С3-четвертичных фосфониевых 
солей хинопимаровой кислоты, содержащих 
енольный фрагмент у атома фосфора, однако 
данные об изучении их биологического действия 
отсутствуют [24].

В качестве субстратов для фосфорилирования 
нами были выбраны доступные дитерпе- 
новые спирты – метиловые эфиры 1β-гидрокси-,  
1β,4α-дигидрокси- и 1β,4α,20α-тригидрокси- 
дигидрохинопимаровой кислоты (XIV–XVI), 
легко и с высокими выходами образующиеся 
при восстановлении метилдигидрохинопимарата 
боргидридом натрия или алюмогидридом ли- 
тия [25]. Реакция диэтилхлорфосфита со спир- 
тами (XIV–XVI) протекает в течение 3 ч в при- 
сутствии диметиламинопиридина в пиридине  
с образованием соответствующих диэтокси- 
фосфорильных производных (XVII–XIX) с 
выходами 80–85% (схема 1).

Структуры синтезированных соединений 
подтверждены с использованием масс-спектро- 
метрии, одно- и двумерной (COSY, NOESY, 
1H-13C HSQC, 1H-13C HMBC) спектроскопии 
ЯМР. Во всех случаях молекулярные ионные 
пики соответствовали молекулярным массам син- 
тезированных соединений. В спектрах 1Н-ЯМР 
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соединений (XVII–XIX) наблюдаются сигналы 
метиленовых протонов этоксигруппы при δ 3.95–
4.10 м.д. В спектрах 13С-ЯМР новых соединений 
присутствуют сигналы в области δ 63.4–83.3 м.д.,  
принадлежащие атомам углеродов С1-, С1,С4- и 
С1,С4,С20-моно-, ди- и тризамещенных ди- 
этоксифосфорилпроизводных. Из спектров 1H-13C 
HSQC соединений (XVII–XIX) следует, что 
протоны Н1 и Н4 соединений (XVIII) и (XIX) про- 
являются в виде уширенных сигналов при δ 3.81–
3.82 и 4.00–4.15 м.д., соответствующие им атомы 
углерода имеют химический сдвиг при δ 71.4– 
73.5 и 63.4–72.8 м.д. Для сигнала атома С20 в 
спектре соединения (XIX) характерен химичес- 
кий сдвиг при δ 83.3 м.д., протоны Н20 обнаружи- 
ваются в виде уширенного сигнала при δ 4.05 м.д. 

Цитотоксическую активность синтезирован- 
ных соединений (I–XIII) и (XVII–XIX) изучали 
методом высокоэффективного биологического 

скрининга согласно международной научной 
программе Национального института здоровья 
США – DTP (Developmental Therapeutic Program) 
Национального института рака (Бетезда, Мэри- 
ленд, США) [26–28] in vitro на 60 линиях клеток 
девяти различных опухолей человека (в том 
числе лейкемии, немелкоклеточного рака легких, 
эпителиального рака кишечника, центральной 
нервной системы, меланомы, рака яичников, 
почек, молочной и предстательной железы). При 
первичном тестировании активности соединения 
вносили в среду культивирования клеток в конечной 
концентрации 10 мкМ на 48 ч. Количественный 
критерий активности соединений – процент 
роста клеток линий рака (GP, %) в сравнении с 
контролем (контроль – 100%, значения от 0 до 
100 означают задержку роста, значения менее 0 – 
летальность) [26–28]. В соответствии с критерием, 
принятым в Национальном институте рака, ве- 
щества считаются активными в случае, если они 
ингибируют рост клеток до 32% от контроля или 
вызывают их гибель. Результаты исследования 
приведены в табл. 1. 

Установлено, что дитерпеновые эфиры (I–V) с 
фурановым и индольным заместителями, а также  
амиды с диаминопропановым (VI), (X), пир- 
ролидиновым (VII), (XI) и морфолиновым 
(VIII), (XII) фрагментами не обладают цитоток- 
сической активностью в отношении иссле- 
дуемой панели опухолевых клеток. Тризамещен- 
ное диэтоксифосфорилпроизводное (XIX) проя- 
вило умеренную цитотоксическую активность 
в отношении одной клеточной линии рака мо- 
лочной железы MDA-MB-468, в то время как 
монозамещенный эфир (XVII) был активен в  
отношении семи клеточных линий (K-562, 
MOLT-4, RMPI-8226 лейкемии, NCI-H522 
немелкоклеточного рака легких, SK-MEL-5 мела- 
номы, PC-3 рака предстательной железы и MDA- 
MB-468 молочной железы). Бензиламид дигидро- 
хинопимаровой кислоты (IX) ингибировал кле- 
точные линии CCRF-CEM, MOLT-4 лейкемии и 
LOX-IMVI меланомы, а наиболее чувствительной 
к его воздействию оказались клетки линии NCI- 
H522 немелкоклеточного рака легких. Наиболь- 
шую активность проявил бензиламид малео- 
пимаровой кислоты (XIII), эффективно угне- 
тающий рост 19 клеточных линий восьми видов 
рака. Наиболее чувствительной к нему была ли- 
ния LOX-IMVI меланомы. Следует также отме- 
тить значительный цитотоксический эффект 
соединения (XIII) относительно всех исследуемых 
клеточных линий лейкемии (табл. 1).

Реагенты и условия: (EtO)2POCl, DMAP, пиридин, 0–23°C, 3 ч.

Схема 1. Синтез диэтоксифосфорильных производных 
(XVII–XIX). 

Рис. 1. Эфиры метилдигидрохинопимарата (I–V) 
[16] и амиды дигидрохинопимаровой (VI–IX) и 
малеопимаровой (X–XIII) кислот [17].
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785ЭФИРЫ И АМИДЫ ДИТЕРПЕНОВЫХ КИСЛОТ

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Температуры плавления определяли на микро- 

столике RNMK-05 (Boetius Aps, Германия). 
Оптическое поглощение измеряли на поляри- 
метре 241 MC (Perkin-Elmer, Германия) в трубке 
длиной 1 дм. ТСХ-анализ проводили на пластинках 
Сорбфил (ЗАО “Сорбполимер”, Россия), используя 
систему растворителей хлороформ–этилацетат,  
1 : 1. Вещества обнаруживали 10%-ным раство- 
ром серной кислоты с последующим нагреванием 
при 100–120°С в течение 2–3 мин. Элемент- 
ный анализ осуществляли на СHNS-анализаторе 
EuruEA-3000 (Eurovector Instruments, Италия), 
основной стандарт – ацетанилид. Колоночную 
хроматографию проводили на SiO2 (Silica 60, 
Macherey-Nagel, Германия). Масс-спектры 
соединений регистрировали на ВЭЖХ-масс-
спектрометре LCMS-210 EV (Shimadzu, Япония). 
Спектры 1Н- и 13С-ЯМР регистрировали на 
импульсном спектрометре Avance III (Bruker, 
Швейцария) с рабочей частотой 500 МГц (1H) и 
125 МГц (13C) с использованием 5-мм датчика с 
Z-градиентом PABBO при постоянной темпера- 
туре образца 298 K. Химические сдвиги в спект- 
рах 1Н- и 13С-ЯМР приведены в м.д. относи- 
тельно сигнала внутреннего стандарта тетраме- 
тилсилана (ТМС). Эфиры метилдигидрохино- 
пимарата (I–V) [16], (XIV–XVI) [25] и амиды 
дигидрохинопимаровой (VI–IX) и малеопима- 
ровой (X–XIII) кислот [17, 26] были получены по 
ранее описанным методикам.

Общая методика синтеза соединений 
(XVII–XIX). К перемешиваемому раствору  
1 ммоль соответствующего дитерпенового спирта  
(XIV–XVI) в 10 мл пиридина в присутствии  
каталитического количества диметиламино- 
пиридина при 0°C по каплям добавляли 
диэтилхлорфосфат (0.28 мл (1.9 ммоль) для 
соединения (XVII), 0.56 мл (3.8 ммоль) для 
соединения (XVIII) и 0.84 мл (5.7 ммоль) 
для соединения (XIX)), медленно доводили 
температуру до комнатной и продолжали пере- 
мешивание в течение 6–8 ч. После завершения 
реакции (ТСХ-контроль) реакционную смесь 
выливали в холодную воду (50 мл). Образующийся 
осадок отфильтровывали, промывали водой до 
нейтрального значения pH, сушили и очищали 
методом колоночной хроматографией на SiO2, 
используя смесь петролейный эфир–этилацетат в 
объемном соотношении от 5 : 1 до 1 : 1 в качестве 
элюента.

Метил 1-((диэтоксифосфорил)окси)-13-
изопропил-7,10a-диметил-4-оксо-2,3,4,4a,5,6,
6a,7,8,9,10,10a,10b,11,12,12a-гексадекагидро-Та
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1H-4b,12-этенохризен-7-карбоксилат (XVII). 
Выход 87% (0.49 г), т. пл. 101°С, [α]D

20 +81°  
(с 0.05, CHCl3). 1H-ЯМР (δ, м.д.; J, Гц): 0.61 (3Н, с,  
18-CН3); 0.86–0.96 (1Н, м, 10-CН2), 1.02 (3Н, д,  
J 7.0, 17-CН3), 1.05 (3Н, д, J 7.0, 16-CН3), 1.21  
(3Н, с, 19-СН3), 1.31–1.69 (10Н, м, 6,8,9,10,11-СH2, 
10b-CH), 1.77–1.80 (5Н, м, 6b-CН, 2-CH2, 3-CH2), 
1.98–2.48 (4Н, м, 1a-CH, 4a-CH, 15-CН, 5-CH2), 
2.69–2.71 (1Н, м, 5-CH2), 2.81 (1Н, c, 12-CH), 3.65 
(3H, c, 21-CH3), 3.75 (1Н, c, 1-CH), 3.99–4.02 (10Н, 
м, 1'-СН2, 1''-CH2, 2'-CH3, 2''-CH3), 5.61 (1Н, с, 
14-CH). 13C-ЯМР (δ, м.д.): 15.7, 16.8, 17.0, 19.5, 
21.4, 21.8, 27.2, 29.8, 30.1, 32.8, 34.5, 35.1, 36.4, 
36.6, 37.5, 37.9, 38.1, 40.4, 45.8, 47.1, 47.8, 49.4, 
51.9, 54.9, 55.1, 62.1, 68.2 (C-1), 124.5 (С-13), 147.6 
(С-14), 179.2 (С-20), 213.5 (C-4). МС (APCI) m/z 
565.32 [M + H]+ (вычислено для C31H50O7P, 564.70). 
Найдено (%): C, 66.00; H, 8.70; P, 5.50. C31H49O7P. 
Вычислено (%): C, 65.94; H, 8.75; P, 5.48.

Метил 1,4-бис((диэтоксифосфорил)окси)-13-
изопропил-7,10a-диметил-2,3,4,4a,5,6,6a,7,8,9,
10,10a,10b,11,12,12a-гексадекагидро-1H-4b,12-
этенохризен-7-карбоксилат (XVIII). Выход 82% 
(0.57 г), т. пл. 92°С, [α]D

20 +35° (с 0.05, CHCl3). 1H-ЯМР спектр (δ, м.д.; J, Гц): 0.71–0.76 (1Н, м, 
10-CН2), 0.79 (3Н, с, 18-CН3), 0.95 (3Н, д, J 7.0, 
17-CН3), 0.98 (3Н, д, J 7.0, 16-CН3), 1.12 (3Н, с,  
19-СН3), 1.31–1.69 (10Н, м, 6,8,9,10,11-СH2,  
10b-CH), 1.77–1.80 (5Н, м, 6b-CН, 2-CH2, 3-CH2), 
1.98–2.20 (4Н, м, 1a-CH, 4a-CH, 15-CН, 5-CH2), 
2.25–2.31 (1Н, м, 5-CH2), 2.99 (1Н, с, 12-CH), 3.51 
(3H, с, 21-CH3), 3.82 (1Н, уш.с., 1-CH), 3.95–4.10 
(20Н, м, 1'-СН2, 1''-CH2, 3'-СН2, 3''-CH2, 2'-CH3, 
2''-CH3, 4'-CH3, 4''-CH3), 4.15 (1Н, уш.с., 4-CH), 
5.20 (1H, c, 14-CH). 13C-ЯМР (δ, м.д.): 15.7, 16.3, 
16.5, 16.8, 17.1, 18.5, 20.4, 21.2, 21.9, 22.7, 26.6, 
29.6, 32.2, 33.7, 35.4, 35.9, 36.7, 37.8, 38.6, 42.1, 
42.6, 45.0, 47.5, 48.3, 49.2, 49.7, 51.5, 52.3, 56.7, 
60.9, 63.4 (C-4), 71.4 (C-1), 124.5 (С-13), 149.8  
(С-14), 179.2 (С-20). МС (APCI) m/z 703.37 [M + H]+  
(вычислено для C35H61O10P2, 703.80). Найдено (%): 
C, 60.00; H, 8.60; P, 8.80. C35H60O10P2. Вычислено 
(%): C, 59.82; H, 8.61; P, 8.81.

7-(((Диэтоксифосфорил)окси)метил)-13-
изопропил-7,10a-диметил-2,3,4,4a,5,6,6a,7,8,9,
10,10a,10b,11,12,12a-гексадекагидро-1H-4b,12-
этенохризен-1,4-диил тетраэтилбис(фосфат) 
(XIX). Выход 79% (0.64 г), т. пл. 75°С, [α]D

20 +11° 
(с 0.05, CHCl3). 1H-ЯМР (δ, м.д. (J, Гц): 0.72–0.76 
(1Н, м, 10-CН2), 0.79 (3Н, с, 18-CН3), 0.95 (3Н, 
д, J 7.0, 16-CН3), 0.98 (3Н, д, J 7.0, 17-CН3), 1.02  
(3Н, с, 19-СН3), 1.31–1.69 (10Н, м, 6,8,9,10,11-СH2, 
10b-CH), 1.77–1.80 (5Н, м, 6b-CН, 2-CH2, 3-CH2), 
1.98–2.20 (4Н, м, 1a-CH, 4a-CH, 15-CН, 5-CH2), 
2.35–2.40 (1Н, м, 5-CH2), 3.50 (1Н, с, 12-CH), 
3.81 (1Н, уш.с., 1-CH), 4.00 (2H, уш.с., 20-CH2), 
3.95–4.10 (20Н, м, 1’-СН2, 1’’-CH2, 3’-СН2, 3’’-CH2, 
2’-CH3, 2’’-CH3, 4’-CH3, 4’’-CH3), 4.12 (1Н, уш.с., 
4-CH), 5.25 (3Н, с, 14-CH). 13C-ЯМР (δ, м.д.): 14.7, 

15.7, 15.8, 16.5, 16.8, 17.2, 17.6, 18.5, 18.8, 19.0, 
20.4, 21.2, 21.9, 22.8, 26.6, 29.6, 32.1, 33.7, 35.4, 
35.8, 36.5, 37.8, 38.2, 38.4, 39.4, 39.9, 42.2, 42.6, 
45.0, 47.5, 48.5, 49.9, 56.8, 72.8 (C-4), 73.5 (C-1), 
83.3 (C-20), 124.5 (С-13), 149.8 (С-14). МС (APCI) 
m/z 811.40 [M + H]+ (вычислено для C38H70O12P3, 
811.88). Найдено (%): C, 56.30; H, 8.60; P, 11.50. 
C38H69O12P3. Вычислено (%): C, 56.29; H, 8.58; P, 
11.46.

Цитотоксическая активность соединений. 
Методика тестирования цитотоксической актив- 
ности in vitro соединений (I–XIII) и (XVII–XIX) 
в NCI (США) описана в работах [27–30].

Для исследований использовали модель  
in vitro, позволяющую стандартизировать условия 
эксперимента для повторяющихся серий [30]. 
Исследуемые соединения растворяли в DMSO  
и доводили концентрацию до 10 мкМ. В каждую 
лунку 96-луночного планшета добавляли 10 мкл  
раствора соединения и 190 мкл клеточной сус- 
пензии. Опухолевые клетки инкубировали с ис- 
следуемым соединением в течение 48 ч при 
37°С в атмосфере, содержащей 5% СО2 с отно- 
сительной влажностью 100%. Рост клеток оста- 
навливали добавлением 50 мкл холодной 50%-
ной трихлоруксусной кислоты и выдерживанием 
смеси в течение 60 мин при 4°С. Микропланшеты 
промывали 5 раз холодной водой и сушили на 
воздухе. Добавляли в каждую лунку по 100 мкл 
0.4%-ного раствора сульфородамина В в 1%-
ной уксусной кислоте и выдерживали смесь 
при комнатной температуре 10 мин. После 
окрашивания несвязанный краситель и остав- 
шиеся мертвые клетки удаляли 5-кратным про- 
мыванием 1%-ной уксусной кислотой. Микро- 
планшеты сушили на воздухе. Связанный кра- 
ситель затем растворяли в 200 мкл 10 мкМ вод- 
ного раствора трис(гидроксиметил)аминометана 
(Trizma base) (Merck, Германия) и считывали 
поглощение на автоматическом микропланшет- 
ном фотометре Epoch (BioTeck Instruments, Inc., 
США) при длине волны 515 нм. Для добавления 
реагентов и промывки микропланшетов ис- 
пользовали устройства ELx405 (BioTek Instruments 
Inc., США) и Titertek Zoom 538 (Titertek Instruments, 
США). Оптическую плотность красителя суль- 
фородамина В измеряли на универсальном микро- 
планшетном фотометре Teacan Sunrise Reader 
(Tecan Austria GmbH, Австрия) при длине волны 
430 нм.

Процент роста опухолевых клеток (GP) при 
их ингибировании (TD < T0) рассчитывали по 
формуле:

GP = [(TD – T0)/T0] × 100%,
где TD – средняя оптическая плотность опухолевых 
клеток в конце теста, Т0 – средняя оптическая 
плотность опухолевых клеток в начальный момент 
времени, до добавления испытуемого соединения.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Для анализа влияния структуры абиетанового 

дитерпеноида на цитотоксическую активность 
синтезированы 1-, 1,4- и 1,4,20-эфиры метил- 
дигидрохинопимарата с фрагментами фурановой 
и индолуксусной кислот и С20-амиды дигидро- 
хинопимаровой и малеопимаровой кислот с фраг- 
ментами линейных, гетероциклических и арома- 
тических аминов. С помощью реакции фосфо- 
рилирования диэтилхлорфосфатом осущест- 
влена модификация положений С1, С4 и С20 
гидроксипроизводных метилового эфира дигидро- 
хинопимаровой кислоты. 

Проведена первичная оценка цитотоксической 
активности in vitro 16 синтезированных соеди- 
нений в отношении панели из 60 клеточных ли- 
ний опухолевых клеток. Установлено, что вве- 
дение диэтоксифосфорильного заместителя 
в положение С1 кольца Е метилового эфира  
дигидрохинопимаровой кислоты и бензиламин- 
ного фрагмента в С20 малеопимаровой кис- 
лоты приводят к получению соединений с вы- 
раженной цитотоксической активностью. Ди- 
этоксифосфорилсодержащий эфир (XVII) и 
бензиламид (XIII) эффективно угнетали рост 7 
и 19 клеточных линий пяти и восьми видов рака 
соответственно. Наиболее чувствительными к 
воздействию этих соединений оказались клетки 
NCI-H522 (немелкоклеточный рак легких) и LOX-
IMVI (меланома). 

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что синтезированные производные могут 
быть рекомендованы для углубленного изучения 
и разработки на их основе перспективной группы 
препаратов цитотоксического действия. 
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The new 1-, 1,4- and 1,4,20-diethoxyphosphoryl-containing esters were synthesized as a result of interac-
tion of dihydroquinopimaric acid methyl ester hydroxyl derivatives with diethylchlorophosphite, A study 
of the cytotoxic activity in vitro on 60 cell lines of nine different human tumors of methyl ester of di- 
hydroquinopimaric acid with diethoxyphosphoryl, furan and indole fragments, as well as diterpene amides 
with linear, heterocyclic and aromatic amines residues showed that diethoxyphosphoryl and benzylamine 
substituents are of key importance for the manifestation of the cytotoxic effect. Diethoxyphosphoryl deriva-
tives (XIX) and (XVII), and benzylamide (IX) showed cytotoxic activity against one, seven and four cell 
lines of breast cancer, leukemia, non-small cell lung cancer, melanoma and prostate cancer, respectively. 
The greatest activity was demonstrated by maleopimaric acid benzylamide (XIII), which effectively  
inhibited the growth of 19 cell lines of eight cancer types and had a significant cytotoxic effect against all 
studied leukemia cell lines.
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ВВЕДЕНИЕ

Основу всех известных на данный момент в 
биологии систем хранения и передачи генетической 
информации составляют биополимеры на основе 

рибофуранозных нуклеиновых кислот (НК) – ДНК  
и РНК. Функциональные свойства этих биополи- 
меров уникальны, к ним относятся, в частности, хи- 
мическая стабильность фосфатных эфиров и ди- 
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Предложен новый подход к автоматизированному синтезу N-незамещенных амидофосфатных 
олигодезоксирибонуклеотидов (P-NH2), основанный на оптимизированном протоколе твердофазного 
фосфитамидного синтеза с использованием реакции Штаудингера. Показано быстрое и эффективное 
окисление модельных P(III)-содержащих фосфиттриэфиров органическим азидом – (9-флуоренил)-
метоксикарбонилазидом (FmocN3) – до соответствующих фосфамидов –(OPO(OR)(NFmoc))–, где 
R – остатки нуклеозидной или алкильной природы. Удаление щелочелабильной флуоронильной 
группы с модифицированного межнуклеозидного звена позволяет получать в цепи олигонуклеотида 
электронейтральные (при физиологических условиях pH ~ 7) N-незамещенные амидофосфатные 
остатки (–(OPO(O)(NH2))– или (P-NH2)) вместо классических отрицательно заряженных фосфо- 
диэфиров (–(OPO(O)(O¯))–) или (P-O)). При оптимизации синтетического протокола продемонстри- 
ровано, что для повышения эффективности синтеза P-NH2-олигонуклеотидов (до ~80% на модифи- 
цированное звено) необходимо включение в протокол автоматического синтеза дополнительной 
стадии отщепления Fmoc-группы после проведения каждой стадии окисления растущей цепи 
олигомера по реакции Штаудингера. Показано практически полное отсутствие зависимости вы- 
хода P-NH2-олигонуклеотидов как от локализации P-NH2-звена в цепи, так и от типа модифи- 
цируемого динуклеотидного фрагмента. Получен набор моно- и бис-модифицированных окта- 
дезоксирибонуклеотидов и проведено детальное исследование термической стабильности компле- 
ментарных ДНК/ДНК-комплексов в различных буферных условиях. Показано, что в условиях 
высокой ионной силы раствора (1 M NaCl, pH 7.2) введение одного P-NH2-звена снижает термо- 
стабильность комплекса ДНК в среднем на 1.3°С. При уменьшении ионной силы раствора 
дестабилизирующий эффект P-NH2-модификации достоверно снижается, что дополнительно 
подтверждает электронейтральный статус вводимого амидофосфатного звена. Таким образом, нами 
разработан протокол получения частично модифицированных производных олигонуклеотидов, 
несущих незаряженные, но изоструктурные к нативным P-O-звеньям амидофосфатные остатки 
P-NН2. 
Ключевые слова: амидофосфатные производные олигодезоксирибонуклеотидов, автоматический 
синтез, реакция Штаудингера, оптимизация протокола синтеза
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эфиров [1] и доминирующее влияние полианион- 
ного фосфодиэфирного скелета на физико-хими- 
ческие свойства НК. Полианионный характер 
остова НК позволяет облегчить считывание ин- 
формации путем стабилизации линейной про- 
тяженной конформации за счет отталкивания 
заряда, а также снимает ограничения раствори- 
мости, которые накладываются объемной струк- 
турой азотистых оснований [2]. 

С развитием химического синтеза фрагментов 
нуклеиновых кислот – олигонуклеотидов (ON) –  
обозначилось их фундаментальное и практическое 
приложение. Так, например, был предложен анти- 
смысловой подход [3], позволяющий воздейст- 
вовать на биосинтез белка посредством ингиби- 
рования трансляции мРНК за счет комплементар- 
ных взаимодействий с РНК-мишенями. Одни из  
основных препятствий к широкому использова- 
нию олигонуклеотидов с природными фосфоди- 
эфирными связями in vivo – деградация олиго- 
нуклеотидов в присутствии нуклеаз и низкая 
эффективность внутриклеточного проникновения. 
Для снятия описанных ограничений проводятся 
исследования по разработке модифицированных 
олигонуклеотидов и их аналогов.

Известно много способов и подходов к измене- 
нию физико-химических свойств олигонуклео- 
тидов, в том числе синтез аналогов НК с неза- 
ряженным остовом, таких как морфолиновые 
(РМО) и пептидонуклеиновые кислоты (PNA), 
алкилфосфонаты, фосфорилгуанидиновые (PGO)  
и другие N-замещенные амидофосфатные ана- 
логи, а также N-незамещенные амидофосфаты 
(P-NH2) [4−7]. На основе ряда незаряженных 
аналогов созданы и одобрены терапевтические 
препараты для лечения мышечной дистрофии 
Дюшенна (EXONDYS 51®, 2016; VYONDYS 53®,  
2019; VILTEPSO®, 2020; AMONDYS 45®, 
2021) [8, 9]. Незаряженные аналоги объединены 
репрезентативными свойствами – их устойчи- 
востью к действию нуклеаз [10−13], способностью 
образовывать комплементарные комплексы с  
природными НК-мишенями [14−16], в особен- 
ности PGO гибридизуются даже в условиях с 
крайне низкой ионной силой растворов, что 
нереализуемо для природных ON [17]. Как 
правило, незаряженные последовательности ON 
характеризуются ограниченной растворимостью 
в водных растворах [18] и сложностью синтеза 
некоторых из их представителей [19−21]. В част- 
ности, синтез РМО и алкилфосфонатов подразу- 
мевает использование дорогостоящих специфи- 
ческих мономеров [22]. В случае PNA вовсе тре- 
буется наработка абсолютно неспецифических 

для нуклеотидной химии аминокислотоподобных 
мономеров [23]. В этой связи следует отметить, 
что совместить получение незаряженных ана- 
логов ON со стандартным автоматическим твердо- 
фазным амидофосфитным подходом к синтезу 
олигонуклеотидов, внедряя минимальное коли- 
чество изменений, удается не всегда. Только 
при синтезе PGO-аналогов удалось создать под- 
ход, наиболее приближенный к стандартным 
условиям получения олигонуклеотидов [7, 24], 
поскольку этот способ реализован на основе 
использования классических общедоступных 
мономеров и базируется на использовании 
методики альтернативного окисления атома 
P(III) по реакции Штаудингера, что совмещено 
с протоколом автоматического синтеза ON. По- 
тенциал применимости PGO в области молеку- 
лярной диагностики и биомедицины уже убеди- 
тельно продемонстрирован [25−32].

В ряду вышеописанных электронейтральных 
ON стоит обратить особое внимание на N-неза- 
мещенные амидофосфатные олигодезоксири- 
бонуклеотиды (или P-NH2-аналоги). В отличие от 
ранее описанных аналогов, P-NH2 практически 
изоструктурны природным нуклеиновых кисло- 
там (в первом приближении имея ту же молекуляр- 
ную массу), но в то же время электронейтральны, 
благодаря чему сильно отличаются по свойствам 
от нативных олигонуклеотидов. Впервые их син- 
тез был описан в 1986 г. [33] на примере полу- 
чения динуклеотида T*T, где звездочкой указано 
месторасположение модифицированного амидо- 
фосфатного звена. В рамках предложенного под- 
хода проводили окислительное амидирование 
диэфирного H-фосфонатного звена раствором 
аммиака (10%) в CCl4. После долгого перерыва 
интерес к их синтезу вновь возник в 1996–1997 гг.  
[13, 34−39] параллельно у двух независимых 
групп под руководством Р. Айера и Б. Ренера. 
В рамках первых работ обозначилась проблема 
гидролиза при щелочном деблокировании, ко- 
торую решали, применяя различные стратегии 
защиты мономеров, пригодные для удаления без- 
водными аммиачными смесями [13, 34]. Карди- 
нальных изменений в способах введения P-NH2-
модификации в углеводофосфатный остов не 
производили, основным подходом по-прежнему 
оставалось окислительное амидирование. Однако 
в 1997 г. группой Б. Ренера был представлен 
иной подход, основанный на окислении OMe-
фосфиттриэфирного звена растущей цепи ON 
по реакции Михаэлиса–Арбузова под действием 
иода и 2-нитробензиламина с последующим 
фотолитическим отщеплением 2-нитробензильного 
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остатка [36]. Указанные выше исследовательские 
группы смогли провести предварительные фи- 
зико-химические и молекулярно-биологические 
исследования, в рамках которых показали перс- 
пективность N-незамещенных амидофосфатных 
(P-NH2) аналогов в качестве антисмысловых 
олигонуклеотидов [35, 37−39]. Позднее, в 2014 г.,  
группа под руководством Д.В.  Пышного  про- 
демонстрировала подход к синтезу амидофос- 
фатных аналогов с использованием алкил- и 
арилазидов [40]. На том этапе подход имел 
ограниченную совместимость этапа окисления 
выбранными азидами с протоколом стандартного 
автоматического синтеза ON. Неугасающий ин- 
терес к эффективному синтезу P-NH2 проде- 
монстрировала группа М. Карузерса [41], когда  
в 2015 г. они предложили новый метод пост- 
синтетической модификации боранфосфонат- 
ных олигодезоксинуклеотидов посредством иод-
зависимого замещения при атоме фосфора с целью 
получения P-NH2-аналогов. Основное ограничение 
данного подхода – необходимость использования 
для синтеза ON неканонических, коммерчески 
не доступных амидофосфитных мономеров. Та- 
ким образом, синтез N-незамещенных амидо- 
фосфатных аналогов по представленным схемам 
неоправданно дорогостоящий для различных 
групп разработчиков биологически активных 
соединений на основе ON. 

Целью данного исследования было детальное 
изучение отдельных подходов к разработке уни- 
фицированного способа автоматического синтеза 
олигодезоксирибонуклеотидов, содержащих 
N-незамещенные амидофосфатные остатки –
(OPO(O)(NH2))– (P-NH2) вместо межнуклеозид- 
ных фосфатных остатков –(OPO(O)(O¯))– (PO).  
Создаваемый подход должен позволять вводить  
модификации в различные положения олиго- 
нуклеотидной цепи и должен быть совместим с  
использованием стандартных, коммерчески до- 
ступных амидофосфитных мономеров и твердо- 
фазных носителей на основе CPG. В рамках такого 
подхода предшественником P-NH2-модификации 
может выступить органический азид, способный 
эффективно окислять промежуточный продукт 
олигонуклеотидного синтеза – фосфиттриэфир –  
и нести группировки, удаляемые при деблокиро- 
вании целевого олигомера.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее в ряде работ [24, 42−44] была неодно- 
кратно показана применимость реакции Штау- 
дингера для получения N-замещенных амидо- 
фосфатных ON в рамках стандартного амидо- 

фосфитного твердофазного синтеза ON. При таком 
подходе фосфиттриэфир P(III), образующийся 
на этапе конденсации амидофосфита и 5'-OH-
компонента при наращивании ON-цепи, окисля- 
ется до иминофосфорана P(V) при обработке 
органическим азидом. В данной работе мы также 
постарались оптимизировать использование 
окисления по классической схеме Штаудингера 
для осуществления автоматического синтеза 
N-незамещенных амидофосфатных аналогов 
олигодезоксирибонуклеотидов. Для окисления 
P(III) до P(V) в ходе реакции Штаудингера в качестве 
азидного компонента был выбран (9-флуоре- 
нил)-метоксикарбонилазид (FmocN3). Соответ- 
ствующий азид был получен из коммерчески 
доступного хлорформата (FmocCl) по методу, 
аналогичному описанному в работе [45]. Азид 
получен с высоким выходом и охарактеризован 
методами 1H-ЯМР- и ИК-спектроскопии (рис. S1  
и S2 в дополнительных материалах). Важно от- 
метить, что Fmoc-группа относится к разряду 
щелочелабильных защитных остатков [45], что 
дает основание предполагать ее функциональную 
стабильность в рамках синтетического цикла при 
автоматическом синтезе ON.

На первом этапе исследования мы доказали 
(схема 1), что выбранный нами азид (FmocN3)  
быстро реагирует как с 5′-DMTr-2′-дезокситими- 
дин-3′-[(β-цианэтил)-(N,N-диизопропил)]амидо- 
фосфитом (I), так и с 5'-DMTr-2'-дезокситимидин-
3'-[(β-цианэтил)-изопропил]фосфиттриэфиром 
(II). По данным 31P-ЯМР-спектроскопии, соеди- 
нения (I) и (II) менее чем за 5 мин после добавления 
FmocN3 превращаются в соответствующие имино- 
фосфораны (III) и (IV), что можно было ожидать 
из работы М.А. Баженова с соавт. [46]. Следует 
отметить, что взаимодействие органического 
азида (FmocN3) с указанными P(III)-содержащими 
соединениями фосфора протекало, как и ожи- 
далось, с интенсивным выделением газа – моле- 
кулярного азота. 

Реакции FmocN3 с амидофосфитом и фосфит- 
триэфиром проводили непосредственно в ам- 
пулах ЯМР. Образование соединений (III) и (IV) 
регистрировали по ядрам [31P] без последующего 
выделения соответствующих продуктов в инди- 
видуальном состоянии. По данным ЯМР-спектро- 
скопии, переход от P(III)-содержащих соединений, 
характеризуемых химическими сдвигами ~139–
148 м.д., к P(V)-содержащим аддуктам (химичес- 
кий сдвиг ~5.5–15.1 м.д.) регистрируется практи- 
чески сразу после контакта FmocN3 с источником 
трехвалентного фосфора. Таким образом, было 
доказано, что выбранный реагент FmocN3, при 
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используемых избытках (1  :  1.8 экв.) способен 
количественно окислять P(III)-атом фосфора в 
составе соединений (I) и (II). 

Обработка амидофосфата (IV) сильным ос- 
нованием 1,8-диазабицикло[5.4.0]ундец-7-еном 
(DBU) должна была привести к получению 
изопропильного P-NH2-производного тимидилата 
(VI) (ожидаемый амидофосфат). К удивлению, 
химический сдвиг атома [31P]-фосфора, зарегис- 
трированный для хроматографически чистого  
DMTr-2'-дезокситимидин-3'-изопропиламидо- 
фосфата (V) (в форме смеси Rp- и Sp-диастерео- 
меров), составил значения, равные 8.4 и 8.9 м.д. По 
данным работ [41, 47], для атома фосфора в составе 
P-NH2-модификации в цепи олигонуклеотида 
должны были бы регистрироваться значения хи- 
мических сдвигов в диапазоне 9.5–10.5 м.д. (в за- 
висимости от растворителя), что соответствует, 
по мнению авторов указанных работ, именно 
электронейтральной форме амидофосфатного 
звена. Позднее, получив Т*T5-олигонуклеотид 
(здесь и далее по тексту звездочкой указано место- 
расположение амидофосфатного звена, имею- 
щего структуру –(OPO(O)(NH2))– или –(OPO(O–)
(NFmoc))–, при необходимости уточнения при- 
водятся сокращенные обозначения, например, 
T(–P(V) –NH2–)T или T(–P(V)=N-Fmoc–)T), мы 

зарегистрировали химический сдвиг атома фос- 
фора в составе амидофосфатного остатка, равный 
11.8 м.д. (рис. S3 в дополнительных материалах), 
что соответствует ранее опубликованным дан- 
ным [41, 47]. Мы считаем, что ожидаемый амидо- 
фосфат –(OPO(O)(NH2))– (VI) (схема 1), после 
хроматографического выделения в присутствии 
избытка триэтиламина ((С2H5)3N), должен пре- 
имущественно находиться в виде стабильной 
ионизированной имидофосфатной формы –
(OPO(N=H)(O–))(Et3NH+)– (V). Этот факт под- 
тверждается тем, что соединение (V) по данным 
ESI-MS-анализа (рис. 1) таковым и является,  
т.е. представляет собой солевую форму амидо- 
фосфата. Полученные данные хорошо согласу- 
ются с результатами работы [48], в которой по- 
казано, что амидофосфаты проявляют свойства 
слабых кислот (pKa ~ 8.2).

Важно отметить еще раз, что воздействие 
FmocN3 с P(III)-содержащими соединениями поз- 
воляет практически количественно получать 
соответствующие P(V)-содержащие аддукты. 
Таким образом, нами показано, что органический 
азид (в данном случае FmocN3) потенциально 
пригоден для автоматического синтеза P-NH2-
модифицированных олигомеров, т.к. может обес- 
печить быстрое, в течение нескольких минут, окис- 

Схема 1. Стадии превращения тимидинамидофосфита при окислении FmocN3 по реакции Штаудингера с указанием 
31P-ЯМР-характеристик, полученных в ходе эксперимента. Соединение (VI) не было зарегистрировано в ходе 
превращений и указано здесь как ожидаемый продукт с диапазоном химических сдвигов, представленным в литературе 
[41, 47].

9.5–10.5 ppm
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ление фосфитов до Fmoc-содержащего амидо- 
фосфата (IV). 

Далее мы апробировали реакцию окисления 
P(III) до P(V) с помощью FmocN3 в формате авто- 
матического ДНК-синтеза, используя стандарт- 
ные коммерчески доступные 5'-DMTr-2'-дезокси- 
тимидин-3'-[(β-цианэтил)-(N,N-диизопропил)]-
фосфитамиды и твердофазный носитель (CPG),  
содержащий стандартный сукцинатный линкер.  
Включение P-NH2-модификации в состав рас- 
тущего ON первоначально проводили, синтези- 
руя модельный гексатимидилат по протоколу,  
разработанному для синтеза фосфорилгуани- 
диновых аналогов [32]. 

На первом этапе провели синтез модельных 
гексатимидилатов с одной (T*T5) и двумя (T*T*Т4)  
подряд P-NH2-модификациями вблизи 5'-конца  
цепи олигонуклеотида. Ожидалось, что на этапе 
краткосрочного (30 мин, 56°С) финального дебло- 
кирования олиготимидилатных производных 
и отделения от твердофазного носителя кон- 
центрированным водным раствором аммиака 
[49] также должно происходить и удаление 
Fmoc-защитной группы с P(V)=N-Fmoc-моди- 
фицированного иминофосфоранового меж- 
нуклеозидного звена, что приводит к формирова- 
нию N-незамещенного амидофосфатного олиго- 
дезоксирибонуклеотида. Однако по данным 
электрофоретического анализа в денатурирую- 
щем ПААГ и ОФ-ВЭЖХ (рис. S3 в дополнитель- 
ных материалах) целевой продукт удалось по- 
лучить только для мономодифицированного T*T5 
гексатимидилата со степенью превращения не 
более 35% (рис. S4 в дополнительных материалах, 
дорожка 2). Такой результат можно было ожидать, 
опираясь на данные работы относительно стабиль- 
ности целевого N-незамещенного амидофосфата 

в условиях аммонолиза [33]. Однако не следует 
исключать, что P(V)=N-Fmoc-производное может 
гидролизоваться и до удаления защитной груп- 
пы [50]. 

С целью максимального смягчения условий  
щелочного деблокирования удаление цианэтиль- 
ных защитных групп проводили в безводных 
условиях 50%-ным Et3N в CH3CN с последующим 
отщеплением ON от твердофазного носителя 
концентрированным водным аммиаком (30 мин,  
25°С), финальное удаление DMTr-группы про- 
водили 80%‑ной уксусной кислотой после от- 
щепления от полимерного носителя. Поскольку 
возможной причиной низкой конверсии в це- 
левой продукт могло выступать неполное окис- 
ление P(III) на этапе реализации реакции Штау- 
дингера в условиях твердофазного синтеза ON,  
была проанализирована эффективность получе- 
ния гексатимидилата T*T5 как в условиях дискрет- 
ного возрастания концентрации окислителя 
FmocN3 с 0.1 до 0.25 М, так и варьируя продолжи- 
тельность этого технологического этапа – 15, 30 и  
45 мин. В составе реакционных смесей, отнесен- 
ных по совокупности данных масс-спектрометри- 
ческого (рис. S5 в дополнительных материалах) и  
хроматографического анализов, идентифици- 
рованы нативные пента- и гексатимидилаты 
(T5 и T6) и целевой N-незамещенный продукт, 
T*T5 (рис. 2, фракции 1, 2 и 3 соответственно). 
Кроме того, анализ показал, что при исполь- 
зовании краткосрочной схемы аммонолиза кон- 
центрированным водным аммиаком (30 мин,  
25°С) исчерпывающего удаления Fmoc-защиты  
не происходит (рис. 2, фракция 4). Стоит особен- 
но отметить, что данный Fmoc-содержащий амидо- 
фосфат, несущий модифицированное фосфоди- 
эфирное звено, аналогичное таковому в соединении 

Рис. 1. ESI-MS-анализ соединения (V) (схема 1) в режиме регистрации положительных ионов.
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(IV) (схема 1), по-видимому, неустойчив в условиях 
электроспрей-ионизации. По данным MALDI- 
TOF-масс-спектрометрического анализа (рис. S6  
в дополнительных материалах), хроматографи- 
чески чистая фракция 4 (рис. 2) имеет в своем  
составе как гидрофобный защищенный гексати- 
мидилат T(–P(V)=N-Fmoc–)T5, так и значимо более  
гидрофильный (фракция 3) целевой мономоди- 
фицированный продукт, т.е. T(–P(V)–NH2–)T5. 
Результаты эксперимента четко указывают на то,  
что увеличение концентрации азида на этапе  
окисления и увеличение длительности данного  
этапа значимо повышают выход модифици- 
рованного P-NH2-аналога. Важно отметить, что 
нам удалось, повысив концентрацию окислителя 
и время обработки FmocN3, достичь более чем 
80%-ной суммарной конверсии в олигомер T*T5, 
по данным офВЭЖХ, даже при использовании 
классического аммонолиза на финальном этапе 
синтеза ON. 

Таким образом, далее в ходе автоматического 
синтеза амидофосфатных олигомеров мы ис- 
пользовали следующие режимы для этапа окисле- 
ния P(III)-триэфира: концентрация окислителя 
FmocN3 0.25 М в ацетонитриле, длительность 
реакции Штаудингера при этих условиях – не 
менее 45 мин.

Поскольку смягчение условий деблокирования 
не позволило полностью избежать гидролиза 
модифицированного звена в водно-аммиачной 
среде, что, несомненно, согласуется с работами 
[13, 33, 34, 51], было предложено использовать 
метанольно-аммиачную смесь для финального 
удаления защитных групп и отщепления от CPG.  
С целью оценки устойчивости модифицированного 
звена к условиям деблокирования метанольно-
аммиачной смесью часть реакционной смеси T*T5,  
полученной по протоколу из табл. 1 с увеличе- 
нием концентрации азида до 0.25 М и увеличен- 

.

Рис. 2. (а) – офВЭЖХ-анализ реакционных смесей гексатимидилатов (T*T5), полученных в разных условиях окисления 
по реакции Штаудингера и обработанных концентрированным водным аммиаком в течение 30 мин при 25°С. 
Градиент концентрации ацетонитрила 0–30% за 15 мин. Соотнесение пиков проводили по совокупности данных масс-
спектрометрического анализа (рис. S4 в дополнительных материалах) и сравнения с контрольным олигонуклеотидом 
T6: пик 1 – Т5, пик 2 – Т6, пик 3 – T(–P(V)–NH2–)T5, пик 4 – T(–P(V)=N–Fmoc–)T5; (б) – условия окисления и степень 
протекания реакции Штаудингера без учета степени деструкции модифицированного звена, полученные как отношение 
суммы интегральных площадей пиков 3 и 4 к сумме интегральных площадей всех компонентов реакционной смеси 
(по данным офВЭЖХ).

Таблица 1. Стартовый протокол для синтеза модельных гексатимидилат-N-незамещенных амидофосфатных 
олигонуклеотидов в рамках амидофосфитного твердофазного метода синтеза, разработанный по аналогии с про-
токолом для синтеза фосфорилгуанидиновых олигонуклеотидов [32]

Стадия Реагент и условия Время
Детритилирование 3%-ная трихлоруксусная кислота в CH2Cl2 172 с

Конденсация 0.07 М амидофосфит, 0.25 М 5-этилтио-1Н-тетразол в CH3CN 151 с

Кэпирование CapA (15% (CH3CH2CO)2O в ТГФ)  
CapB (13% 1-MeIm, 13% Py в ТГФ) 109 с

Окисление или  
окисление по Штаудингеру

0.02 М I2, 1% Py, 9% H2O в ТГФ 27 с
0.1 М FmocN3 в CH3CN 1800 с

Деблокирование Концентрированный NH3·H2O 1–48 ч
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ным временем окисления по реакции Штаудин- 
гера до 45 мин, дополнительно обработали кон- 
центрированным водным аммиаком в течение 24 ч  
и метанольно-аммиачной смесью в течение 24 ч  
соответственно (рис. 3, дорожки 6 и 7 соответст- 

венно). Электрофоретический анализ показал вы- 
сокую степень гидролиза модифицированных 
звеньев в случае обработки реакционной смеси  
концентрированным водным аммиаком; на- 
против, обработка метанольно-аммиачной смесью  
не привела к значительной деструкции амидо- 
фосфатных групп. 

Полученный результат позволяет обосно- 
ванно считать, что связь P-NH2 стабильна при 
обработке метанольно-аммиачной смесью, что 
подтверждается результатами работы [13]. Однако 
выбранный подход к удалению защитных групп 
не позволяет полностью удалить Fmoc-группу за  
24 ч, в связи с чем было принято решение ис- 
пользовать предшествующее аммонолизу отщеп- 
ление Fmoc-защиты обработкой раствором силь- 
ного основания (DBU) без отщепления от поли- 
мерного носителя согласно работе [34]. На следую- 
щем этапе работы мы провели синтез T*T5 с до- 
полнительной обработкой DBU в ацетонитриле 
перед аммонолизом. В результате электрофорети- 
ческого разделения реакционной смеси выявлено  
отсутствие модифицированного олигонуклеотида 
в ее составе (рис. 3, дорожка 4). Учитывая ранее  
показанную устойчивость P-NH2-связи к дебло- 
кированию в метанольно-аммиачной смеси и к  
обработке DBU в безводных условиях, причиной 
отсутствия целевого соединения в реакционной 
смеси сочли гидролиз (–P(V)=N-Fmoc–)-фрагмента  
на стадии детритилирования трихлоруксусной 
кислотой. Предполагаемый механизм включает  
в себя протонирование сложноэфирной груп- 
пы Fmoc-фрагмента с последующей локализа- 
цией положительного заряда на атоме фосфора и  
нуклеофильной атакой молекулой воды (схема 2).  
Присутствие воды на стадии детритилирования 
полностью исключить невозможно, поскольку в  
синтетическом цикле присутствует вода в составе 
иод-содержащего окислителя. 

Во избежание гидролиза Fmoc-защищенного 
олигонуклеотида в кислых условиях в протокол 
синтеза ввели стадию отщепления защитных 
групп у амидофосфатного звена обработкой 
DBU, и, таким образом, в синтетическом цикле 
стадии детритилирования предшествует стадия 

Рис. 3. ПААГ-электрофорез в денатурирующих 
условиях (8 М мочевина, 89 мМ Tris-боратный буфер, 
pH 8.3) реакционных смесей олигонуклеотидов 
T*T5, полученных по протоколу, описанному в  
табл. 1, с использованием 0.25 М раствора FmocN3  
и продолжительностью окисления по реакции 
Штаудингера 45 мин в зависимости от последо- 
вательной постсинтетической обработки: 1, 2 – конт- 
рольные T5 и T6 соответственно; 3, 5 – аммонолиз 
(концентрированный водный аммиак, 30 мин), детри- 
тилирование (80%-ная уксусная кислота, 10 мин); 4 – 
детритилирование на CPG (3%-ная трихлоруксусная 
кислота в CH2Cl2, 2 мин), удаление Fmoc-группы на 
CPG (2%-ный раствор DBU в ацетонитриле, 5 мин), 
аммонолиз (метанольно-аммиачная смесь, 2 ч);  
6 – аммонолиз (концентрированный водный аммиак, 
30 мин), детритилирование (80%-ная уксусная кис- 
лота, 10 мин), дополнительный аммонолиз (кон- 
центрированный водный аммиак, 24 ч); 7 – аммонолиз 
(концентрированный водный аммиак, 30 мин), де- 
тритилирование (80%-ная уксусная кислота, 10 мин),  
дополнительный аммонолиз (метанольно-аммиачная 
смесь, 24 ч). Отнесение основных пятен произведено 
по данным ESI-MS-анализа после выделения офВЭЖХ  
(рис. S5 в дополнительных материалах). 

Схема 2. Предполагаемый механизм гидролиза Fmoc-содержащего фрагмента на стадии детритилирования 
трихлоруксусной кислотой во время синтеза P-NH2-олигонуклеотидов.
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отщепления Fmoc- и β-цианэтильной групп с обра- 
зованием (–P(O)–NH2–)-фрагмента. Внедрение 
дополнительной стадии в цикл синтеза первона- 
чально проводили вне автоматического синте- 
затора, для чего извлекали CPG c Fmoc-содержа- 
щим олигонуклеотидом из реакционной колонки 
и обрабатывали в пробирке раствором DBU в 
ацетонитриле в течение 5 мин при комнатной 
температуре. Экспериментально показано (рис. 4,  
дорожка 3), что свободная (–P(V)–NH2–)-связь 
устойчива к обработке трихлоруксусной кисло- 
той и другими реагентами, используемым в син- 
тетическом цикле.

Таким образом, внедрение дополнительной 
стадии отщепления защитных групп у модифи- 
цированного фосфата и использование мягкого 
щелочного деблокирования метанольно-аммиач- 
ной смесью позволило разработать протокол 

синтеза P-NH2-олигонуклеотидов с применением 
отечественного оборудования, например, ASM-
800 (Биоссет, Россия), стандартных коммерчески 
доступных мономеров и полимерных носителей 
(табл. 2).

Следует отметить, что при однократной моди- 
фикации конверсии в целевой продукт >85% нам 
добиться не удалось. Так, при синтезе олиго- 
мера Т*T5, по данным ВЭЖХ-анализа, наблюда- 
ется ~13% продуктов гидролиза после обработки 
CPG-связанного олигонуклеотида метанольно-
аммиачной смесью в течение первых двух часов 
при комнатной температуре (рис. 5, точка 0; рис. S7  
в дополнительных материалах, хроматография 0).  
Видно, что вплоть до 5 ч дополнительного выдержи- 
вания Т*T5 в среде NH3/CH3OH при 56°С значимой 
деградации амидофосфат-содержащего аналога  
не происходило. Лишь спустя сутки (56°С) уровень 

Рис. 4. ПААГ-электрофорез в денатурирующих условиях (8 М мочевина, 89 мМ Tris-боратный буфер, pH 8.3) 
реакционных смесей: 1 и 2 – контрольные олигонуклеотиды T5 и T6 с природными фосфодиэфирными связями; 3 – 
T2*T4, полученный по способу 1; 4 – T2*T4, полученный по способу 2.

Таблица 2. Протокол синтеза N-незамещенных амидофосфатных (P-NH2) олигонуклеотидов в рамках амидо-
фосфитного метода синтеза с использованием стандартных коммерчески доступных мономеров и полимерных 
носителей для отечественного ДНК/РНК-синтезатора ASM-800 (Биоссет, Россия)

Стадия Реагент и условия Время
Детритилирование 3%-ная трихлоруксусная кислота в CH2Cl2 172 с 

Конденсация 0.07 М амидофосфит, 0.25 М этилтиотетразол в CH3CN 151 с 

Кэпирование CapA (15% (CH3CH2CO)2O в ТГФ)  
CapB (13% 1-MeIm, 13% Py в ТГФ) 109 с 

Окисление или  
окисление по Штаудингеру

0.02 М I2, 1% Py, 9% H2O в ТГФ 27 с
0.25 М FmocN3 в CH3CN 2700 с

Удаление Fmoc-группы 2% DBU в CH3CN 300 с
Деблокирование Метанольно-аммиачная смесь 1–24 ч
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деградации целевого продукта приближался к 50% 
(рис. 5, точка 23 ч; рис. S7 в дополнительных мате- 
риалах, хроматография Б4). Напротив, в случае 
дополнительного выдерживания в среде NH3/H2O  
при 56°С спустя 1 ч заметна серьезная дегра- 
дация амидофосфатной группы. Следует отме- 
тить, что в случае использования для синтеза 
олигомеров НК коммерчески доступных мо- 
номеров со стандартными защитными группами 
рекомендованное время деблокирования НК 
водно-аммиачной смесью не превышает 40 ч  
при комнатной температуре [52]. В случае ис- 
пользования метанольно-аммиачной смеси доста- 
точно 18 ч при комнатной температуре, что было 
подтверждено экспериментально (рис. S8 в до- 
полнительных материалах). Поскольку результат 
эксперимента демонстрирует устойчивость амидо- 
фосфатной группы к метанольно-аммиачной 
смеси на довольно продолжительном промежутке 
времени, “исходная” степень деструкции (–P(V)–
NH2–)-содержащего олигонуклеотида, полученная 

после первых двух часов деблокирования при 
комнатной температуре и превышающая 10% 
по данным офВЭЖХ, не может быть вызвана 
гидролизом модифицированного звена в ходе 
деблокирования.

Последующие эксперименты были направлены 
на выяснение других причин, влияющих на выход 
целевого N-незамещенного амидофосфатного 
олигонуклеотидного продукта. Для этого мы по- 
ставили задачи установить, зависит ли степень 
гидролиза амидофосфатной связи от следующих 
факторов: 
1) места расположения одиночной P-NH2-моди- 
фикации в цепи олигонуклеотида, 
2) типа прилегающих к ней нуклеозидов, 
3) стадии синтетического цикла.

1) Для оценки влияния места расположения 
модификации были синтезированы гексатими- 
дилаты, содержащие одиночную (–P(V)–NH2–)2-
группу в каждом из пяти межнуклеозидных поло- 
жений (Т5*T, Т4*T2, Т3*T3, Т2*T4, Т*T5). Дан- 
ный прием должен был показать, является ли уве- 
личение числа циклов синтеза нативных фосфо- 
диэфирных звеньев, последовавших за введе- 
нием (–P(V)–NH2–)-остатков, фактором, определяю- 
щим степень гидролиза амидофосфатного фраг- 
мента цепи ON. Было установлено, что вне зави- 
симости от локализации в цепи одиночной амидо- 
фосфатной модификации конверсия в целевой 
гексатимидилатный продукт, по данным офВЭЖХ, 
составляет в среднем 72%, т.е. не зависит от по- 
ложения введения (–P(V)–NH2–)-группы (табл. 3, 
фактор А).

2) Для ответа на вопрос, поставленный следую- 
щей задачей, мы провели синтез двух серий тетра- 
мерных олигонуклеотидов, содержащих вблизи  
либо 5'-, либо 3'-конца цепи одиночную модифика- 
цию динуклеотидного звена Х(–P(V)–NH2–)Т, где 
Х = G, C, A или Т (табл. 3, фактор Б). Установлено, 

Рис. 5. Устойчивость P-NH2-олигонуклеотидов к де- 
блокированию метанольно-аммиачной смесью по срав- 
нению со стандартным удалением защитных групп  
с использованием концентрированного водного ам- 
миака, определенная по данным офВЭЖХ.

Таблица 3. Степень полноты протекания реакции Штаудингера, оцененная по данным офВЭЖХ, в зависимости 
от факторов, влияющих на устойчивость связи (–P(V)–NH2–), таких как: 1 – число стандартных циклов 
амидофосфитного синтеза, следующих после стадии модификации; 2 – химическое строение динуклеотида в 
составе модифицированного звена

Фактор 1 Фактор 2
Последовательность 

5'→3'
Доля целевого 

ON, %
Последовательность 

5'→3'
Доля целевого 

ON, %
Последовательность 

5'→3'
Доля целевого 

ON, %
TTTTT*T 79 G*TTT 60 TTG*T 70
TTTT*TT 73 C*TTT 64 TTC*T 69
TTT*TTT 73 A*TTT 48 TTA*T 69
TT*TTTT 64 T*TTT 74 TTT*T 75
T*TTTTT 72 – – – –
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что, по данным количественного анализа профилей 
ВЭЖХ, выход целевых P-NH2-аналогов составляет 
в среднем ~70%. 

3) Для выявления стадии синтетического цикла,  
оказывающей превалирующее влияние на устой- 
чивость (–P(V)–NH2–)-связи, был проведен скри- 
нинг стадий и условий получения T5*T. После  
стадии окисления промежуточного фосфит- 
триэфира олигонуклеотида раствором FmocN3 
(0.25 M) мы последовательно исключали все 
стадии технологического цикла (представлены на  
рис. S9 в дополнительных материалах), обраба- 
тывая затем твердофазный носитель метанольно-
аммиачной смесью и оценивая состав реакцион- 
ных смесей методом офВЭЖХ. На первом этапе 
выявить основную стадию, в ходе которой бы 
наблюдалось значимое уменьшение конверсии, 
не удалось из-за сравнительно малого количества 
побочных продуктов. Анализируя состав побочных 
продуктов, первым делом мы решили исключить 
гидролиз водой, входящей в состав окислителя, и 
преднамеренно обработали CPG c T5(–P(V)–NH2–)T 
раствором, содержащим 9% воды и ТГФ в качестве 
растворителя. При повторном исключении стадий 
и анализе реакционных смесей получили прирост к  
содержанию T5 относительно предыдущего экспе- 
римента, в то время как содержание T6 оставалось 
на прежнем уровне (рис. S9 в дополнительных 
материалах). Обнаруженный факт привел к за- 
ключению: гомогенность реакционных смесей P- 
NH2-олигонуклеотидов, получаемых по разра- 
ботанному протоколу, напрямую зависит от пол- 
ноты протекания реакции Штаудингера и практи- 
чески не обусловливается используемыми в синте- 

тическом цикле реагентами и деблокирующими 
смесями. В итоге, повторив синтез T5*T с исполь- 
зованием дополнительного окисления иодом 
после стадии удаления Fmoc-защитной группы, 
мы получили прирост к содержанию T6 в срав- 
нении с синтезом без дополнительной стадии 
окисления (рис. 6).

При попытке достигнуть полного протекания 
реакции Штаудингера мы провели синтез T5*T  
с использованием насыщенного раствора FmocN3  
(~0.63 M). К сожалению, используя повышенную 
концентрацию, не удалось добиться полной кон- 
версии (содержание побочных продуктов сос- 
тавило ~10%). Особенно остро проблема не- 
полной конверсии в целевой амидофосфатный 
олигонуклеотид встает при переходе к множест- 
венной модификации олигонуклеотидной цепи. 
Причину частичного окисления с использованием 
FmocN3 в ходе твердофазного синтеза предстоит 
выяснить в будущих экспериментах. 

Гибридизационные свойства P-NH2-ON.  
Отметим, что к настоящему времени имеется 
лишь крайне ограниченный набор данных, описы- 
вающих комплексообразующие свойства P-NH2-
амидофосфатов [25, 35−37]. Именно поэтому мы  
исследовали способность серии октамерных ДНК,  
нативного (N8) и модифицированных олигонуклео- 
тидов (Nx*у*z, где х, у, z – порядковые числа нуклео- 
зидов в составе модифицированного звена) к фор- 
мированию комплементарных комплексов c мат- 
ричным октамером M8. Отдельной задачей была  
попытка определить роль влияния P-NH2-моди- 
фикации на зависимость температуры плавле- 
ния (Tпл) от ионной силы раствора (табл. 3, рис. 7).  

Рис. 6. Схема эксперимента по оценке влияния стадии дополнительного окисления смесью I2/Py/H2O на соотношение 
побочных продуктов при синтезе P-NH2-олигонуклеотида. Оценку влияния проводили по данным офВЭЖХ.
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Важно отметить, что именно данный фактор – 
электронейтральность модификации – это ключе- 
вое свойство, определяющее фундаментальный 
потенциал использования рассматриваемых изо- 
структурных P-NH2-аналогов нативных олиго- 
нуклеотидов. 

В табл. 4 представлены термодинамические 
параметры комплексообразования нативной ДНК- 
матрицы с набором модельных октануклеотидов 
(Nx*у*z) в стандартных буферных условиях (1 М  
NaCl, 10 мМ какодилат натрия, pH 7.3). Данные  
были получены методом термической денатура- 
ции с оптической регистрацией сигнала во много- 
волновом режиме [17]. Представленные данные –  
результат анализа как профилей кривых терми- 

ческой денатурации, так и ренатурации анализи- 
руемых дуплексов. Следует отметить, что взаимо- 
действие всех модельных олигомеров с ДНК-
матрицей демонстрирует строго равновесный 
характер комплексообразования. С учетом пог- 
решности определения величины температуры 
плавления исследуемых комплексов (~0.2°С) 
[53] установлено, что введение амидофосфатных 
остатков в структуру октануклеотидов лишь не- 
значительно влияет на их сродство к мишени 
ДНК в условиях высокой ионной силы раствора 
(1 М NaCl) (табл. 4). Вне зависимости от позиции 
введения модификации в структуре олигомера 
и числа модифицированных звеньев в среднем 
наличие одного (–P(V)–NH2–)-звена приводит 
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Рис. 7. Вклад P-NH2-модификации в термическую стабильность (DT) комплементарных комплексов бисмодифици- 
рованных олигодезоксирибонуклеотидов с матрицей AGCTACCG в зависимости от ионной силы раствора относительно 
немодифицированного комплекса.

Таблица 4. Результаты исследования термической стабильности олигонуклеотидных комплексов c разным числом 
и расположением N-незамещенных амидофосфатных групп в олигонуклеотиде Nx*у*z в условиях высокой ионной 
силы (1 М NaCl)

Комплементарный комплекс  
AGCTACCG матрицы  
с олигонуклеотидом

Выход ON после 
офВЭЖХ, %

∆S°,  
кал/(К·моль)

∆H°,  
ккал/моль

∆G°37,  
ккал/моль

Tпл,  
°С

∆T,  
°С

∆T/mod,  
°С

N8 CGGTAGCT – –142 ± 1 –51.5 ± 3.9 –7.4 ± 0.2 39 ± 1 – –
N(1*7) C*GGTAGCT 23 –162 ± 2 –57.3 ± 0.7 –7.0 ± 0.1 36 ± 1 –3 –
N(4*4) CGGT*AGCT 29 –175 ± 3 –61.4 ± 0.9 –7.2 ± 0.1 38 ± 1 –1 –
N(7*1) CGGTAGC*T 49 –157 ± 4 –56.0 ± 1.3 –7.3 ± 0.1 38 ± 1 –1 –

(1) N(1*6*1) C*GGTAGC*T 15 –157 ± 3 –55.9 ± 0.9 –7.1 ± 0.1 37 ± 1 –2 –1
(2) N(1*6*1) C*GGTAGC*T 23 –132 ± 1 –48.2 ± 0.3 –7.2 ± 0.1 37 ± 1 –2 –1

N(6*1*1) CGGTAG*C*T 33 –146 ± 4 –52.5 ± 1.3 –7.2 ± 0.1 38 ± 1 –1 –1
N(4*1*3) CGGT*A*GCT 22 –165 ± 4 –58.1 ± 1.3 –6.9 ± 0.1 36 ± 1 –3 –2
N(1*1*6) C*G*GTAGCT 28 –142 ± 9 –51.0 ± 2.9 –7.0 ± 0.1 37 ± 1 –3 –1

Примечание: для последовательности N(1*6*1) удалось разделить две смеси диастереомеров (1) и (2).
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к снижению термической стабильности ДНК-
комплексов на 1.0–2.0°С. Этот факт согласуется с  
данными работ французских исследователей [35].  
Следует отметить, что термостабильность комп- 
лексов, формируемых различными фракциями 
диастереомеров олигомера N(1*6*1), разделенных с  
помощью ВЭЖХ, в условиях высокой ионной силы  
раствора практически не отличается (табл. 4). 

Снижение ионной силы буферного раствора 
(при дискретном переходе от 1 к 0.1 и до 0.01 М 
раствора NaCl) показало, что для рассмотренных 
бисмодифицированных октануклеотидов явно 
выражен эффект введения электронейтральной 
P-NH2-модификации (рис. 7; табл. S1 в допол- 
нительных материалах). При исследовании моно- 
модифицированных комплексов не удалось обна-
ружить статистически значимую зависимость от  
ионной силы раствора. Очевидно, что наличие 
P-NH2-модификации в цепи олигомера приво- 
дит к достоверно значимому снижению заряд- 
обусловленной компоненты энергии взаимодей- 
ствия комплементарных цепей. Заметим, что 
в ряде случаев при пониженной ионной силе 
(0.01 М NaCl) (–P(V)–NH2–)-содержащие аналоги 
демонстрируют даже несколько большую термо- 
стабильность комплементарных комплексов с 
ДНК-матрицей относительно таковых с участием 
нативных олигонуклеотидов. При этом, по-види- 
мому, наблюдается некоторая зависимость термо- 
динамического эффекта от локализации, нуклео- 
тидной последовательности сайта модификации, 
а также его диастереомерного состояния.  

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали азид натрия (NaN3), 

тетраметилэтилендиамин (TEMED), катионный 
карбоцианиновый краситель Stains-All, трис- 
(гидроксиметил)аминометан (Трис), какодилат 
натрия (Sigma-Aldrich, США); (9-флуоренил)-
метоксикарбонилхлорид (FmocCl) (Fluka, Швей- 
цария); трихлоруксусную кислоту, пиридин, три- 
этиламин, хлорид натрия, тетрагидрофуран (ТГФ) 
(Panreac, США); 5-(этилтио)-1H-тетразол (ETT) 
(Glen Research, США); 1-метилимидазол (Carl 
Roth GmbH + Co. KG, Германия); пропионовый 
ангидрид, 7  М раствор аммиака в метаноле 
(Acros Organics, США); кристаллический иод, 
ледяную уксусную кислоту, динатриевую соль 
этилендиаминтетрауксусной кислоты (Na2EDTA), 
водный аммиак,  спирт изопропиловый (Реахим, 
Россия); (1,8-диазабицикло[5.4.0]ундец-7-ен (DBU)  
(Alfa Aesar, Германия); акриламид, N,N'-метилен- 
бисакриламид, персульфат аммония (PSA) 
(AppliChem, Германия); бромфеноловый синий,  

ксиленцианол FF (Helicon, Россия); борную кислоту  
(Химпром, Россия); мочевину (Союзхимпром, 
Россия); стандартные мономеры для фосфор- 
амидитного протокола, полимерные носители 
для твердофазного автоматического синтеза с 
тимидин-, дезоксиаденозин- и дезоксигуанозин-
3'-расщепляемым линкером (ChemGenes Co, 
США); воду бидистиллированную, ацетонитрил 
(CH3CN) для ВЭЖХ (Fisher Chemical, Китай); 
дихлорметан (Вектон, Россия); ацетонитрил-d3, 
пластинки для ТСХ TLC Silica gel 60 F254 (Merck, 
США); хлороформ-d (Solvex, Россия).

Реактивы и растворители были квалификации 
х.ч. и о.с.ч. отечественного и импортного произ- 
водства. Абсолютизирование растворителей про- 
водили стандартными методами с последующим 
выдерживанием над молекулярными ситами или 
гидридом кальция.

Масс-спектрометрический анализ (ESI и  
MALDI-TOF) исследованных соединений прово- 
дили в Центре масс-спектрометрического ана- 
лиза ИХБФМ СО РАН на оборудовании MALDI-
TOF Autoflex Speed (Bruker Daltonics, Германия) и 
ESI LC/MS/MSD XCT (Agilent Technologies, США); 
определяемый диапазон масс – 105–1600 m/z.

Спектры ЯМР регистрировали на спектрометре 
Magritek Spinsolve (Новая Зеландия) с частотой  
80 МГц (1H – 80 МГц, 31P – 32 МГц) в CH3CN (при 
записи 31P) или дейтерированном хлороформе  
(при записи 1Н). 

Структуру органического азида (FmocN3) 
устанавливали с использованием ИК-Фурье-
спектрометра Tensor 27 (Bruker, Германия) на 
базе НИОХ СО РАН им. Н.Н. Ворожцова. Спектр 
регистрировали в кювете диаметром 0.28 мм, 
растворителем выступал хлороформ, концентрация 
раствора исследуемого азида составила 1 масс.%. 
ИК-спектр регистрировали в диапазоне 4000– 
400 см‒1. Идентификацию химического состава 
азида проводили по характеристическим полосам 
поглощения, представленным в литературе [54].

Электрофоретическую подвижность олиго- 
нуклеотидов и их аналогов оценивали, используя  
15%-ный ПААГ (акриламид : N,N'-метиленбис- 
акриламид (29 : 1), 8 М мочевина, 89 мМ Трис-
борат, pH 8.3, 2 мM Na2EDTA, 0.08% TEMED, 
0.1% PSA) при напряжении 12 В/м в диапазоне 30– 
40 мин. Пробы наносили из буферного раствора, 
содержащего 0.1 мг/мл ксиленцианола FF в 8 M 
мочевине. Подвижность оценивали относительно 
лидирующего красителя – бромфенолового синего.  
Результаты электрофоретического разделения ви- 
зуализировали окрашиванием с помощью 0.05%-
ного раствора Stains-all в 50%-ном формамиде.
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Аналитическую обращенно-фазовую высоко- 
эффективную жидкостную хроматографию 
(офВЭЖХ) реакционных смесей образцов про- 
водили на хроматографе Милихром A02 (Эконова, 
Россия) с использованием колонки (2 × 75 мм) с 
сорбентом ProntoSIL-120-5-C18 (Эконова, Россия) 
и градиента концентрации CH3CN (0–30%) в  
0.02 М водном растворе триэтиламмония ацетата 
(pH 7.0) в течение 30 мин (скорость потока  
200 мкл/мин, температура термостата 35°С). Детек- 
цию ON осуществляли на длинах волн 260, 280 
и 300 нм.

Очистку олигонуклеотидов проводили ме- 
тодом офВЭЖХ на хроматографе Agilent 1100 
series (Agilent, США). Использовали колонку 
(4.6 × 150 мм) с сорбентом Eclipse XDB-C18  
(5 мкм) (Agilent, США), элюировали в градиенте 
концентрации CH3CN от 0 до 50% в 0.02 М 
растворе триэтиламмония ацетата (pH 7.0) за  
40 мин, скорость потока 1.5 мл/мин.

Амидофосфатные аналоги олигодезокси- 
рибонуклеотидов синтезировали на авто- 
матическом ДНК/РНК-синтезаторе ASM-800  
(Biosset, Россия) с использованием коммерчески  
доступных мономеров (0.1 M) для амидофос- 
фитного протокола, в качестве активатора 
применяли раствор ETT (0.25 М) в CH3CN. 
В качестве кэпирующих агентов выступали 
CpA – 15%-ный пропионовый ангидрид в ТГФ, 
CpB – 16%-ный N-метилимидазол в ТГФ. 
5'-Диметокситритильную защитную группу уда- 
ляли 3%-ной трихлоруксусной кислотой в 
CH2Cl2. Триэфирфосфиты окисляли до триэфир- 
фосфатов смесью 0.05 М I2, 1% пиридина, 9%  
H2O в ТГФ. Для получения межнуклеозидного 
амидофосфата на стадии окисления в процессе 
твердофазного автоматического синтеза использо- 
вали альтернативную программу, основанную 
на реакции Штаудингера. В качестве окислителя 
применяли 0.1 М или 0.25 М раствор FmocN3 в 
CH3CN. Суммарное время окисления составляло 
15–45 мин. Удаление Fmoc-защитной группы 
проводили обработкой 2%-ным раствором DBU в 
CH3CN в течение 5 мин либо в ходе синтетического 
цикла на автоматическом ДНК-синтезаторе, либо 
отдельно в пробирке объемом 1.5 мл. 

Термическую денатурацию олигонуклео- 
тидных комплексов проводили на спектрофото- 
метре Cary 300 Biomelt (Varian, Австралия), ос- 
нащенном терморегулируемой 6-кюветной прис- 
тавкой. Компоненты комплексов в эквимоляр- 
ном соотношении (суммарная концентрация  
10 мкМ) в буферном растворе (10 мМ какодилат 
натрия, 100 мМ NaCl, pH 7.2) нагревали–охлаж- 

дали в диапазоне температур от 5 до 95°С со 
скоростью изменения температуры 0.5°С/мин. 
Оптическую плотность регистрировали при 260, 
270 и 300 нм. Температуру плавления комплекса 
определяли как температуру, соответствующую 
максимуму первой производной кривой (или 
профиля) зависимости оптической плотности 
образца от температуры. 

(9-Флуоренил)-метоксикарбонилазид 
(FmocN3). (9-Флуоренил)-метоксикарбонилхло- 
рид (1.88 ммоль) растворяли в 10 мл безводного 
CH3CN. К раствору добавляли 2.64 ммоль сухого 
NaN3. Полученную суспензию перемешивали 
10 ч при нагревании до 40°C. После окончания 
реакции супернатант отделяли фильтрованием 
и проводили экстракцию CH2Cl2. Органический 
слой промывали 1 раз насыщенным солевым 
раствором, далее 2 раза водой, затем сушили над 
Na2SO4 (безв.). Растворитель удаляли упариванием 
на ротационном испарителе. Очистку проводили 
перекристаллизацией из гексана. Для удаления 
следов воды остаток в колбе дважды упаривали 
из ацетонитрила. 

ТСХ в системе 85% гексан + 15% CH2Cl2:  
Rf (FmocCl) = 0.28, Rf (FmocN3) = 0.08.

1H-ЯМР (80 МГц, CDCl3; J, Гц): 7.79 (d, J 6.7, 2H),  
7.55 (d, J 1.7, 2H), 7.42 (t, J 4.3, 2H), 7.27 (t, J 1.7, 2H),  
4.50 (d, J 6.3, 2H), 4.31 (t, J 7.0, 1H). ИК (см–1): 3037, 
2189, 2135, 1734, 1601, 1448, 1375, 1317, 1240,  
1111, 1076, 1030, 982, 922, 864, 621, 563, 482, 424.

5'-Диметокситритил-2'-дезокситимидин-
3'-[(β-цианэтил)-изопропил]фосфиттриэфир 
(II). В пластиковой пробирке с завинчивающейся 
крышкой к 145 мкл 0.1 M раствора 5′-димето- 
кситритил-2′-дезокситимидин-3′-[(β-цианэтил)-
(N,N-диизопропил)]амидофосфита (I) в CH3CN 
(0.01 ммоль) приливали 250 мкл 0.25 M 
раствора ETT в CH3CN (0.04 ммоль) и 150 мкл 
изопропанола (абс.) (2 ммоль). Реакционную смесь  
перемешивали 5 мин при комнатной темпера- 
туре. Продукт экстрагировали CH2Cl2, в качестве 
водной фазы использовали фосфатный буфер 
(1 М KH2PO4, pH 6.5). Органическую фазу 
упаривали на ротационном испарителе, сухое 
вещество растворяли в 500 мкл ацетонитрила. 
Продукт анализировали методами ТСХ и ЯМР-
спектроскопии и использовали в последующих 
реакциях без дополнительной очистки. 

ТСХ в системе 90% CH2Cl2 + 10% C2H5OH:  
Rf (I) = 0.4, Rf (II) = 0.36.

31P-ЯМР (32 МГц, CH3CN): 139.27, 138.88.
5'-Диметокситритил-2'-дезокситимидин-

3'-изопропиламидофосфат (V). К полученному 
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фосфиттриэфиру (II) (0.01 ммоль) приливали 
0.1 М раствор FmocN3 (0.02 ммоль). Через 5 мин 
после перемешивания при комнатной темпера- 
туре реакционную смесь анализировали методами 
ТСХ и ЯМР-спектроскопии. 

ТСХ в системе 90% CH2Cl2 + 10% C2H5OH:  
Rf (II) = 0.36, Rf (IV) = 0.30.

31P-ЯМР (32 МГц, CH3CN): 5.70, 5.46.
К полученной реакционной смеси добавляли 

15 мкл DBU с конечным содержанием основания 
в системе 2%, выдерживали 5 мин при комнатной 
температуре, затем анализировали методами ТСХ 
и ЯМР-спектроскопии.

ТСХ в системе 90% CH2Cl2 + 10% C2H5OH: 
Rf (IV) = 0.30, Rf (V) = 0.15, 0.10 (в виде двух 
диастереомеров). 

31P-ЯМР (32 МГц, CH3CN): 5.70, 5.46.
Далее раствор экстрагировали CH2Cl2, водная 

фаза – 1 M KH2PO4 (pH 6.5). Органическую фазу  
упаривали на ротационном испарителе. Продукт 
очищали колоночной хроматографией на силика- 
геле, подвижная фаза – раствор CH2Cl2, содер- 
жащий 1% C2H5OH и 0.1% (C2H5)3N. Затем про- 
водили масс-спектрометрический анализ ESI (m/z):  
767.0, mтеор. = 766.9 г/моль; mэксп. = 767.0 г/моль.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В представленной работе описан новый под- 

ход к синтезу олигодезоксирибонуклеотидов, со- 
держащих одну или несколько N-незамещенных 
амидофосфатных P-NH2-модификаций, осно- 
ванный на использовании 9-(флуоренил)-ме- 
токсикарбонилазида (FmocN3) в рамках реак- 
ции окисления P(III) по классической реакции 
Штаудингера. Основное преимущество разраба- 
тываемого синтетического подхода – его совмес- 
тимость с протоколом автоматического твердо- 
фазного амидофосфитного синтеза олигонуклео- 
тидов, основанного на использовании стан- 
дартных защитных групп и линкеров на по- 
верхности CPG-носителя. Нам, к сожалению, 
не удалось осуществить высокоэффективный 
синтез электронейтральных, изоструктурных 
фосфодиэфирному остатку, производных олиго- 
нуклеотидов. При этом предложены условия к  
получению любых мономодифицированных 
олигодезоксирибонуклеотидов (с выходами ~80%). 
Однако это дало возможность детально описать 
влияние модификации на комплексообразование 
(–P(V)–NH2–)-содержащих производных с ДНК-
матрицей с точки зрения термодинамических 
свойств. Важным аспектом исследования стал 
тот факт, что амидофосфатная группа, находясь 
внутри олигонуклеотидной цепи, по-видимому, 

имеет возможность формировать неканонические 
водородные связи, влияя тем самым на рас- 
пределение структурных форм свободного олиго- 
мера и/или его дуплексной формы. При этом 
такие неканонические взаимодействия с участием 
H‑донорного (–P(V)–NH2–)-остатка не во всех слу- 
чаях могут содействовать стабилизации компле- 
ментарных комплексов ДНК. Кроме того, электро- 
нейтральность P-NH2-группы оказывается обосно- 
ванно значимым параметром, определяющим 
перспективность использования соответствующих 
изоструктурных аналогов нативных олигонуклео- 
тидов в молекулярно-биологических исследо- 
ваниях, что было уже неоднократно продемон- 
стрированно ранее [25, 32, 40]. Значимость 
экспериментально наблюдаемых эффектов, дости- 
гаемых при использовании N-незамещенных 
амидофосфатных производных олигонуклеотидов, 
очевидно, должна возрастать со снижением ион- 
ной силы буферной среды, т.е. в условиях роста  
значимости электростатических взаимодействий 
биомолекул. В таких условиях P-NH2-модифи- 
кация даже может способствовать формированию 
ДНК-дуплексов. Считаем необходимым в даль- 
нейшем совершенствовать подходы к автома- 
тическому синтезу (–P(V)–NH2–)-содержащих 
олигонуклеотидов – уникальных изоструктурных 
аналогов природных биополимеров, лишенных в 
сайте модификации отрицательного заряда фос- 
фодиэфирного звена при сохранении молекуляр- 
ной массы, поскольку Ar(O) ~ Mr(NH2) = 16 Да, 
фрагменты  –(OPO(O)(O–))– и –(OPO(O)(NH2))– 
в структуре ДНК практически тождественны. 
Именно это обстоятельство обусловливает целесо- 
образность разработки эффективных методов 
синтеза и детального изучения свойств P-NH2-
аналогов олигонуклеотидов.
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Adaptation of a Protocol for the Automated Solid-Phase  
Phosphoramidite Synthesis of Oligodeoxyribonucleotides  

for the Preparation of Their N-Unsubstituted  
Phosphoramidate Analogues (P-NH2)
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A new approach to the automated synthesis of N-unsubstituted phosphoramidate oligodeoxyribonucleotides 
(P-NH2) based on an optimized solid-phase phosphoramidite protocol using the Staudinger reaction has 
been proposed. The rapid and efficient oxidation of model P(III)-containing phosphite triethers by the organic 
azide (9H-fluoren-9-yl)methylcarbonylazide (FmocN3) to the corresponding phosphamides –(OPO(OR)- 
(NFmoc))–, where R is a residue of nucleoside or alkyl nature, has been demonstrated. Removal of the 
alkaline-labile fluorenyl group from the modified internucleoside linkage allows the production of electro-
neutral, under physiological conditions of pH ~7, N-unsubstituted phosphoramidate (–(OPO(O)(NH2))– or 
(P-NH2)) residues in the oligonucleotide chain instead of the classical negatively charged phosphodiester 
(–(OPO(O)(O)(O¯))–) or (P-O)) residues. In optimizing the synthetic protocol, it has been demonstrated that 
to improve the efficiency of P-NH2-oligonucleotide synthesis, it is necessary to include an additional Fmoc-
group cleavage step in the automatic synthesis protocol after each oxidation step of the growing oligomer 
chain via the Staudinger reaction. An almost complete absence of dependence of the P-NH2-oligonucleotide 
yield on both the localization of the P-NH2-strand in the chain and the type of dinucleotide fragment being 
modified was shown. A set of mono- and bis-modified octadeoxyribonucleotides was obtained, and a detailed 
study of the thermal stability of complementary DNA/DNA complexes under different buffer conditions 
was performed. It was shown that under high ionic strength conditions (1 M NaCl, pH 7.2), the introduction 
of a single P-NH2 strand reduced the thermostability of the DNA complex by an average of 1.3°C. When 
the ionic strength of the solution decreases, the destabilizing effect of the P-NH2-modification decreases 
significantly, which further confirms the electroneutral status of the introduced phosphoramidate linkage. 
Thus, we have developed a protocol for the preparation of partially modified oligonucleotide derivatives 
bearing uncharged but isostructured to native P-O-strands – phosphoramidate residues P-NH2.

Keywords: phosphoramidate derivatives of oligodeoxyribonucleotides, automated synthesis, Staudinger 
reaction, synthesis protocol optimization
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ВВЕДЕНИЕ
Белок LZTFL1 представляет собой продукт 

повсеместно экспрессируемого гена LZTFL1 и 
локализуется преимущественно в цитоплазме на 
поверхности внутриклеточных органелл. Белок 
входит в состав ресничек мерцательного или 
реснитчатого эпителия и вовлечен в регуляцию 
связывания других белков на плазматической 
мембране для последующей их доставки внутрь 
клетки [1, 2]. Мерцательный эпителий образован 
монослоем реснитчатых клеток и выстилает все 
воздухоносные пути, от носовой полости до трахей 
и бронхов. На апикальном конце данные клетки 

имеют множественные отростки цитоплазмы 
в виде ресничек с повышенным содержанием 
микротрубочек. Реснички имеют особый белковый 
и липидный состав, обеспечивающий селекцию 
внешних сигнальных молекул и внутриклеточный 
трафик [3, 4]. В 2021 г. было установлено, что ген 
LZTFL1 может быть фактором тяжелого течения 
COVID-19. Методом полногеномного поиска 
ассоциаций (GWAS) была показана корреляция 
мутаций в хромосомном локусе 3p21.31 с риском 
дыхательной недостаточности. В составе локуса 
идентифицирован структурный ген LZTFL1 и 
мутантный аллель rs17713054G>A, содержащий 

УДК 57.012+57.016.4
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Однонуклеотидная мутация rs17713054G>A в промоторной области гена LZTFL1 (leucine zip-
per transcription factor like 1) относится к факторам тяжелого течения коронавирусной инфекции  
COVID-19. Компьютерно-статистический анализ аминокислотной последовательности белка LZTFL1 
методом главных компонент (PCA-seq) выявил наличие высокой корреляции между первой главной 
компонентой транслируемой аминокислотной последовательности и одиннадцатью аминокислотными 
индексами базы данных AAindex, характеризующими физико-химические и биохимические свойства 
белка. Индексы BEGF750102, CHOP780209, PALJ810110, GEIM800107, QIAN880121, LEVM780102 и  
PRAM900103 связаны с параметрами β-складчатой укладки. Белок LZTFL1 входит в состав бел- 
ковых комплексов синдрома Барде–Бидля (BBS), регулирующих внутриклеточный транспорт 
в мерцательном эпителии легких. Предполагается, что присутствие β-складчатых элементов в 
структуре белка LZTFL1 играет важную роль в эндоцитозе, опосредованном рецептором ACE2, 
стимулируя интенсивность рециркуляции ангиотензинпревращающего фермента ACE2 и ускоряя 
доставку адгезированных вирионов коронавируса SARS-CoV-2 внутрь клетки в процессе инициации 
тяжелого острого респираторного синдрома COVID-19.
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однонуклеотидную замену в регуляторной области 
гена [5]. 

На фоне масштабных молекулярно-биоло- 
гических исследований геногеографии распре- 
деления полиморфных вариантов локуса 3p21.31  
и их связи с этиологией COVID-19 [6–8] актуаль- 
ной задачей становится анализ функции кодиру- 
емого белка LZTFL1 в патогенезе коронавируса 
SARS-CoV-2. Вследствие того, что структура белка 
остается слабо изученной, целью данной работе 
было провести компьютерно-статистический 
анализ аминокислотной последовательности белка 
LZTFL1 методом главных компонент (PCA-seq). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На основании теоремы Такенса первичная 

последовательность белка LZTFL1 была преоб- 
разована в траекторную матрицу, по которой были 
вычислены главные компоненты аминокислотной 
последовательности относительно набора фраг- 
ментов длиной 64 а.о., непрерывно считываемых 
слева направо со сдвигом рамки считывания в 
одну аминокислоту в каждой следующей серии. 
На рис. 1 в верхней части представлена траектория 
первой главной компоненты аминокислотной 
последовательности LZTFL1 относительно но- 
мера фрагмента белка. Индивидуальные свой- 

ства аминокислот учитывались в форме амино- 
кислотных индексов. Аминокислотные индексы 
представляют наборы из 20 числовых значений, 
рассчитанных на основании кластерного анализа 
аминокислот и коэффициентов корреляции 
с отдельными физическими параметрами. В 
нижней части рис. 1 сплошной линией показана 
арифметическая средняя 11 аминокислотных 
индексов, наиболее коррелирующих по модулю 
с первой главной компонентой. Диапазон соот- 
ветствующих минимальных и максимальных 
значений отображен серым фоном. Очевидно, 
что верхняя и нижняя кривые имеют практически 
идентичную форму, коэффициент корреляции 
между первой главной компонентой и средней 
11 аминокислотных индексов равен 0.982, что 
соответствует pB-value < 10–15.

В результате корреляционного анализа коли- 
чественных параметров физико-химических 
свойств и первой главной компоненты LZTFL1 
выявлено 11 аминокислотных индексов с коэф- 
фициентом корреляции >0.900, их список пред- 
ставлен в табл. 1. Аминокислотные индексы 
DESM900101 и RACS820105 связаны с внутрикле- 
точной локализацией белка. Индексы PONP800106 
и CHAM830103 ориентированы, соответственно, 
на гидрофобные свойства и размеры боковых 

Рис. 1. Динамика позиционной изменчивости первой главной компоненты аминокислотной последовательности белка 
LZTFL1 (вверху) и нормированных аминокислотных индексов (внизу). Серым фоном обозначен разброс данных. 
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цепей. Остальные аминокислотные индексы от- 
носятся к кластеру организации β-складчатых 
элементов в структуре белка. Максимальный коэф- 
фициент корреляции установлен для индекса 
BEGF750102. Данный аминокислотный индекс 
обязательно учитывается при статистическом 
анализе и построении конформации β-цепи, а 
следующий за ним в таблице индекс CHOP780209 
принимается в расчет при оценке частоты при- 
сутствия антипараллельных β-структур на С-конце 
белка.

Таким образом, большинство аминокислотных 
индексов с наиболее высокими коэффициентами 
корреляции с первой главной компонентой амино- 
кислотной последовательности LZTFL1 преи- 
мущественно связаны с параметрами β-складчатой 
укладки.

Начальное событие коронавирусной инфекции 
SARS-CoV-2 – взаимодействие S-белков шипи- 
ковых пепломеров вирусной оболочки с мембран- 
ными белками заражаемой клетки. Функцию 
основных рецепторов SARS-CoV-2 выполняют 
молекулы ангиотензинпревращающего фермента 
ACE2 (КФ 3.4.15.1), локализованные на плаз- 
матической мембране клетки хозяина. Для агре- 
гации S-белка и ACE2 характерна высокая аф- 
финность связывания с чувствительностью на 
уровне наномолярных концентраций [9]. Во взаи- 
модействии участвуют RBD (рецептор-связываю- 
щий домен) S-белка и N-концевой пептидазный 
домен ACE2. Особенность RBD – наличие анти- 
параллельного β-листа из семи β-цепей в струк- 
туре рецептор-связывающего мотива, непос- 
редственно контактирующего с активным цент- 
ром пептидазного домена ACE2 [10, 11]. Кар- 

боксипептидаза ACE2 состоит из внеклеточного 
акцепторного участка, трансмембранного домена 
и цитоплазматического хвоста. Каталитический 
центр локализован во внеклеточной области и 
одновременно является рецептором для коро- 
навируса SARS-CoV-2 [12]. Рецепция вируса 
усиливает ферментативную активность N-кон- 
цевого пептидазного домена в молекуле ACE2 [13]. 
ACE2 экспрессируется в эпителиальных тканях 
большинства органов, но преимущественно 
локализуется в легочных превмоцитах II типа, 
энтероцитах тонкого кишечника и эндотелиальных 
клетках артерий и вен [14, 15]. ACE2, встроенный 
в апикальную мембрану альвеолярных бронхиол 
и альвеол, служит котранспортером для SARS-
CoV-2 в клетки легких. Проникновение вируса в 
цитоплазму клеток-мишеней происходит за счет 
рециркуляции ACE2 вследствие регулируемого 
эндоцитоза [16]. Данный процесс – ключевой для 
вирусной инфекции. 

Методом полногеномного поиска ассоциаций 
GWAS (genome-wide association studies) было  
установлено, что тяжесть патогенеза COVID-19  
коррелирует с полиморфизмом в хромосомном 
локусе 3p21.31 [5]. На данном участке хромосомы 
локализован ген LZTFL1, кодирующий цито- 
плазматический белок – регулятор внутрикле- 
точного транспорта. В настоящее время уста- 
новлено, что белок LZTFL1 входит в семейство 
BBS-белков и, согласно данной номенклатуре, 
обозначается как BBS17 [17]. Белки семейства 
BBS образуют сложные гетерополимерные 
комплексы из различных типов BBS-белков, одни 
из которых взаимодействуют с мембранными 
гликопротеинами, другие – с внутриклеточным 

Таблица 1. Аминокислотные индексы с очень высоким коэффициентом корреляции с первой главной компонентой 
LZTFL1

№ Аминокислотный 
индекс

Коэффициент 
корреляции Краткое описание

1 BEGF750102 0.964 Конформационные параметры β-структуры
2 CHOP780209 0.958 Нормированная частота С-концевого β-листа
3 DESM900101 0.941 Параметры трансмембранного домена
4 PALJ810110 0.940 Нормированная частота β-листов в составе β-структур
5 RACS820105 0.937 Средняя встречаемость во внешнем слое эндоплазматического ретикулума
6 GEIM800107 0.931 Индекс β-цепей для α/β-элементов вторичной структуры
7 QIAN880121 0.916 Вес β-листа в первом позиционном окне
8 PONP800106 0.909 Гидрофобность в области точки перегиба
9 CHAM830103 0.908 Количество атомов в боковой цепи
10 LEVM780102 0.908 Нормированная взвешенная частота β-листов
11 PRAM900103 0.908 Относительная частота в составе β-листа
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цитоскелетом. Октамерные комплексы BBS- 
белков функционируют как адаптеры регули- 
руемого эндоцитоза в клетках мерцательного 
эпителия. Белки BBS1 и BBS3 связываются с 
мембранной GTPазой Arl6, а субъединицы BBS4, 
BBS5, BBS8 и BBS9 – с фосфоинозитидами. 
Аффинность регулируется стерическими эф- 
фектами BBS2 и BBS7. Механизм действия более 
поздних по времени открытия белков BBS изучен 
недостаточно подробно. Мутации в комплексах 
BBS влияют на регулируемый эндоцитоз и 
являются причиной полиорганных дефектов 
вследствие нарушения структуры эпителиальных 
тканей [18, 19]. Белок LZTFL1 относится к 
слабоизученным элементам семейства BBS. 
Косвенно это отражено в его порядковом номере 
BBS17 в соответствующей номенклатуре белков.

Функционально активные комплексы BBS  
представляют собой гетерооктамеры с цент- 
ральной коровой частью, собранной из консер- 
вативных субъединиц BBS1, BBS4, BBS5, BBS8  
и BBS9. Наиболее важную роль в распознава- 
нии котранспортируемых белков играет BBS1, 
содержащий на N-конце домен специфического 
взаимодействия с GTPазой Arl6 [20]. N-Конце- 
вой домен белка BBS1 имеет структуру β-пропел- 
лера. Данный вариант β-укладки характери- 
зуется наличием четного количества высокосим- 
метричных β-листов, расположенных в форме ло- 
пастей вокруг центрального канала. Отдельная  
лопасть состоит из нескольких антипараллельных 
β-цепей [21]. β-Пропеллеры также идентифи- 
цированы в белках BBS7 и BBS9. Домены с 
β-пропеллерной организацией участвуют в 
фиксации внешних сигнальных и структурных 
белков, а также способны взаимодействовать 
между собой при образовании внутри- и меж- 
молекулярных связей. В частности, регуляторная 
функция BBS7 реализуется через стерические 
эффекты контактирующих β-пропеллеров 
BBS1 и BBS7 [17]. Функция LZTFL1 в составе 
комплексов BBS не исследована. Выполненный 
нами компьютерно-статистический анализ вы- 
явил высокую вероятность наличия множествен- 
ных β-складчатых элементов в структуре белка 
LZTFL1. Потенциально это может быть связано 
с участием белка в регуляции свойств BBS-
комплексов и иметь отношение к трафику с 
поверхности внутрь клетки.

Полиморфный вариант rs17713054G>A, де- 
тектированный в локусе 3p21.31, усиливает в  
2 раза тяжесть проявления COVID-19. Одно- 
нуклеотидная замена G>A, зафиксированная в 
промоторной области структурного гена LZTFL1, 

расположенного в данном локусе, формирует 
дополнительный энхансерный мотив CCAAT 
для связывания транскрипционного фактора 
CEBPB и увеличивает скорость транскрипции 
гена LZTFL1 [5]. Можно предположить, что по- 
вышение уровня белка LZTFL1 модулирует ре- 
гуляцию адаптерных свойств BBS-комплексов и 
стимулирует интенсивность рециркуляции ACE2, в 
конечном итоге ускоряя доставку адгезированных 
вирионов SARS‑CoV‑2 внутрь клетки. 

Таким образом, прогнозируемая β-складчатая 
структура белка LZTFL1 может стать ключом 
для понимания механизма эндоцитоза, опос- 
редованного рецептором ACE2, в патогенезе 
COVID-19.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Аминокислотная последовательность белка  

(299 а.о.), кодируемого геном LZTFL1, в фор- 
мате FASTA была взята из GenBank NCBI  
(CAB95836.1). Аминокислотную последователь- 
ность белка LZTFL1 исследовали компьютерно-
статистическим методом главных компонент 
(PCA-Seq) [22]. На основании теоремы Такенса 
[23] исходную последовательность длины N 
нарезали на фрагменты скользящим окном 
ширины L. Номер фрагмента – позиция по- 
следней аминокислоты фрагмента в исходной 
последовательности (первый фрагмент получает 
номер L, последний – N, всего N – L + 1 фрагментов). 
Каждый фрагмент преобразовывали в 20-мерный 
вектор частот аминокислот. Между всеми фраг- 
ментами вычисляли матрицу квадратов евкли- 
довых расстояний, которые однозначно опреде- 
ляют взаимное расположение фрагментов как 
точек в евклидовом пространстве. Методом 
главных координат (PCo) Гауэра [24] вычисляли 
координатные оси этого пространства. Проекции 
всех точек на эти оси образуют новые признаки, 
не коррелирующие между собой. Признаки 
упорядочиваются по убыванию дисперсии и 
являются главными компонентами. 

Оптимальная ширина скользящего окна для 
анализируемой последовательности LZTFL1 
составила 64 а.о., что в итоге сгенерировало 
236 аминокислотных фрагментов. В качестве 
расстояния между фрагментами было выбрано 
хордовое расстояние Кавалли–Сфорца [25], по 
определению являющееся евклидовым. При  
n = 236 и числе коэффициентов корреляции 553 
все коэффициенты при r > 0.406 достоверны с 
pB-value < 10–6. Одиннадцать коэффициентов 
корреляции аминокислотных индексов с первой 
главной компонентой LZTFL1 превысили уровень 
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r > 0.900, что соответствует pB-value < 10–15 (ми- 
нимальное ненулевое p-value, допускаемое па- 
кетом Statistica).

Физико-химические и биохимические свой- 
ства аминокислот учитывали после преобра- 
зования в числовые ряды в форме аминокис- 
лотных АА-индексов. Из актуальной базы 
данных AAindex были взяты 553 индекса 20 про- 
теиногенных аминокислот [26]. Все AA-ин- 
дексы предварительно стандартизировали 
(центрировали и нормировали). Для каждого 
фрагмента каждая аминокислота была заменена 
на соответствующее значение AA-индекса и 
было вычислено их среднее по фрагменту. Таким 
способом для множества фрагментов получили 
553 физико-химических признака. Между ними 
и всеми 19 главными компонентами вычислили 
коэффициенты корреляции Пирсона с оценкой 
достоверности pB-value, т.е. p-value с поправкой 
на множественные сравнения по критерию 
Бонферрони [27].

Статистическую обработку полученных дан- 
ных выполняли с использованием пакетов прог- 
рамм PAST 4 [28], Statistica 12 (StatSoft®), Jacobi 4 
[29] и MS Excel 2016 (Microsoft®).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Компьютерно-статистический анализ с исполь- 

зованием метода главных компонент (PCA-seq) 
выявил в аминокислотной последовательности 
белка LZTFL1 главные компоненты, коррели- 
рующие с физико-химическими параметрами 
структурной организации белков. Из рассмот- 
ренных 553 физико-химических признаков 
установлена группа из одиннадцати аминокис- 
лотных индексов с очень высокой корреляцией, 
семь из которых указывают на особенности 
β-цепей. В частности, максимальный коэффи- 
циент корреляции установлен для индекса 
BEGF750102, учитываемого при статистическом 
расчете конформации β-цепи, а следующий за  
ним по модулю индекс CHOP780209 оценивает час- 
тоту присутствия антипараллельных β-структур  
на С-конце белка. Основной вывод из полученных 
результатов – аминокислотные индексы с наи- 
более высокими коэффициентами корреляции с 
первой главной компонентой аминокислотной 
последовательности LZTFL1 преимущественно 
связаны с параметрами β-складчатой укладки. 
Прогнозируемое с высокой вероятностью при- 
сутствие β-складчатых элементов в структуре 
белка LZTFL1 имеет практическое значение 
для построения модели регуляции эндоцитоза 
вирионов SARS‑CoV‑2, опосредованного 

рецептором ACE2, в патогенезе COVID-19, что в 
перспективе может быть использовано в процессе 
разработки новых средств терапии.
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Structural Analysis of LZTFL1 Protein  
by the Principal Component Analysis Method (PCA-seq)
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The single-nucleotide mutation rs17713054G>A in the promoter region of LZTFL1 (leucine zipper trans- 
cription factor like 1) gene is a factor in the severe course of coronavirus infection COVID-19. Computer 
statistical analysis of the gene by principal component analysis (PCA-seq) revealed the presence of a 
high correlation between the first principal component of the translated amino acid sequence and eleven 
amino acid indices of the AAindex database, characterizing the physicochemical and biochemical proper-
ties of the protein. The indices BEGF750102, CHOP780209, PALJ810110, GEIM800107, QIAN880121, 
LEVM780102, PRAM900103 are associated with β-folding parameters. The LZTFL1 protein is part of 
the Bardet-Biedl Syndrome (BBS) protein complexes that regulate intracellular transport in the ciliated 
epithelium of the lungs. It is assumed that the presence of β-sheet elements in the structure of the LZTFL1 
protein plays an important role in ACE2 receptor-mediated endocytosis, stimulating the rate of angiotensin-
converting enzyme 2 recycling and accelerating the delivery of adherented coronavirus SARS-CoV-2 virions 
into the cell during the initiation of severe acute respiratory syndrome COVID-19.

Keywords: LZTFL1 protein, ciliary epithelium, ACE2 receptor, amino acid indices, BBS proteins, principal 
component analysis
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ВВЕДЕНИЕ

Хорошо известна регуляторная роль протео- 
литических ферментов, контролирующих в орга- 
низме функции эндогенных пептидов. Считается, 
что эти ферменты управляют деградацией белков, 
активацией зимогенов, синтезом активных пеп- 
тидов из неактивных предшественников, а также  
инактивацией нейропептидов. Множество пепти- 
даз содержится в мозге, равно как и в других тка- 

нях. Пептидазы, участвующие в белковом обмене, 
необходимы для нормальной жизни клеток, но 
некоторые пептидазы головного мозга могут быть  
вовлечены в процессы, специфичные для нейронов 
или глиальных клеток. Даже незначительные на- 
рушения функционирования этих ферментов вызы- 
вают развитие ряда патологических состояний 
центральной нервной системы (ЦНС): деменции, 
паркинсонизм, болезнь Альцгеймера и др. [1]. Про- 
изводя, модифицируя и инактивируя нейропептиды, 
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Многие регуляторные нейропептиды содержат большое количество остатков пролина. Уникальная 
конформация пролиновой пептидной связи защищает пептиды от ферментативной деградации, и 
поэтому особый интерес представляют ферменты, расщепляющие пролильные связи в нейропептидах. 
Аномальные активности сериновых пептидаз, расщепляющих пептиды по карбоксильной группе 
остатков пролина, – пролилэндопептидазы (PEP) и дипептидилпептидазы IV (DPP4) – наблюдались у 
пациентов с тревожными расстройствами. PEP участвует в созревании и деградации нейропептидов 
и пептидных гормонов, связана с регуляцией кровяного давления, различными расстройствами 
центральной нервной системы. DPP4 участвует во многих физиологических процессах, в частности в 
гомеостазе глюкозы при диабете II типа и иммунном ответе. При изучении метаболизма N-ацильного 
производного ингибитора PEP аминоацил-2-цианопирролидина мы обнаружили снижение активности 
DPP4 в начальный момент времени. Этот неожиданный эффект наблюдался для ингибиторов общей 
формулы X-Y-2-S-цианопирролидин, где X – защитная группа, Y – любая аминокислота, отличная 
от глицина и пролина. Молекулярно-динамическое моделирование комплексов ингибиторов с 
протеазами показало возможность связывания ингибитора PEP в активном центре DPP4 посредством 
водородных связей и гидрофобных взаимодействий, допускающего сшивание нитрильной группы 
с остатком серина в активном центре DPP4. Проведенное исследование открывает перспективу для 
создания новых фармакологически активных лигандов PEP и DPP4.
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протеазы и пептидазы контролируют концентра- 
цию этих биологических регуляторов. 

Эндо- и экзопептидазы головного мозга играют 
решающую роль в инактивации множества 
мощных нейропептидов. Пролилэндопептидаза 
(EC 3.4.21.26, PEP), широко распространенная 
в тканях млекопитающих, специфически рас- 
щепляет пептидные связи на карбоксильном 
конце остатка пролина в пролинсодержащих 
эндогенных пептидах. PEP гидролизует тиро- 
либерин, вазопрессин, нейротензин, вещество 
Р, ангиотензины и другие нейропептиды, регу- 
лирующие память. Активность PEP изменяется 
у больных болезнью Альцгеймера, синдромом 
Паркинсона, мышечными дистрофиями и дру- 
гими нейродегенеративными заболеваниями. Ди- 
пептидилпептидаза IV типа (EC 3.4.14.5, DPP4) 
расщепляет пептиды с незамещенных N-концов. 
Этот фермент участвует в расщеплении, напри- 
мер, вещества Р и гонадолиберина. DPP4 также 
инактивирует нейропептид Y, проявляющий ан- 
ксиолитическую и нейропротекторную актив- 
ность [2]. В ряде патентов показано, что психо- 
тропные препараты на основе нейропептида Y 
можно применять в сочетании с ингибиторами 
DPP4, хорошо известными как препараты для 
терапии инсулиннезависимого диабета II типа –  
ситаглиптином (Merck) и вилдаглиптином (No- 
vartis) [3]. Другие ингибиторы DPP4 используются  
в качестве противоопухолевых, противоревмати- 
ческих, анти-ВИЧ и нейропротекторных средств.  
Предыдущие исследования установили учас- 
тие DPP4 в механизмах развития тревоги и деп- 
рессии [4]. 

Роль пролинспецифических ферментов в па- 
тогенезе психических заболеваний, в том числе 
тревожных расстройств и депрессии, изучается 
уже более 20 лет. В клинической картине большой 
депрессии наблюдают экспрессию PEP и подавле- 
ние активности DPP4 [5]. В наших исследованиях 
была выявлена высокая антидепрессивная и ан- 
ксиолитическая активность ингибиторов PEP, в  
5–10 раз превышающая активность таких клас- 
сических психотропных препаратов, как амитрип- 
тилин и диазепам  [6]. Данные об изменениях 
активности пролинспецифических ферментов в  
клинике большой депрессии послужили осно- 
вой для разработки лабораторной модели тре- 
вожно-депрессивного состояния у крыс  [7, 8]  
и исследований активности PEP и DPP4 у боль- 

ных с тревожными расстройствами при терапии 
феназепамом и фабомотизолом  [9]. Было по- 
казано, что активность DPP4 в сыворотке крови 
здоровых матерей до и после родов выше, чем у 
небеременных здоровых женщин и повышается 
по мере приближения родов. Также установлено, 
что DPP4 участвует в процессах воспаления и 
нейродегенерации при ишемическом поражении 
ЦНС  [10]. Все вышесказанное определяет 
перспективность целенаправленного синтеза, 
биохимического исследования in vitro и изучения 
фармакологических эффектов новых ингибиторов 
PEP и DPP4. 

Эксперименты показали, что синтезирован- 
ные нами оригинальные низкомолекулярные 
ингибиторы PEP и DPP4 (рис. 1) обладали вы- 
раженными ноотропными, антидепрессантными, 
анксиолитическими и геропротекторными свойст- 
вами [11]. Исследуя метаболизм нового ингиби- 
тора PEP сукцинилаланил-2-цианопирролидина, 
мы обнаружили его способность подавлять и ак- 
тивность DPP4. Этот феномен был исследован  
также на других ингибиторах PEP методами фер- 
ментативной кинетики, и некоторые N-защищен- 
ные производные 2-S-цианопирролидина инги- 
бировали DPP4. 

Но субстрат DPP4, как и аналогичный ингибитор, 
такой как глицил-2-цианопирролидин, должен 
иметь протонированный и заряженный N-конец, 
чтобы связываться с этой пептидазой. Крупные 
защитные группы на N-конце ингибиторов PEP, 
активных в отношении DPP4, казалось бы, должны 
препятствовать их связыванию с активным 
центром DPP4. Поэтому мы решили исследовать 
взаимодействия аминокислотных производных 
2-S-цианопирролидина с PEP и DPP4, моделируя 
структуры соответствующих комплексов мето- 
дами классической молекулярной динамики.  
При этом мы преследовали следующие цели: во- 
первых, выявить особенности взаимодействия  
этих веществ с активным центром PEP, и, во- 
вторых, составить структурно обоснованное пред- 
ставление об их взаимодействии с активным 
центром DPP4, чтобы объяснить их неожиданную 
активность в ингибировании этого фермента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Антиамнестические свойства ингибиторов 
PEP хорошо известны и изучались на модели  
скополаминовой амнезии  [12]. Наши исследо- 
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вания антиамнестического действия цианопир- 
ролидиновых ингибиторов PEP на скополами- 
новую амнезию CPAR показали, что CbzMetPrn 
(1 мг/кг) обладает высокой активностью, снижая 
активность PEP в лобной коре крыс на 17% и 
увеличивая латентное время на 256%. Явные приз- 
наки антиамнестической активности наблюда- 
ются и для CbzTrpPrn, однако из-за значительного 
разброса показателей у отдельных животных раз- 
личия не достигают достоверного уровня. Более 
того, в условиях скополаминовой амнезии циано- 
пирролидиновые ингибиторы PEP оказались более 
активными, чем такие стандартные ноотропы, как 
пирацетам (300 мг/кг) и пиритинол (100 мг/кг). 

При изучении метаболизма N-ацильных произ- 
водных аминоацил-2-цианопирролидиновых ин- 
гибиторов PEP мы обнаружили снижение ак- 
тивности ДПП-4 на начальном отрезке времени. 
Этот неожиданный эффект был примерно в 100 раз 

слабее, чем у PEP, и наблюдался для ингибиторов 
общей формулы X-Y-2-S-цианопирролидина, где 
X – защитная группа, а Y – любая аминокислота 
кроме глицина. Наши последующие измерения 
IC50 показали, что X-Y-2-S-пирролидиновые 
ингибиторы PEP могут ингибировать DPP4, если 
X представляет собой бензилоксикарбонильную  
или сукцинильную защитную группу, а Y не яв- 
ляется остатком глицина или пролина, т.е. пред- 
ставляют собой L-аминокислотные остатки с бо- 
ковыми цепями (табл. 1). Чтобы понять это явле- 
ние, было проведено молекулярно-динамическое 
моделирование исследуемых соединений с PEP  
и DPP4. Структуры PEP и DPP4 были стабильными 
на всех полученных траекториях: RMSD пептид- 
ного остова не превышало 0.3 нм для каждой из 
них (см. рис. S2 в дополнительных материалах). 
Элементы вторичной структуры моделируемых 
белков сохранялись на всей траектории для каждого 

Рис. 1. Структуры ингибиторов пептидаз, исследуемых в настоящей работе.
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моделируемого комплекса пептидаза–ингибитор. 
Анализ полученных данных показывает, что 
цианопирролидиновые ингибиторы PEP могут 
устанавливаться в активном центре DPP4 с по- 
мощью водородных связей и гидрофобных взаи- 
модействий, а различия в ингибирующей актив- 
ности в отношении этих ферментов связаны со  
структурными особенностями их активных цент- 
ров. 

Активный центр PEP состоит из четырех ос- 
новных элементов, каждый из которых опреде- 
ленным образом участвует в связывании инги- 
битора. Во-первых, это каталитическая триада се- 
риновой протеазы, состоящая из остатков Ser554,  
His680 и Asp641, – ее серин может взаимодейство- 
вать с нитрильной группой пролилнитрила, образуя 
имидат и, таким образом, ковалентно связывая 
ингибитор. Во-вторых, это непосредственно при- 
мыкающая к нему гидрофобная полость (далее –  
ближняя гидрофобная полость), связывающая 

пятичленный цикл пролилнитрила. Она состоит 
из остатков Phe476, Val644, Val580 и Trp595; 
на индольный фрагмент последнего и ложится 
пятичленный цикл пролилнитрила, направляя 
нитрильную группу к каталитическому серину. 
Индольный фрагмент Trp595 также образует 
водородную связь с карбонильным кислородом 
N-концевой защитной группы ингибитора, соот- 
ветствующей –2 от пролина остатку в расщеп- 
ляемом пептиде (рис. 2). В-третьих, это остаток 
Arg643, образующий водородную связь с карбо- 
нильной группы аминокислотного остатка инги- 
битора (соответствующего –1 от пролина остатку в  
расщепляемом пептиде). В-четвертых, это остат- 
ки Phe173, Ile591 и Met235, составляющие гидро- 
фобную зону (далее – дальняя гидрофобная зона),  
которая связывает гидрофобную группу N-конце- 
вой защиты ингибитора. 

Активный центр DPP4 построен иначе. Он 
содержит, во-первых, каталитическую триаду 

Таблица 1. Константы ингибирования PEP и DPP4

Соединение 
Ki, нМ

PEP DPP4
HGlyPrn – 2.5 ± 0.09

BocGlyPrn 10.0 ± 0.36 –
CbzGlyPrn 3.2 ± 0.12 –
CbzAlaPrn 4.2 ± 0.15 1917 ± 69
CbzMetPrn 1.7 ± 0.06 1917 ± 33
CbzTrpPrn 7.5 ± 0.27 2917 ± 105
CbzProPrn 0.8 ± 0.03 –
CbzProPrAl 0.8 ± 0.04 –
SucAlaPrn 2.5 ± 0.09 1583 ± 57
SucMetPrn 1.7 ± 0.07 1083 ± 39

Рис. 2. Водородные связи, образуемые ингибиторами с активным центром PEP. AA – соответствующий аминокислотный 
остаток ингибитора, Protect – защитная группа. См. также табл. S1 в дополнительных материалах.
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Ser630, His740 и Asp708, во-вторых, ближнюю 
гидрофобную полость, состоящую из остатков 
Tyr547, Tyr631, Tyr662, Tyr666, Val656 и Trp659, 
чьи роли в связывании ингибитора аналогичны 
соответствующим элементам активного центра 
PEP с той разницей, что в DPP4 место Trp595 PEP 
занимает Tyr662, не образующий водородных связей 
с карбонильным кислородом N-концевой защит- 
ной группы ингибитора. Его конформация также 
не позволяет пятичленному циклу пролилнитрила 
лечь на плоскость бензольного кольца. В-третьих, 
активный центр DPP4 включает в себя остатки 
Glu205 и Glu206 (далее – отрицательный выступ), 
образующие водородные связи и ионные мостики  
с положительно заряженным N-концом ингиби- 
тора, не несущего защитной группы. Также он 
содержит гидрофобную полость, образуемую ос- 

татками Trp201, Val202 и Val665, в которую может  
входить боковая цепь N-концевого аминокислот- 
ного остатка ингибитора. 

Строение активного сайта PEP благоприятст- 
вует связыванию ингибиторов, несущих гидро- 
фобную защитную группу на N-конце, таких как 
BocGlyPrn или CbzGlyPrn. Все они образуют ус- 
тойчивые водородные связи с Trp595 и Arg643,  
описанные выше  (табл.  2), а их трет-буто- 
ксикарбонильные или карбобензоксильные за- 
щитные группы взаимодействуют с дальней гидро- 
фобной зоной, что выражается в их прочном 
связывании с PEP (рис. 3). Бензольное кольцо карбо- 
бензоксильной защитной группы дополнительно 
образует π-стэкинг-взаимодействие с остатком 
Phe173  (табл. 2). Сукцинильная защитная груп- 
па заряжена отрицательно, что, с одной стороны,  

Таблица  2. Встречаемость π-стэкинг-взаимодействий карбобензоксильной защитной группы с активными 
центрами PEP и DPP4

Соединение
Встречаемость стэкинг-взаимодействий, %

PEP Phe173 DPP4 Tyr547
CbzGlyPrn 25 –
CbzAlaPrn 23 22
CbzMetPrn 24 17
CbzTrpPrn 19 –
CbzProPrn 23 15
CbzProPrAl 53 4

Рис. 3. Конформации пирролидоновых ингибиторов пролилэндопептидазы (показаны темно-синим цветом) в активном 
центре PEP, полученные молекулярно-динамическим моделированием. Водородные связи показаны черным пунктиром. 
Желтым цветом изображена ближняя гидрофобная зона, голубым – гидрофобная полость, красным – негативный 
выступ. (а) – HGlyPrn; (б) – CbzGlyPrn; (в) – CbzMetPrn; (г) – SucMetPrn.
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исключает взаимодействие с дальней гидрофоб- 
ной зоной PEP, но, с другой стороны, создает 
водородные связи и ионные мостики с остатками 
Arg643 и Arg252. Если же ингибитор имеет сво- 
бодный и положительно заряженный N-конец, 
как HGlyPrn, то он лишен возможности взаимо- 
действовать с дальней гидрофобной зоной и не  
может образовывать водородную связь с Trp595.  
Более того, это приводит к электростатическому 
отталкиванию N-конца от Arg643, что дестаби- 
лизирует водородную связь последнего с карбо- 
нильным углеродом. Это объясняет неспособ- 
ность HGlyPrn подавлять активность PEP. 

На активность ингибиторов PEP также поло- 
жительно влияет конформационная жесткость 
аминокислотного остатка, наиболее выраженная 
для CbzProPrn и CbzProPrAl. Конформация 
остатка пролина благоприятствует стабилизации 
характерных водородных связей ингибитора 
с Trp595 и Arg643, так же как и стабилизации 
π-стэкинг-взаимодействия карбобензоксильной 
защитной группы с остатком Phe173. Сочетание 
этих факторов способствует повышенной актив- 
ности этих ингибиторов. 

Строение активного центра DPP4 требует от 
ингибитора наличия свободного и положительно 
заряженного N-конца, с которым может взаимо- 
действовать отрицательный выступ, что и наблю- 
дается для HGlyPrn. Напротив, BocGlyPrn или 
CbzGlyPrn и другие ингибиторы, содержащие 

N-концевые защитные группы, не только не могут 
взаимодействовать с отрицательным выступом 
DPP4, но и вступают с ним в стерическое противо- 
речие: защитная группа не помещается в отводи- 
мом ей месте. Все это препятствует связыванию 
таких соединений с DPP4. Впрочем, в случае 
CbzAlaPrn и, особенно, CbzMetPrn соединение 
принимает такую конформацию, в которой 
карбоксибензоильная защитная группа взаимо- 
действует с остатком Tyr547  (табл.  2), а али- 
фатическая боковая цепь погружается в гидро- 
фобную полость. Это частично компенсирует 
общую слабость связывания, делая CbzMetPrn 
в разы более активным ингибитором DPP4, чем 
CbzAlaPrn и, тем более, CbzTrpPrn  (табл.  1). 
Отрицательно заряженная сукцинильная защит- 
ная группа SucAlaPrn и, особенно, SucMetPrn, с 
одной стороны, отталкивается от отрицательного 
выступа, но, с другой стороны, может образовывать 
водородные связи с остатком Arg125, входящим в 
состав отрицательного выступа. Сольватация сукци- 
нильной защитной группы и формирование ею 
водородных связей в сочетании с погружением 
боковой цепи остатка метионина в гидрофобную 
полость аналогичным SucMetPrn образом упрочает 
связывание SucMetPrn относительно SucAlaPrn. 
Но кулоновское отталкивание сукцинильной 
защитной группы и отрицательного выступа 
делает SucMetPrn менее активным ингибитором 
DPP4, нежели CbzMetPrn (рис. 4). 

Рис. 4. Конформации пирролидоновых ингибиторов пролилэндопептидазы (показаны темно-синим цветом) в активном 
центре DPP4, полученные молекулярно-динамическим моделированием. Водородные связи показаны черным 
пунктиром. Желтым цветом изображена ближняя гидрофобная зона, голубым – гидрофобная полость, красным – 
негативный выступ. (а) – HGlyPrn; (б) – CbzGlyPrn; (в) – CbzMetPrn; (г) – SucMetPrn.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез производных 2-S-цианопирролидина 
(общие сведения). Все реагенты лабораторного 
качества и N-бензилоксикарбонил-L-пролил-
L-пролиналь (CbzProPrAl) были получены от 
Sigma-Aldrich (США). Температуры плавления 
определяли на автоматическом приборе EZ-Melt 
(Stanford Research Systems, США) без поправки. 

Протекание всех реакций отслеживали с по- 
мощью тонкослойной хроматографии, проводив- 
шейся на предварительно покрытых пластинах 
Merck (силикагель 60 F254, 0.25 мм) и визуали- 
зированной путем гашения флуоресценции в УФ-
свете (254 нм). Оптическое вращение определяли 
с использованием поляриметра DIP-1000 (Jasco, 
Япония) при 25°С и длине волны 589 нм. Спектры 
1H-ЯМР получены на ЯМР-спектрометрах Bruker 
Avance II (400 МГц) и Bruker Fourier 300 (300 МГц) 
(Bruker, Германия). Масс-спектры получены на 
масс-спектрометре HP GS/MS 5890/5972 (Hewlett-
Packard, США). 

Все синтезированные соединения были очи- 
щены до хроматографической чистоты посред- 
ством высокоэффективной жидкостной хромато- 
графии на хроматографе LC20AD (Shimadzu, 
Япония), длина волны 214 нм, колонка Waters 
Symmetry C18, 3.5 мкМ, 2.1 × 150 мм, скорость 
потока 0.4 мл/мин. В качестве элюентов ис- 
пользовали 0,1%-ный раствор ТФУ в воде (А) и 
0,1%-ный раствор трифторуксусной кислоты в 

ацетонитриле (Б) при градиенте 5–95% элюента Б  
за 15 мин. 

Общая процедура синтеза N-защищенных 
карбонитрилов дипептидов. N‑защищенные кар- 
бонитрилы дипептидов использовались в насто- 
ящей работе как сами по себе, так и в качеcтве пред- 
шественников для синтеза других исследуемых 
соединений. Общая процедура синтеза этих сое- 
динений показана на рис. 5.

Суспензию 1.3 г (11 ммоль) пролина, 1.6 г  
(11 ммоль) K2CO3 и 0.1 г тетрабутиламмоний- 
гидроксида в 10 мл диоксана перемешивали 15 мин, 
добавляли 10 ммоль N-оксисукцинимидного эфира 
N-защищенной L-аминокислоты и перемешивали 
в течение 10 ч. Затем реакционную смесь раз- 
бавляли водой (25 мл), перемешивали 1 ч и экстра- 
гировали этилацетатом с эфиром (1 : 1, 15 мл),  
водный раствор подкисляли 1 М HCl до pH 2–3 
и экстрагировали этилацетатом (сначала 50 мл, 
затем 20 мл). Полученные экстракты объединяли 
и промывали насыщенным раствором NaCl, 
высушивали над MgSO4 и упаривали, получая 
N-защищенный аминоацилпролин. 

Суспензию 10 ммоль N-защищенного амино- 
ацилпролина, 1 г (13 ммоль) гидрокарбоната ам- 
мония, 0.3 мл пиридина и 3 мл (13 ммоль) ди-
трет-бутилпирокарбоната в 10 мл ацетонитрила 
перемешивали в течение 16 ч, затем разбавляли 
водой (30 мл) и экстрагировали последовательно 
смесью эфира с гексаном (1 : 1, 20 мл) и этил- 
ацетатом (сначала 50 мл, затем 20 мл). Этил- 

Рис. 5. Общая процедура синтеза N-защищенных карбонитрилов дипептидов. R1 – боковая цепь аминокислоты, R2 – 
трет-бутил или бензил.
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ацетатные экстракты объединяли, промывали на- 
сыщенным раствором NaCl и высушивали над 
MgSO4. Растворитель упаривали, а остаток рас- 
тирали в смеси эфира с гексаном, получая амид 
N-защищенного аминоацилпролина в виде крис- 
таллического порошка [13]. 

К охлажденному до 5°С раствору 6.5 ммоль 
амида N-защищенного аминоацилпролина в 10 мл  
пиридина добавляли порциями 1.7 мл (13 ммоль) 
бензолсульфохлорида. Реакционную смесь пере- 
мешивали при 15–17°С в течение 16 ч, затем 
растворитель упаривали в вакууме, а остаток 
растворяли в этилацетате. Полученный раствор 
последовательно промывали водой, 5%-ным 
раствором H2SO4, водой, насыщенным раствором 
NaCl и высушивали над MgSO4. Растворитель 
упаривали, а остаток кристаллизовали из эфира,  
получая целевой нитрил N-защищенного амино- 
ацилпролина в виде белого кристаллического по- 
рошка [14]. 

N-трет-Бутилоксикарбониламино-глицил-
2S-пирролидин-2-карбонитрил (BocGlyPrn). 
Белый порошок (2.1  г, 87%); т. пл. 62°C; [α]20

D = 
−50° (c 1, C2H5OH). 

N-Бензилоксикарбониламино-глицил-2S-
пирролидин-2-карбонитрил (CbzGlyPrn). 
Белый порошок (2.4 г, 83%); т. пл. 60°C; [α]20

D =  
= −108° (c 1, C2H5OH); MS (ESI+): m/z 288.1 [M + H]+. 

N-Бензилоксикарбониламино-L-аланил-2S-
пирролидин-2-карбонитрил (CbzAlaPrn). Белый 
порошок (2.4 г, 80%); т. пл. 59°C; [α]20

D = −182° (c 1,  
C2H5OH). 

N-Бензилоксикарбониламино-L-метионил-
2S-пирролидин-2-карбонитрил (CbzMetPrn). 
Белый порошок (2.8 г, 78%); т. пл. 73°C; [α]20

D =  
= −95° (c 0,5, CH3OH); 1H-ЯМР (CDCl3, 250 MГц): 
7.35 (с, 5H), 5.84 (д, 1H), 5.08 (м, 2H), 4.72 (м, 1H),  
4.66 (м, 1H), 3.77 (д, 2H), 2.56 (м, 2H), 2.20 (м, 2H),  
2.12 (с, 3H), 2.06–1.82 (м, 2H); MS (ESI+): m/z 362.1 
[M + H]+. 

N-Бензилоксикарбониламино-L-триптофил-
2S-пирролидин-2-карбонитрил (CbzTrpPrn). 
Белый порошок (3.4 г, 81%); т. пл. 70°C; [α]20

D =  
= −3.5° (c 1, DMF). 

N-Бензилоксикарбониламино-L-пролил-
2S-пирролидин-2-карбонитрил (CbzProPrn). 
Белый порошок (2.7 г, 81%); т. пл. 135°C; [α]20

D =  
= −72° (c 1, C2H5OH); MS (ESI+): m/z 328.1 [M + H]+. 

L-Глицил-2S-пирролидин-2-карбонитрил 
(HGlyPrn). К раствору 1.3 г (5 ммоль Boc- 
GlyPrn) в 5 мл дихлорметана приливали 5 мл 
трифторуксусной кислоты и выдерживали при 
комнатной температуре до исчезновения пятна 
исходного продукта на ТСХ (~1 ч). Затем раствор 
выдерживали в вакууме до прекращения отгонки 
трифторуксусной кислоты, к остатку приливали 
10 мл 1 М раствора HCl в уксусной кислоте и 
снова упаривали досуха. Остаток кристаллизовали 
растиранием в эфире, полученный порошок 
отфильтровывали,  промывали эфиром и 
высушивали в вакууме. Белый порошок (0.7  г, 
79%); т. пл. 149°C; [α]20

D = −139° (c 1, C2H5OH). 
Синтез N-сукцинилированных карбонит- 

рилов дипептидов (общая процедура). К раст- 
вору 5 ммоль N-трет-бутилоксикарбонили- 
рованного аминоацилпролина в 5 мл дихлорметана 
приливали 5 мл трифторуксусной кислоты и 
выдерживали при комнатной температуре до 
исчезновения пятна исходного продукта на ТСХ 
(~1 ч). Затем раствор выдерживали в вакууме 
до прекращения отгонки трифторуксусной кис- 
лоты, к остатку приливали 10 мл 1 М раствора 
HCl в уксусной кислоте и снова упаривали до- 
суха. Остаток кристаллизовали растиранием в  
эфире, полученный порошок гидрохлорида 
L-аланилпролилнитрила отфильтровывали, 
промывали эфиром и высушивали в вакууме. 
К раствору 0.41 г (2 ммоль) гидрохлорида 
L-аланилпролилнитрила в 3 мл дихлорметана 
приливали раствор 0.22 г (2.2 ммоль) янтарного 
ангидрида в 3 мл дихлорметана, добавляли  
0.25 мл триэтиламина. Реакционную смесь выдер- 
живали при комнатной температуре 3–5 ч, конт- 
ролируя по ТСХ, затем последовательно промы- 
вали 5%-ным раствором лимонной кислоты, 
водой, насыщенным раствором NaCl, высуши- 
вали над MgSO4 и упаривали. Получали целевой 
продукт в виде смолы. Смолу растирали в эфире, 
после чего эфир декантировали и кристаллизо- 
вали оставшуюся смолу из смеси этилацетата с 
гексаном. 

N-Сукцинил-L-аланил-2S-пирролидин-2-
карбонитрил (SucAlaPrn). Белый порошок (1.1 г, 
81%); т. пл. 124°C; [α]20

D = −178° (c 1, C2H5OH); MS 
(ESI+): m/z 290.1 [M + Na]+.

N-Сукцинил-L-метионил-2S-пирролидин-2-
карбонитрил (SucMetPrn). Белый порошок (1.1 г, 
80%); т. пл. 135°C; [α]20

D = −72° (c 1, C2H5OH). 
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Ингибирующая активность производных 
2-S-цианопирролидина. В работе использовали 
препараты PEP и DPP–IV, выделенные из мозга  
крысы, как описано ранее [15], с модификаци- 
ями. Вкратце, гомогенат мозга крысы осаждали суль- 
фатом аммония, затем проводили ионообмен- 
ную хроматографию на DEAE-Sephadex A-50,  
гель-хроматографию на Sephadex G75 и высокоэф- 
фективную жидкостную хроматографию на 
колонке MonoQ с использованием FPLC. По дан- 
ным электрофореза в ПААГ с додецилсульфатом 
натрия полученные препараты ферментов пред- 
ставляли собой гомогенные мономеры с молеку- 
лярными массами 75 кДа (PEP) и 110 кДа 
(DPP4) соответственно. Очищенные ферменты 
концентрировали ультрафильтрацией и хранили 
при 80°C.

Активность ферментов измеряли по гидролизу 
синтетических субстратов, при котором высво- 
бождался 7-амино-4-метилкумарин (AMC), опреде- 
ляемый флуорометрически: спектр флуоресцен- 
ции свободного AMC отличается от такового для 
АMC, ацилированного пептидом. Концентрацию 
AMC определяли после 30 мин инкубации при  
37°C по величине флуоресценции на спектро- 
флуорометре LS-5B (Perkin-Elmer, США) с 
параметрами: возбуждение при 380 нм, флуорес- 
ценция при 460  нм, щель 2.5  нм. Удельную 
активность пептидаз A рассчитывали по формуле: 

,

где E – флуоресценция пробы (380/460 нм); C – 
флуоресценция смеси, содержащей по 0.05  мл 
субстрата и фермента, 1.9 мл Tris-HCl-буфера и 
1 мл ацетатного буфера (pH 4.0); S – флуоресцен- 
ция смеси, содержащей 0.05 мл субстрата, 1.93 мл  
Tris-Hcl-буфера, 1 мл ацетатного буфера (рН 4.0)  
и 0.02  мл раствора AMC концентрации 2  нМ; 
B – флуоресценция смеси, содержащей 0.05  мл 
субстрата, 1.95  мл Tris-HCl-буфера и 1  мл аце- 
татного буфера (pH 4.0); t – время инкубации, V – 
объем образца в мл.

Ферментативную реакцию останавливали до- 
бавлением в инкубационную смесь 1 мл ацетат- 
ного буфера (pH 4.0). Инкубационную смесь сос- 
тавляли из 0.05  мл ферментного препарата в  
0.02 М Tris-HCl-буфере (pH 7.5) соответствующего 
типа, 0.05  мл раствора субстрата в DMSO кон- 
центрации 1 мг/мл и 1.9 мл Tris-HCl-буфера. Ак- 
тивность PEP измеряли по гидролизу Z-Ala-Pro-
AMC. При этом использовали Tris-HCl-буфер 
(pH 8.0), содержащий по 1  мМ ЭДТА-Na2, 
дитиотреитола и NP-40. Активность DPP4 из- 

меряли по гидролизу Gly-Pro-AMC. При этом исполь- 
зовали Tris-HCl-буфер (pH 7.5). Обработку резуль- 
татов выполняли в пакете GraphPad PRISM 4.0,  
полученные активности ингибиторов представ- 
лены в табл. 1. 

Антиамнестическая активность производ- 
ных 2-S-цианопирролидина. Исследования вы- 
полняли на 42 самцах беспородных белых крыс 
массой 180-220 г возраста 2 мес, полученных 
из питомника лабораторных животных филиала 
“Столбовая” ФГБУН НЦБМТ ФМБА. В качестве 
модели обучения использовали условный рефлекс 
пассивного избегания (CPAR). Во время обучения 
крысу помещали на небольшую платформу перед 
входом в темную камеру установки Lafayette 
Instrument USP (США), состоящей из двух сое- 
диненных между собой ярко освещенной и тем- 
ной камер. Камеры разделяет дверца, через кото- 
рую животное может свободно перемещаться 
из освещенной камеры в темную. В темной ка- 
мере пол представляет собой металлическую сет- 
ку, по которой пропускаются импульсы электри- 
ческого тока. Сразу после входа в темную камеру 
крыса получала болезненную стимуляцию элек- 
трическим током силой 0.5 мА через напольный 
электрод длительностью 10 с или до тех пор, пока 
крыса не выбежала из камеры. Крысу считали 
обученной, если она не заходила в темную камеру 
в течение следующих 30 с. В случае входа в 
темную камеру обучение повторяли. Через 24 ч 
проводили тест на рефлекторное воспроизведение. 
В этом случае крысу помещали на освещенное 
место и регистрировали латентное время (LT) 
ее входа в темную камеру. Время наблюдения 
составляло 3 мин. Критерием рефлекторного 
воспроизведения считали LT входа в темную 
камеру; также подсчитывали количество особей, 
не заходящих в темную камеру в течение 3 мин. 
Амнезию моделировали внутрибрюшинным вве- 
дением крысам 1 мг/кг скополамина, блокатора 
М-холинорецепторов, за 15 мин до вызывания 
CPAR. Исследуемый ингибитор PEP вводили 
внутрибрюшинно за 30 мин до начала исследования 
CPAR в соответствующих дозах. В каждую 
экспериментальную группу животных входило 
от 8 до 16 крыс. 

Статистическую обработку данных проводили  
с использованием программы Statistica 10.0  
(TIBCO Software, США). Нормальность распре- 
деления оценивали с помощью критерия Шапиро–
Уилка с последующей оценкой однородности 
дисперсий по критерию Левена. В случае нор- 
мального распределения в экспериментальных 
группах и соблюдения однородности дисперсий 
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между группами дальнейшую обработку проводили 
с использованием метода параметрической ста- 
тистики t-критерия Стьюдента. 

Животных содержали в соответствии с сани- 
тарно-эпидемиологическими правилами СП 
2.2.1.3218-14 “Санитарно-эпидемиологические 
требования к проектированию, оборудованию и 
содержанию экспериментальных биологических 
клиник (вивариев)”. Перед декапитацией крыс  
анестезировали уретаном (1500 мг/кг внутри- 
брюшинно). 

Молекулярно-динамическое моделирование. 
В молекулярно-динамическом моделировании 
использовали структуру пролилэндопептидазы 
человека (PEP), извлеченную из полученной 
методом рентгеноструктурного анализа структуры 
с разрешением 1.56 Å (PDB ID: 3DDU)  [16], и 
структуру дипептидилпептидазы 4 типа человека 
(DPP4), извлеченную из полученной тем же ме- 
тодом структуры с разрешением 1.76 Å (PDB ID: 
5T4B) [17], причем для моделирования каждого 
фермента было взято по одной субъединице, а 
содержащиеся в них лиганды были изъяты. В 
выбранных таким образом структурах ферментов 
устанавливали докингом структуры моделиру- 
емых соединений, применяя пакет rDock  [18] с 
1000 запусков оптимизационного процесса так, 
чтобы расположение остатка пролилнитрила от- 
носительно остатков серина, гистидина и аспара- 
гиновой кислоты каталитической триады и в PEP, 
и в DPP4 было таким же, как для остатка пролина 
тетрапептида GFRP, образовавшего комплекс 
с мутантной PEP свиньи, структура которой с  
разрешением 2.35 Å (PDB ID: 1UOO) была по- 
лучена в работе [19]. Полученные конформации 
были отсортированы по их сродству к мишени, 
оцененному программой rDock. Положения и  
конформации ингибиторов с наивысшими пред- 
сказанными сродствами были установлены в опи- 
санных выше структурах PEP и DPP4. В ходе мо- 
делирования остаток пролилнитрила был кова- 
лентно связан с каталитическим остатком серина с  
образованием имидата  [20], как и остаток про- 
линаля, образующего полуацеталь [21] (рис. 2). 

Все расчеты молекулярной динамики и ана- 
лиз полученных траекторий проводили с исполь- 
зованием пакета GROMACS [22, 23] версий 5.0.4 
и 5.1.4. Аминокислотные остатки и производ- 
ные пролилнитрила моделировали с использо- 
ванием силового поля parm99sb  [24]. При этом 
оптимизированные трехмерные структуры и мо- 
лекулярные электростатические потенциалы вновь  
параметризуемых остатков и соединений полу- 
чали квантово-химическими расчетами методом 
Хартри–Фока с базисом 6-31G*. Точечные заряды 
вычисляли в модели RESP [25]. 

Все моделирования выполняли при темпера- 
туре 300 К с периодом привязки 0.1 пс под управ- 
лением термостата масштабирования скоростей 
с добавочным стохастическим членом  [26] и 
периодических граничных условиях с изотропным 
постоянным давлением, поддерживаемым баро- 
статом Берендсена [27] с периодом привязки 5 пс.  
Электростатические взаимодействия обрабаты- 
вали посредством сети частиц Эвальда [28] с ша- 
гом сетки 0.125 нм и четвертым порядком интер- 
поляции. Моделируемые системы были центри- 
рованы в тетрагональных ячейках соответствую- 
щих размеров (8.4 × 7.5 × 7.5 нм для PEP и 8.4 ×  
× 8.4 × 8.4 нм для DPP4), заполненных молекулами 
воды TIP4PEW [29]. Остаточный отрицательный 
заряд системы был компенсирован ионами 
калия с оптимизированными параметрами  [30], 
которыми случайным образом заменяли молекулы 
воды. Временной шаг интегрирования во всех 
вычислениях составлял 2  фс, координаты запи- 
сывали в файл траектории каждые 25  пс. Для 
ограничения длин связей с атомами водорода 
использовали алгоритм LINCS [31]. Протяженность 
траектории для каждой смоделированной сис- 
темы составляла 200 нс. 

Анализ траекторий включал в себя анализ во- 
дородных связей и стэкинг-взаимодействий, ко- 
торые выполняли так же, как в работе [32]. При  
выполнении анализа кадры полученных молеку- 
лярно-динамических траекторий были класте- 
ризованы методом GROMOS [33] с отсечкой 1 нм  
по конформации ингибитора пептидазы и амино- 
кислотных остатков белка, удаленных от него не  
более чем на 1 нм, причем атомы водорода не учи- 
тывали. Центроид наиболее населенного клас- 
тера, выделенного из множества кадров, использо- 
вали для описания конформации соответствую- 
щего ингибитора в сайте связывания и визуализа- 
ции. Стабильность структур пептидаз отслежи- 
вали посредством расчета среднеквадратического 
отклонения (RMSD) атомов пептидного остова 
(N, Cα, C, O) от исходной структуры и выявления 
элементов вторичной структуры в каждом кадре 
каждой полученной траектории с помощью 
программы DSSP [34]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Протеолиз включен во все процессы, связанные 

с превращением белка с момента его синтеза 
и до полного гидролиза. Все без исключения 
структурные и функциональные белки, ферменты, 
гормоны пептидной природы, многочисленные 
по строению и функциям регуляторные пептиды 
находятся под контролем пептидгидролаз, что 
ставит в зависимость клеточный метаболизм и 
организм в целом от состояния протеолитических 
ферментов. 
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PEP и DPP4 – наиболее изученные пролинспе- 
цифические ферменты, участвующие в патогенезе 
ряда заболеваний. Они расщепляют пептидные 
связи, образованные карбоксильной группой ос- 
татка пролина и другой аминокислотой. Обе пеп- 
тидазы способны с гораздо меньшей эффектив- 
ностью гидролизовать связь после остатка ала- 
нина. Для PEP и DPP4, по сравнению с другими 
ферментами, известно наибольшее количество 
разнообразных специфических ингибиторов. 
Большой интерес к поиску ингибиторов этих 
ферментов объясняется исключительной ролью 
последних в регуляции метаболизма. К таким 
ингибиторам относятся альдегидные и нитрильные 
аналоги субстратов пептидаз, обладающие по- 
тенциалом для медицинского применения. Так, 
нитрильные аналоги субстратов PEP и DPP4 
успешно используются в лечении болезни Альц- 
геймера и диабета. 

В настоящей работе мы объяснили выявленную 
способность нитрильных ингибиторов PEP по- 
давлять активность DPP4, применяя методы до- 
кинга и молекулярно-динамического модели- 
рования. Приложение этих методов позволило 
нам смоделировать структуры комплексов изу- 
чаемых соединений с активными центрами PEP  
и DPP4 и, основываясь на сравнении полученных 
структур, показать, каким образом некоторые 
N-защищенные пептидоподобные ингибиторы 
PEP способны подавлять активность DPP4, хотя 
пептидоподобным ингибиторам аминопептидаз 
необходима свободная N-концевая аминогруппа. 
Этот феномен также может объяснять и данные 
по снижению активности DPP4 после введения 
животным ингибиторов PEP. Используемый нами 
подход может быть использован для прогно- 
зирования структуры новых перспективных инги- 
биторов PEP и DPP4, обладающих высокой  
фармакологической активностью. Применение  
аминокислотных производных 2-S-цианопир- 
ролидина открывает перспективу создания новых 
эффективных препаратов, воздействующих на 
пептидергическое звено регуляции функцио- 
нальных систем в норме и при различных пато- 
логических процессах. 
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Inhibition of Dipeptidylpeptidase-IV  
by 2-S-Cyanopyrrolidine Inhibitors of Prolyl Endopeptidase
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Many regulatory neuropeptides contain a large amount of proline residues. The unique proline peptide 
bond conformation protects these peptides from enzymatic degradation; therefore enzymes cleaving the 
proline peptide bonds in neuropeptides are of particular interest. The abnormal activity of serine peptidases 
that cleave peptides at the carboxyl group of proline residues prolyl endopeptidase (PEP) and dipeptidyl 
peptidase IV (DPP-IV) were observed in patients with anxiety disorders. PEP is involved in the maturation 
and degradation of neuropeptides and peptide hormones, it also is associated with the regulation of blood 
pressure and various disorders of the central nervous system. DPP-IV is involved in many physiological 
processes, in particular in glucose homeostasis in type II diabetes and immunity. When studying the me-
tabolism of the N-acyl derivative of the aminoacyl-2-cyanopyrrolidine PEP inhibitor a decreasing in the 
activity of DPP-IV at the initial time was detected. This was an unexpected effect observed for inhibitors of 
the general formula X-Y-2-S-cyanopyrrolidine, where X represents the N-protective group and Y represents 
the amino acid (any besides glycine and proline). Molecular dynamics simulations of inhibitor complexes 
with proteases revealed the possibility of PEP inhibitors binding in the DPP-IV active site with hydrogen 
bonds and hydrophobic interactions that allow linkage of the nitrile group with the catalytic serine residue 
in the DPP-IV active site. The present study opens the prospect of creating new pharmacologically active 
ligands of PEP and DPP-IV. 

Keywords: prolyl endopeptidase, dipeptidyl peptidase, simulation, neuropeptides, aminoacyl-2-cyanopyr-
rolidine, molecular dynamics
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ВВЕДЕНИЕ

Генная терапия – способ устранения причин  
возникновения и развития различных заболева- 
ний, а не только сопровождающих их симптомов  
[1]. Для целей генной терапии используются 
различные терапевтические нуклеиновые кисло- 
ты (НК) (синтетические антисенсолигонуклеотиды, 

аптамеры, siРНК, мРНК, siРНК-мимики, плаз- 
мидные векторы и т.д.), которые в большинстве 
случаев представляют собой полианионы и не  
могут попасть в клетки без средств, обеспе- 
чивающих их доставку и защиту от деградации 
нуклеазами [2]. В качестве систем доставки 
НК наиболее широкое распространение по- 
лучили вирусные векторы, обеспечивающие 
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АМФИФИЛЫ И ЛИПОСОМЫ НА ИХ ОСНОВЕ 
ДЛЯ ЭФФЕКТИВНОЙ ДОСТАВКИ КОРОТКИХ 
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Синтезированы новые катионные амфифилы, содержащие остатки лактозы или D-маннозы, 
и получены катионные липосомы с 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфатидилэтаноламином 
(DOPE). Изучены цитотоксичность и трансфицирующая активность новых углеводсодержащих 
амфифилов и катионных липосом в отношении клеток НЕК 293, BHK и BHK IR-780. Показано, 
что катионные амфифилы эффективно доставляют в эукариотические клетки только короткий 
олигодезоксирибонуклеотид, меченный флуоресцеином, в то время как катионные липосомы, 
сформированные амфифилом с остатком лактозы и DOPE, эффективно опосредуют транспорт 
короткого олигонуклеотида и малой интерферирующей РНК и нетоксичны для клеток. Полученные 
катионные амфифилы могут быть использованы в качестве средств доставки нуклеиновых кислот 
как в индивидуальном состоянии, так и в составе катионных липосом. 

Ключевые слова: манноза, лактоза, галактоза, катионный амфифил, генная терапия, катионные 
липосомы, нуклеиновые кислоты, цитотоксичность, трансфекция

DOI: 10.31857/S0132342324060098, EDN: NEYHXP

Сокращения: BHK – фибробласты почки хомячка; BHK-IR780 – трансгенные клетки BHK, экспрессирующие EGFP; DMAP –  
N,N-диметил-4-аминопиридин; DOPE – 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфатидилэтаноламин; EGFP – усиленный зеленый 
флуоресцентный белок; FITC-ODN – флуоресцеин-меченный олигодезоксирибонуклеотид; FBS – эмбриональная бычья 
сыворотка; HBTU – O-(1H-бензотриазол-1-ил)-N,N,N',N'-тетраметилуроний гексафторфосфат; HEK 293 – клетки почки эм-
бриона человека; IC50 – концентрация, при которой происходит ингибирование роста 50% клеток; Lf2000 – Lipofectamine 
2000; N/P – отношение количества аминогрупп катионного амфифила к количеству фосфатных групп нуклеиновой кисло-
ты; PBS – фосфатно-солевой буфер, pH 7.6; siРНК – малая интерферирующая РНК; МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенилтетразолий бромид; НК – нуклеиновая кислота; пДНК – плазмидная ДНК.
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высокую эффективность трансдукции клеток 
и внутриклеточную экспрессию НК [3]. Не- 
достатки таких векторов – ограничение размера 
переносимой НК, иммуногенность и высокая 
стоимость [4]. Для целей генной терапии раз- 
рабатываются разнообразные невирусные сис- 
темы доставки, такие как катионные липосомы  
[5–7], полимеросомы [8], дендримеры [9], угле- 
родные нанотрубки, неорганические наночас- 
тицы на основе оксида железа, оксида кремния, 
золота, квантовые точки [10, 11] и экзосомы [12]. 
Среди невирусных систем доставки широкое 
распространение получили катионные липосомы 
и другие липидные наночастицы благодаря их 
низкой иммуногенности, отсутствию ограничений 
в размере переносимых терапевтических НК, 
относительной простоте получения и возмож- 
ности варьировать состав и модифицировать 
липидные компоненты в зависимости от природы 
доставляемой НК и свойств клеток в тканях-
мишенях [13, 14].

Для обеспечения направленной доставки 
НК в состав катионных липосом могут быть 
включены различные адресные лиганды [15]. Так, 
модификация поверхности липосом остатками 
фолиевой кислоты [16, 17] или пептидами с  
RGD-мотивом [18, 19] используется для адресной 
доставки НК в опухолевые клетки; модификация 
остатками D-галактозы, специфически связываю- 
щимися с асиалогликопротеиновыми рецепто- 
рами клеток печени, обеспечивает адресную дос- 
тавку НК в гепатоциты [20–22]; остатки D-ман- 
нозы специфически взаимодействуют с лекти- 
нами дендритных клеток и макрофагов [23–25], 
открывая новые возможности для воздействия на 
иммунную систему организма. Одна из стратегий 
создания систем направленной доставки НК в 
клетки-мишени – дизайн катионных амфифилов, 
ковалентно связанных с адресным лигандом, что 
одновременно обеспечивает и связывание НК, 
и ее доставку в клетки-мишени [26, 27]. Ранее 
нами был синтезирован галактозилсодержащий 
катионный амфифил D1 (рис. 1), который об- 
ладал низкой цитотоксичностью и обеспечивал 
эффективную доставку коротких и протяженных 
НК в эукариотические клетки без участия ли- 
пида-хэлпера – 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фос- 
фатидилэтаноламина (DOPE) [26]. 

С целью создания структурных аналогов ка- 
тионного амфифила D1 в данной работе нами 
осуществлен синтез углеводсодержащих амфи- 
филов D2 и D3 (рис. 1), содержащих остаток 
спермина, необходимый для компактизации и 
связывания НК, диглицерид, участвующий в 

формировании липидных агрегатов, а в качестве 
остатка углевода, улучшающего гидрофильно-
липофильный баланс молекулы, – остаток лактозы 
или D-маннозы. Кроме того, остаток лактозы может 
служить адресным лигандом для доставки НК в 
гепатоциты печени [28], а остаток маннозы – для 
специфического взаимодействия с лектиновыми 
рецепторами дендритных клеток и макрофагов 
[29]. Для оценки потенциала новых катионных 
амфифилов были сформированы их водные 
дисперсии и катионные липосомы, изучена их 
цитотоксичность и проведена оценка способности 
доставлять различные НК в эукариотические 
клетки. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Синтез углеводсодержащих катионных ам- 

фифилов и получение их водных дисперсий 
и катионных липосом. Углеводсодержащие 
катионные амфифилы D2, D3 имеют разветвлен- 
ную компоновку основных структурных элемен- 
тов (рис. 1), которая достигалась, как описано ра- 
нее [26], путем присоединения углеводной сос- 
тавляющей к гидрофобному домену – 1,2-ди-О-
тетрадецил-rac-глицерину, модифицированному 
в положении С3 бифункциональным линкером, 
и последующего введения региоселективно за- 
щищенного спермина через сукцинильный спей- 
сер с дальнейшим удалением всех защитных групп 
(схема 1).

Гликозилирование соединения (II) [26] 2,3,6,2',- 
3',4',6'-гепта-О-ацетил-α-лактозил- и 2,3,4,6-тетра-
О-ацетил-α-D-маннопиранозилбромидами про- 
водили в условиях модифицированного метода 
Кенигса–Кнорра в аппарате Сокслета, используя 
в качестве промотора реакции карбонат кадмия. 
Реакция протекала с эффектом “соучастия” аце- 
тильной группы при С2-атоме углеводного цикла,  
что приводило к преимущественному образова- 
нию 1,2-транс-гликозидов. В результате глико- 
зилирования были получены β-аномер ((IIIa), 
58%) и α-аномер ((IIIb), 45%). 

Аномерная конфигурация продуктов реакции 
гликозилирования (IIIa) и (IIIb) была установ- 
лена с помощью ЯМР-спектроскопии. В спектрах 
1H-ЯМР присутствуют сигналы аномерных про- 
тонов с химическими сдвигами 4.37  м.д. для 
соединения (IIIa) и 4.73 м.д. для соединения (IIIb) 
и константами спин-спинового взаимодействия 
J1.2  =  7.8  Гц и J1.2  =  1.6  Гц соответственно. В 
спектре 13С-ЯМР сигнал аномерного углерода 
имел химический сдвиг 101.22 м.д. для соединения 
(IIIa) и 97.68 м.д. для соединения (IIIb).
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Для введения спермина в молекулу амфифила 
предварительно проводили каталитическое вос- 
становление нитрогруппы в соединениях (IIIa) 
и (IIIb) до аминогруппы в присутствии Pd/C, ис- 
пользуя в качестве источника водорода формиат 

аммония. В результате ацилирования соединений 
(IVa) и (IVb) янтарным ангидридом в присутствии 
N,N-диметил-4-аминопиридина (DMAP) были 
получены карбоксипроизводные (Va) и (Vb), 
которые конденсировали с региоселективно за- 
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Рис. 1. Углеводсодержащие катионные амфифилы D1–D3.
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щищенным спермином – N1,N4,N9-три-трет- 
бутоксикарбонил-1,12-диамино-4,9-диазадо- 
деканом [30] – в присутствии O-(1H-бензо- 
триазол-1-ил)-N,N,N',N'-тетраметилуроний гекса- 
фторфосфата (HBTU) при 4°С и получили сое- 
динения (VIa) и (VIb) с выходами 69 и 50% соот- 
ветственно. 

На завершающем этапе синтеза осуществляли 
удаление защитных групп в соединениях (VIa), 
(VIb), используя опережающее деблокирование 
аминогрупп, действием трифторуксусной кис- 
лоты. Во избежание деструкции ключевых амфи- 
филов D2 и D3 удаление ацетильных групп осу- 
ществляли действием 0.04 н. раствора метилата 
натрия в метаноле с последующей обработкой 
реакционной смеси раствором 4 н. HCl в диоксане. 
Выделение углеводсодержащих катионных амфи- 
филов D2 и D3 проводили с использованием 
обращенно-фазовой хроматографии на силика- 
геле (LiChroprep® RP-18 для D2 и YMC-Pack ODS-
AQ 12S50 для D3) и дополнительного диализа 
против воды, что привело к получению амфифилов 
D2 и D3 с выходами 64 и 55% соответственно. 
Структура полученных целевых амфифилов D2 и 
D3 была подтверждена с помощью спектроскопии 
(1Н- и 13С-ЯМР) и масс-спектрометрии. 

Ранее нами было показано, что катионный 
галактозосодержащий амфифил D1 (рис.  1) эф- 
фективно доставлял различные НК в эукарио- 
тические клетки [26]. Для изучения влияния струк- 
туры синтезированных углеводсодержащих 
катионных амфифилов на эффективность доставки 
НК в эукариотические клетки были получены 
дисперсии катионных амфифилов D2 и D3 в воде 

с использованием ультразвуковой обработки. 
Следует отметить, что введение в структуру амфи- 
фила углеводных остатков увеличивает гидро- 
фильность молекулы и, как следствие, ее раство- 
римость в воде.

Известно, что введение нейтрального липида-
хелпера DOPE в состав катионных липосом 
может улучшить эффективность трансфекции кле- 
ток [31]. На основе углеводсодержащих катион- 
ных амфифилов D1–D3 и DOPE (соотношение 
1  :  1 мольн.) были получены катионные липо- 
сомы D1-DOPE, D2-DOPE и D3-DOPE с исполь- 
зованием метода гидратации липидной пленки  
с последующей обработкой ультразвуком, как 
описано ранее [32].

Цитотоксичность углеводсодержащих 
катионных амфифилов и катионных липосом. 
Изучение цитотоксичности катионных амфифилов 
D2, D3 и катионных липосом D1-DOPE, D3-
DOPE проводили с помощью МТТ-теста на клет- 
ках линий НЕК 293 и ВНК в отсутствие эмбрио- 
нальной бычьей сыворотки (FBS) в ростовой  
среде DMEM (Sigma-Aldrich, США). Значения  
IC50 для катионных амфифилов D2 и D3 соста- 
вили, соответственно, 65.5 и 59.2 мкМ для клеток 
HEK 293, 35.4 и 17.2 мкМ для клеточной линии 
BHK. Значения IC50 для катионного амфифила D1 
с остатком D-галактозы находились в пределах  
20 мкМ для клеток линий НЕК 293 и BHK [26]. 

Катионные липосомы D1-DOPE и D3-DOPE 
оказались нетоксичными для клеток НЕК 293 
вплоть до концентрации 80 мкМ. На рис. 2 в ка- 
честве примера приведен анализ цитотоксичности 
катионных липосом D2-DOPE, содержащих амфи- 
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Рис. 2. Анализ цитотоксичности липосом D2-DOPE. Выживаемость клеток НЕК 293 оценивали в реальном вре- 
мени с помощью прибора xCELLigence. Клетки НЕК 293 высаживали в 16-луночные планшеты с плотностью  
5 × 103 кл./лунку. После 24 ч к клеткам добавляли катионные липосомы D2-DOPE в концентрации от 4 до 64 мкМ, 
после 4 ч инкубации с катионными липосомами в среду добавляли FBS до концентрации 10%.
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фил с остатком лактозы, в отношении клеток 
НЕК 293. Цитотоксичность липосом оценивали 
по изменению жизнеспособности клеток в ре- 
альном времени на приборе xCELLigence (ACEA 
Biosciences, США) в присутствии 10% FBS после 
4 ч инкубации. Липосомы D2-DOPE не только  
не оказывали токсического действия на клетки 
НЕК 293 во всем диапазоне использованных 
концентраций, но и стимулировали рост клеток 
(наибольший клеточный индекс наблюдался 
при концентрации липосом D2-DOPE 32 мкМ,  
рис. 2, голубая линия). Таким образом, катионные 
липосомы на основе углеводсодержащих амфи- 
филов D1–D3 и DOPE, а не их водные дисперсии, 
обладают уникально низкой цитотоксичностью в 
отношении клеток НЕК 293. Амфифилы D1–D3 –  
это поверхностно-активные вещества, которые 
могут воздействовать на клеточную мембрану, 
дестабилизируя ее и нарушая целостность ли- 
пидного бислоя, тем самым проявляя большую 
цитотоксичность по сравнению с катионными 
липосомами, которые представляют структурно 
организованные ансамбли, состоящие из смеси 
амфифилов D1–D3 и фосфолипидов. В то же 
время цитотоксичность самих амфифилов D2 и 
D3 достаточно низкая в диапазоне используемых 
для трансфекции рабочих концентраций, которые 
обычно не превышают 10 мкМ.

Клетки BHK были более чувствительными 
к действию катионных липосом: композиция 
D1-DOPE, содержащая амфифил с остатком 
D-галактозы, обладала умеренной токсичностью 
(IC50 = 62.3 мкМ), тогда как липосомы D3-DOPE, 
содержащие амфифил с остатком D-маннозы, 
оказались токсичными в отношении этого типа 
клеток (IC50 = 7.6 мкМ). 

Эффективность доставки коротких и про- 
тяженных нуклеиновых кислот in vitro. Ка- 
тионные амфифилы D1–D3 и катионные ли- 
посомы D1-DOPE, D2-DOPE и D3-DOPE ис- 
пользовали для доставки короткого 25-звенного 
олигодезоксирибонуклеотида, меченного по  
5'-концу флуоресцеином (FITC-ODN), и плаз- 
мидной ДНК pEGFP-C2 (4700 п.н.), кодирую- 
щей зеленый флуоресцентный белок (EGFP), в 
клетки НЕК 293, а также малой интерферирую- 
щей РНК (siРНК), направленной против мРНК  
EGFP трансгенных клеток BHK IR-780. Транс- 
фицирующую активность амфифилов и липосом 
сравнивали с активностью коммерческого пре- 
парата Lipofectamine 2000 (Lf 2000, Invitrogene, 
США).

Комплексы FITC-ODN с катионными амфи- 
филами или липосомами формировали при 
различных соотношениях N/P (отношение ко- 
личества аминогрупп катионного амфифила D1–
D3 к количеству фосфатных групп НК). Оценку 
эффективности трансфекции клеток НЕК 293 
в отсутствие (–S, рис. 4а, 4б) и в присутствии 
(+S, рис. 3а, 3б, 4в, 4г) 10% FBS проводили 
методом проточной цитометрии путем измерения 
количества FITC-положительных клеток (рис. 3а, 
4а, 4в) и средней интенсивности флуоресценции 
клеток в популяции (рис. 3б, 4б, 4г). 

Катионные амфифилы D1–D3 эффективно 
доставляли FITC-ODN, трансфицируя ~100% 
клеток (рис. 3а). Средняя интенсивность флуо- 
ресценции (рис. 3б), которая отражает уровень 
накопления FITC-ODN в клетках, увеличивалась 
с увеличением соотношения N/P, достигая 57– 
61 отн. ед. при N/P = 1.25/1, что превышает в ~7 раз  
значения Lf 2000.
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Рис. 3. Накопление комплексов FITC-ODN с катионными амфифилами D1–D3 в клетках НЕК 293 в присутствии 10% 
FBS. Комплексы FITC-ODN/катионные амфифилы D1–D3 формировали при соотношениях N/P = 1/1.5, 1/1 и 1.25/1. 
Процент FITC-положительных клеток (а) и уровень средней интенсивности флуоресценции клеток в популяции (б) 
определяли методом проточной цитометрии через 4 ч инкубации клеток с комплексами. Стандартное отклонение не 
превышает 8%.
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Трансфицирующая активность катионных ли- 
посом D1-DOPE, D2-DOPE и D3-DOPE в случае 
доставки FITC-ODN существенно отличалась 
от активности амфифилов D1–D3 (рис. 4). Если 
разница между липосомами D1-DOPE, D2-DOPE 
и Lf 2000 по проценту трансфицированных 
клеток была незначительной, то для липосом 
D3-DOPE, содержащих маннозилированный 
амфифил, FITC-ODN проникал в ~30% клеток 
HEK 293 как в отсутствие, так и в присутствии 
FBS (рис. 4а, 4в). По интенсивности накопления 
FITC-ODN в клетках наиболее эффективными 
трансфектантами оказались липосомы D1-DOPE 
и D2-DOPE, содержащие амфифилы D1 с остат- 
ком D-галактозы и D2 с остатком лактозы. Они 
превосходили Lf 2000 в 7–11 раз по интенсивности 
флуоресценции при соотношении N/P = 2/1 в от- 
сутствие (рис. 4б) и в 6 раз – в присутствии 10% 
FBS (рис. 4г). Согласно полученным данным, на- 
личие 10% FBS не влияло на количество трансфи- 
цированных клеток (рис. 4а, 4в), однако несколько 
снижало накопление FITC-ODN (рис. 4б, 4г).  

Таким образом, катионные липосомы D1-DOPE и 
D2-DOPE при N/P = 2/1 обеспечивали эффективное 
накопление короткого FITC-ODN в клетках HEK 
293, превосходя в ~2 раза по эффективности сами 
амфифилы D1 и D2.

Эффективность доставки плазмидной ДНК 
pEGFP-C2 в клетки НЕК 293 анализировали через 
48 ч после добавления к клеткам комплексов пДНК 
с катионными амфифилами или липосомами, 
анализируя количество трансфицированных 
клеток и уровень экспрессии трансгена (EGFP) 
с помощью проточной цитометрии. Комплексы 
pEGFP-C2 с амфифилами D1–D3 и липосомами 
формировали при соотношениях N/P = 4/1, 6/1, 
8/1, 10/1 и вносили к клеткам в отсутствие или в 
присутствии 10% FBS в среде (рис. 5, 6). 

Для катионных амфифилов D1–D3 в бессыво- 
роточной среде с ростом соотношения N/P наб- 
людалось увеличение как количества EGFP-
экспрессирующих клеток, которое достигало 
58–71% при N/P = 10/1 (рис. 5а), так и увеличение 
значений интенсивности флуоресценции, кото- 
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Рис. 4. Накопление комплексов FITC-ODN с катионными липосомами D1-DOPE, D2-DOPE и D3-DOPE в клетках НЕК 
293. Комплексы FITC-ODN/катионные липосомы D1-DOPE, D2-DOPE и D3-DOPE формировали при соотношениях 
N/P = 1/2, 1/1 и 2/1. Трансфекцию проводили в отсутствие (а, б) или в присутствии 10% FBS (в, г) в клеточной среде. 
Процент трансфицированных клеток (а, в) и уровень средней интенсивности флуоресценции клеток в популяции  
(б, г) измеряли с помощью проточной цитометрии через 4 ч инкубации клеток с комплексами. Стандартное отклонение 
не превышает 9%.
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Рис. 5. Доставка плазмидной ДНК pEGFP-C2 с помощью катионных амфифилов D1–D3 в клетки HEK 293 в отсутствие 
(а, б) или присутствии 10% FBS (в, г) в клеточной среде. Процент EGFP-положительных клеток (а, в) и уровень 
средней интенсивности флуоресценции (экспрессии EGFP) клеток в популяции (б, г) измеряли с помощью проточной 
цитометрии через 48 ч после инкубации клеток с комплексами. Стандартное отклонение не превышает 8%.

Тр
ан

сф
иц

ир
ов

ан
ны

е 
кл

ет
ки

, %
Тр

ан
сф

иц
ир

ов
ан

ны
е 

кл
ет

ки
, %

Lf 2000     D1-DOPE     D2-DOPE   D3-DOPE

Lf 2000     D1-DOPE     D2-DOPE   D3-DOPE

Lf 2000     D1-DOPE     D2-DOPE   D3-DOPE

Lf 2000     D1-DOPE     D2-DOPE   D3-DOPE

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 ф

лу
ор

ес
це

ну
ии

,
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
 ×

10
4  о

тн
. е

д.
 

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 ф

лу
ор

ес
це

ну
ии

,
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

×1
04 

 о
тн

. е
д.

 

4/1

6/1

8/1

10/1

4/1

6/1

8/1

10/1

-S

+S

100

80

60

40

20

0

100

80

60

40

20

0

50
45
40
35
30
25
20
15
10
5
0

50
45
40
35
30
25
20
15
10
5
0

(а) (б)

(в) (г)

Рис. 6. Доставка плазмидной ДНК pEGFP-C2 в комплексе с катионными липосомами D1-DOPE, D2-DOPE и D3-DOPE в 
клетки HEK 293 в отсутствие (а, б) или присутствии 10% FBS (в, г) в клеточной среде. Процент EGFP-экспрессирующих 
клеток (а, в) и уровень средней интенсивности флуоресценции (экспрессии EGFP) клеток в популяции (б, г) измеряли 
с помощью проточной цитометрии через 48 ч после инкубации клеток с комплексами. Стандартное отклонение не 
превышает 7%.
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рые превосходили в 1.6–2.5 раз (N/P = 10/1) 
значения, полученные для Lf 2000 (рис. 5б). 
Известно, что снижение эффективности доставки 
НК может быть связано с взаимодействием по- 
ложительно заряженных липоплексов с отри- 
цательно заряженными белками [33] или с ли- 
пидами или липид-связанными белками сыво- 
ротки крови [34], которое может приводить к  
уменьшению коллоидной стабильности комп- 
лексов, преждевременному высвобождению НК 
[35]. Присутствие 10% FBS многократно снижало 
эффективность доставки пДНК: по количеству 
трансфицированных клеток в 2–4 раза, а по 
средней интенсивности флуоресценции – в 9– 
47 раз (рис. 5в, 5г). 

Катионные липосомы D1-DOPE, D2-DOPE и  
D3-DOPE продемонстрировали низкую эффек- 
тивность доставки протяженной пДНК в клетки 
НЕК 293 (рис. 6). Если количество EGFP-экспрес- 
сирующих клеток было достаточно высоким, 
особенно в случае липосом D3-DOPE, которые 
при соотношении N/P = 10/1 в отсутствие FBS 
доставляли пДНК в ~70% клеток в популяции, 
что превосходит значения для Lf 2000 в 2 раза 
(рис. 6а), то значения средней интенсивности 
флуоресценции лишь немного превышали фоно- 
вые значения (1–3 × 104 отн. ед). (рис. 6б, 6г). 

Возможно, пДНК, проникая в клетку в комплексе 
с катионными липосомами D1-DOPE, D2-DOPE  
и D3-DOPE, не способна эффективно высвобож- 
даться не только из комплекса из-за сильных 
электростатических взаимодействий, но и из 
эндосом, и, следовательно, не достигает своей 
дальнейшей цели – ядерной мембраны, через 
которую она должна проникнуть для дальнейшей 
экспрессии белка. 

Среди терапевтических НК все большую по- 
пулярность набирают молекулы РНК, исполь- 
зуемые, например, для лечения хронического 
миелоидного лейкоза [36], вакцинации против 
COVID-19 [37], иммунотерапии рака [38]. Нами 
была изучена возможность доставки малой 
интерферирующей РНК (siРНК), направленной 
против мРНК EGFP, с помощью катионных амфи- 
филов D1–D3 и липосом D1-DOPE, D2-DOPE и 
D3-DOPE в клетки BHK IR-780, экспрессирующие 
EGFP (рис. 7). Эффективность трансфекции siРНК 
определяли по подавлению экспрессии белка 
EGFP в клетках BHK IR-780 с помощью проточной 
цитометрии.

Катионные амфифилы D1–D3 доставляли  
siРНК в клетки BHK IR-780 с низкой эффектив- 
ностью (рис. 7а, 7б): подавление экспрессии EGFP 
практически не наблюдалось даже при высоких 
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Рис. 7. Ингибирование экспрессии белка EGFP в трансгенных клетках BHK IR-780 после доставки siРНК с помощью 
катионных амфифилов D1–D3 (а, б) или катионных липосом D1-DOPE и D2-DOPE (в, г) в отсутствие (а, в) или в 
присутствии 10% FBS (б, г) в клеточной среде.
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значениях N/P = 16/1. Только лактозосодержащий 
амфифил D2 в отсутствие FBS (при N/P = 16/1) 
способствовал переносу siРНК и снижению 
экспрессии EGFP на 40% (рис. 7а). 

Катионные липосомы D1-DOPE, D2-DOPE 
более эффективно доставляли siРНК в клетки 
BHK IR-780 по сравнению с амфифилами D1–
D3 (рис. 7). При соотношениях N/P = 8/1 и 10/1 
липосомы D2-DOPE, содержащие амфифил с 
остатком лактозы, наиболее эффективно спо- 
собствовали подавлению экспрессии EGFP (на 
70%), аналогично коммерческому трансфектанту 
Lf 2000 (рис. 7в). Однако добавление 10% FBS 
в клеточную среду снижало эффективность 
доставки, в этом случае подавление экспрессии 
белка EGFP не превышало 50%. Ввиду того, что 
липосомы D3-DOPE были токсичны для клеток 
BHK, при трансфекции клеток BHK IR-780 также 
наблюдалась их гибель, что делало невозможным 
изучение доставки siРНК с помощью этих ли- 
посом. 

Таким образом, было показано, что состав 
катионных липосом оказывает большое влияние 
на эффективность доставки siРНК. Липосомы 
должны содержать не только катионный амфифил, 
но и липид-хелпер DOPE, обеспечивающий, с 
одной стороны, более эффективное проникновение 
коротких НК внутрь клетки, а с другой – эндосо- 
мальное высвобождение в цитоплазму, что кри- 
тически важно для осуществления биологического 
действия siРНК.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали перегнанные раство- 

рители отечественного и зарубежного производ- 
ства, O-(1H-бензотриазол-1-ил)-N,N,N',N'-тетра- 
метилуроний гексафторфосфат, Pd/C (Aldrich, 
США), янтарный ангидрид (Fluka, Германия) и 
DIPEA, Et3N (Merck, Германия). Бензол кипя- 
тили с металлическим натрием и перегоняли 
непосредственно перед реакцией; CH2Cl2 и Et3N  
кипятили с CaH2 и перегоняли непосредственно 
перед реакцией. Соединениe (II) – катионный 
амфифил D1 – получали согласно известной мето- 
дике [26], N1,N4,N9-три-трет-бутоксикарбонил-
1,12-диамино-4,9-диазадодекан – согласно мето- 
дике [30].

Тонкослойную хроматографию проводили на 
пластинках Kieselgel 60 F254 (Merck, Германия), 
RP  –  18 F254S (Merck, Германия). Обнаружение 
пятен на хроматограммах осуществляли раст- 
вором фосформолибденовая кислота–сульфат 
церия(IV) с последующим прогреванием, реак- 
тивом Драгендорфа, раствором перманганата ка- 

лия и с помощью УФ-лампы (254 нм). Колоноч- 
ную хроматографию проводили на силикагеле 
Kieselgel 60 (0.040–0.063 мм), Kieselgel 60 (0.063– 
0.200 мм), LiChroprep® RP-18 (0.040–0.063 мм, 
Merck, Германия), YMC-Pack ODS-AQ 12S50  
(3 мкM, YMC, Япония).

Спектры 1Н- и 13C-ЯМР регистрировали на 
импульсном Фурье-спектрометрах DPX‑300 и 
AMX‑400 (Bruker, Германия) в CDCl3, смеси 
CDCl3–CD3OD и Py-d5 (внутренний стандарт – 
тетраметилсилан). Значения химических сдвигов 
(δ) приведены в миллионных долях (м.д.), константы 
спин-спинового взаимодействия (J) – в герцах (Гц). 
Масс-спектры регистрировали на времяпролетном 
масс-спектрометре Ultraflex (Bruker, Германия) 
методом матриксной лазерно-десорбционной 
ионизации на матрице с использованием в качестве 
матрицы 2,5‑дигидроксибензойной кислоты. 

N-[6-(2,3,6,2',3',4',6'-гепта-О-Ацетил-β-лак- 
тозилокси)гексил)-N-(rac-2,3-дитетрадецило- 
ксипроп-1-ил)амид 4-нитробензолсульфо- 
кислоты (IIIa). К раствору 0.797 г (1.036 ммоль) 
соединения (II) в 50  мл безводного бензола 
добавляли 0.613  г (3.448  ммоль) прокаленного 
CdCO3. Реакционную смесь выдерживали при 
110°С в аппарате Сокслета, после 4-кратного 
обращения паров бензола через прокаленный 
гранулированный силикагель к реакционной мас- 
се в течение 1.5 ч добавляли по каплям раствор 
2.219  г (3.188  ммоль) 2,3,6,2',3',4',6'-гепта-О-
ацетил-α-лактозилбромида в 25  мл безводного 
бензола и кипятили 8 ч. Реакционную смесь 
охлаждали до 24°С, фильтровали через Celite® 
545, промывали CНCl3, удаляли растворители 
в вакууме. Остаток хроматографировали на 
колонке с силикагелем, элюируя системой толуол–
этилацетат (10 : 1). Выход соединения (IIIa) 
составил 0.795 г (58%). 1Н-ЯМР: 0.84 (т, 6 Н, J 6.8, 
2 СН2СН3), 1.12–1.37 (м, 48 Н, 2 (СН2)11, (CH2)2), 
1.37–1.41 (м, 2 H, СН2СН2N), 1.41–1.55 (м, 6 H, 
2 ОСН2СН2, OСН2СН2), 1.91 (с, 3 H), 1.96 (с, 3 H), 
1.98 (с, 3 H), 1.99 (с, 3 H), 2.06 (с, 3 H), 2.08 (с, 3 H), 
2.1 (с, 3 H, 7 СН3СО), 3.05–3.57 (м, 12 Н, 2 NСН2, 
4 СН2О, СН2CHСН2), 3.65–3.85 (м, 3 Н, H5'-Lac, 
Hab6'-Lac), 3.95–4.12 (м, 4 Н, Н5-Lac, Нab6-Lac), 
4.37 (д, 1 Н, J 7.8, Н-1' Lac), 4.39–4.45 (м, 1 Н, Н-4 
Lac), 4.43 (д, 1 Н, J 7.8, Н-1 Lac), 4.79 (дд, 1 Н,  
J 7.8, 9.4, Н-2 Lac), 4.89 (дд, 1 Н, J 3.4, 10.3, Н-3' 
Lac), 5.03 (дд, 1 H, J 7.8, 10.3, H-2' Lac), 5.12 (т, 1 Н, 
J 9.4, Н-3 Lac), 5.26–5.29 (м, 1 Н, Н-4' Lac), 7.89–
8.02 (м, 2 Н, Ar), 8.21–8.35 (м, 2 H, Ar). 13C-ЯМР: 
14.27, 20.66, 20.78, 20.96, 21.02, 22.83, 25.56, 26.20, 
26.26, 26.43, 28.11, 29.50, 29.62, 29.81, 30.19, 32.05, 
49.54, 49.72, 60.91, 62.12, 66.72, 69.21, 70.02, 70.25, 
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70.56, 70.77, 71.12, 71.82, 71.91, 72.74, 72.93, 
76.43, 77.75, 100.71, 101.22, 124.35, 128.54, 146.27, 
149.92, 169.22, 169.70, 169.95, 170.21. Масс-спектр 
MALDI, m/z: 1412.031 [M + Na + 2H]+, вычислено 
для C69H116N2NaO24S: 1411.754.

N-[6-O-(2,3,4,6-тетра-О-Ацетил-α-D-ман- 
нопиранозилокси)гексил]-N-(rac-2,3-дитетра- 
децилоксипроп-1-ил)амид 4-нитробензол- 
сульфокислоты (IIIb). Соединение (IIIb) 
получали аналогично соединению (IIIa), исходя 
из 0.569 г (0.739 ммоль) соединения (II) в 13 мл 
безводного бензола, 0.383  г (2.219  ммоль) про- 
каленного CdCO3, раствора 0.912 г (2.219 ммоль)  
2,3,4,6-тетра-О-ацетил-α-D-маннопиранозил- 
бромида в 15  мл безводного бензола. Время 
кипячения 3 ч. Система для колоночной хро- 
матографии толуол–этилацетат (12 : 1). Выход 
соединения (IIIb) составил 0.370 г (45%). 1Н-ЯМР: 
0.81 (т, 6 H, J 6.7, 2 CH2CH3), 1.11–1.30 (м, 48 H, 
2 (CH2)11, CH2CH2), 1.31–1.41 (м, 2 H, CH2CH2N), 
1.42–1.57 (м, 6 H, 3 CH2CH2O), 1.91 (с, 3 H), 1.96  
(с, 3  H), 2.02 (с, 3  H), 2.08 (с, 3  H, 4  CH3CO), 
3.07–3.28 (м, 4 H, CH2NCH2), 3.29–3.53 (м, 8 H, 
2 CH2CH2O, CH2CH, CHHaO), 3.61 (дт, J 9.6, 6.4, 
1  H, CHHbO), 3.87–3.93 (м, 1  H, H5-Man), 4.04  
(дд, 1 H, J 2.4, 12.2, Ha6-Man), 4.23 (дд, 1 H, J 5.2, 
12.2, Hb6-Man), 4.73 (д, 1 H, J 1.6, H1-Man), 5.16 
(дд, 1 H, J 1.6, 3.1, H2-Man), 5.19 (дд, 1 H, J 9.2, 9.8, 
H4-Man), 5.28 (дд, 1 H, J 3.1, 9.8, H3-Man), 7.93–
7.98 (м, 2 H, Ar), 8.25–8.31 (м, 2 H, Ar). 13C-ЯМР: 
14.26, 20.84, 20.90, 22.82, 25.91, 26.21, 26.27, 26.56, 
28.16, 29.33, 29.49, 29.60, 29.64, 29.80, 29.83, 30.21, 
32.05, 49.57, 49.75, 62.61, 66.33, 68.35, 68.54, 69.25, 
69.80, 70.28, 70.57, 71.91, 97.68, 124.36, 128.56, 
146.27, 149.94, 169.88, 170.05, 170.08, 170.09. 
Масс-спектр MALDI, m/z: 1123.384 [M + Na + H]+, 
вычислено для C57H99N2NaO16S: 1122.661.

N-[6-O-(2,3,6,2',3',4',6'-гепта-О-Ацетил-β- 
лактозилокси)гексил]-N-(rac-2,3-дитетрадецил- 
оксипроп-1-ил)амид 4-аминобензолсульфо- 
кислоты (IVa). К раствору 0.685 г (0.449 ммоль) 
соединения (IIIa) в 14 мл смеси метанол : ТГФ 
(2.5  :  1, v/v) добавляли 0.126  г (1.796  ммоль) 
формиата аммония и нагревали при перемешивании 
до 60°С, после чего вносили 5% мольн. Pd/C. 
Через 1 ч реакционную смесь фильтровали через 
Celite® 545, промывали метанолом, растворители 
удаляли в вакууме. Остаток хроматографировали 
на колонке с силикагелем, элюируя системой 
толуол–этилацетат (4  :  1). Выход соединения 
(IVa) составил 0.464 г (77%). 1Н-ЯМР: 0.87 (т, 6 Н,  
J 6.8, 2 СН2СН3), 1.07–1.30 (м, 48 H, 2  (CH2)11, 
CH2CH2), 1.31–1.55 (м, 8 H, СН2СН2N, 2 ОСН2СН2, 
OСН2СН2), 1.89 (с, 3 H), 1.91 (с, 3 H), 1.97 (с, 6 H), 

2.03 (с, 3 H), 2.07 (с, 3 H), 2.10 (с, 3 H, 7 CH3CO), 
2.87–3.18 (м, 4  H, 2NCH2), 3.18–3.62 (м, 9  H, 
4 CH2O, CH2CHCH2), 3.63–3.87 (м, 3 Н, H5'-Lac, 
Hab6'-Lac), 3.97–4.12 (м, 3 Н, Н5-Lac, Нab6-Lac), 
4.37 (д, 1 Н, J 7.8, Н-1' Lac), 4.39–4.42 (м, 1 Н, Н-4 
Lac), 4.43 (д, 1 Н, J 7.8, Н-1 Lac), 4.80 (дд, 1 Н,  
J 7.8, 9.4, Н-2 Lac), 4.89 (дд, 1 Н, J 3.4, 10.3, Н-3' 
Lac), 5.03 (дд, 1 H, J 7.8, 10.3, H-2' Lac), 5.12 (т, 1 Н, 
J 9.4, Н-3 Lac), 5.29 (м, 1 Н, Н-4' Lac), 6.59–6.71  
(м, 2 H) и 7.45–7.55 (м, 2 H, Ar). 13C-ЯМР: 14.25, 
20.84, 20.94, 22.84, 25.56, 26.31, 26.63, 28.15, 
29.52, 29.69, 29.82, 30.30, 32.07, 49.75, 49.89, 
61.44, 67.26, 69.16, 70.24, 70.80, 71.14, 71.70, 
71.88, 78.41, 101.52, 116.27, 129.46, 145.01, 150.33, 
169.42, 169.95, 170.25, 170.34, 170.36 170.44, 
170.56, 170.58. Масс-спектр MALDI, m/z: 1380.253 
[M + Na + H]+, вычислено для C69H117N2NaO22S: 
1380.772.

N-[6-O-(2,3,4,6-тетра-О-Ацетил-α-D-манно- 
пиранозилокси)гексил]-N-(rac-2,3-дитетра- 
децилоксипроп-1-ил)амид 4-аминобензолсуль- 
фокислоты (IVb). Соединение (IVb) получали 
аналогично соединению (IVa), исходя из 0.327 г 
(0.298  ммоль) соединения (IIIb) в 7  мл смеси 
метанол : ТГФ (2.5 : 2, v/v), 0.080 г (1.274 ммоль) 
формиата аммония. Время реакции 2.5 ч. Система 
для колоночной хроматографии толуол–этилацетат 
(6 : 1). Выход соединения (IVb) составил 0.280 г 
(82%). 1Н-ЯМР: 0.81 (т, 6  H, J 6.7, 2  CH2CH3), 
1.17–1.30 (м, 48 H, 2 (CH2)11, CH2CH2), 1.31–1.57 
(м, 8 H, СН2СН2N, 2 ОСН2СН2, OСН2СН2), 1.91 
(с, 3 H), 1.96 (с, 3 H), 2.02 (с, 3 H), 2.08 (с, 3 H, 
4 CH3CO), 3.07–3.28 (м, 4 H, CH2NCH2), 3.29–3.39 
(м, 6  H, 2  CH2CH2O, CH2O), 3.41–3.53 (м, 2  H, 
CHHaO, CH2CHCH2), 3.61 (дт, J 9.6, 6.4, 1  H, 
CHHbO), 3.87–3.93 (м, 1 H, H5-Man), 4.04 (дд, 1 H, 
 J 2.4, 12.2, Ha6-Man), 4.23 (дд, 1 H, J 5.2, 12.2, Hb6-
Man), 4.73 (д, 1 H, J 1.6, H1-Man), 5.16 (дд, 1 H,  
J 1.6, 3.1, H2-Man), 5.19 (дд, 1 H, J 9.2, 9.8, H4-
Man), 5.28 (дд, 1 H, J 3.1, 9.8, H3-Man), 6.59–6.62 
(м, 2  H, Ar), 7.48 ‑   7.55 (м, 2  H, Ar). 13C-ЯМР: 
14.45, 21.07, 21.09, 21.26, 23.01, 25.99, 26.44, 
26.47, 26.80, 28.00, 29.51, 29.69, 29.85, 29.99, 
30.03, 30.46, 32.24, 49.75, 49.96, 62.82, 66.52, 
68.66, 68.69, 69.55, 69.99, 70.96, 72.01, 76.93, 77.36, 
77.78, 78.61, 78.64, 114.67, 125.61, 129.35, 129.59, 
142.27, 170.09, 170.37, 170.48, 171.01. Масс-спектр 
MALDI, m/z: 1091.950 [M + Na]+, вычислено для 
C57H100N2NaO14S: 1091.679. 

N-[6-O-(2,3,6,2',3',4',6'-гепта-О-ацетил-β- 
лактозилокси)гексил]-N-(rac-2,3-дитетра- 
децилоксипроп-1-ил)амид 4-(3-карбоксипро- 
пионамидо)бензолсульфокислоты (Va). К 
раствору 0.393 г (0.293 ммоль) соединения (IVa) 
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в 5  мл безводного CH2Cl2 при перемешивании 
добавляли 0.2936  г (2.930  ммоль) янтарного 
ангидрида, 7.4 мг N,N-диметил-4-аминопиридина 
и 83  мкл Et3N. Через 96 ч реакционную смесь 
промывали 0.3%-ным водным раствором HCl.  
Органическую фазу сушили (Na2SO4), фильтро- 
вали, растворители удаляли в вакууме. Остаток 
хроматографировали на колонке с силикагелем, 
элюируя системой толуол–этилацетат (1  :  1). 
Выход соединения (Va) составил 0.382 г (78%). 
1Н-ЯМР: 0.81 (т, 6 Н, J 6.8, 2 СН2СН3), 0.95–1.31 
(м, 48  Н, 2  (СН2)11, (CH2)2), 1.32–1.53 (м, 8  H, 
СН2СН2N, 2 ОСН2СН2, OСН2СН2), 1.91 (с, 3 H), 
1.96 (с, 3  H), 1.98 (с, 3  H), 1.99 (с, 3  H), 2.06  
(с, 3  H), 2.08 (с, 3  H), 2.1 (с, 3  H, 7  СН3СО), 
2.58–2.74 (м, 4 H, NCOCH2CH2COO), 2.95–3.57 
(м, 13 Н, 2 NСН2, 4 СН2О, СН2CHСН2), 3.66–3.78 
(м, 2  Н, Hab6'-Lac), 3.78–3.86 (м, 1 Н, H5'-Lac), 
3.91–4.12 (м, 3 Н, Н5-Lac, Нab6'-Lac), 4.37 (д, 1 Н, 
J 7.8, Н-1' Lac), 4.39–4.41 (м, 1 Н, Н-4 Lac), 4.43 
(д, 1 Н, J 7.8, Н-1 Lac), 4.79 (дд, 1 Н, J 7.8, 9.4, 
Н-2 Lac), 4.89 (дд, 1 Н, J 3.4, 10.3, Н-3' Lac), 5.03 
(дд, 1 H, J 7.8, 10.3, H-2' Lac), 5.12 (т, 1 Н, J 9.4, 
Н-3 Lac), 5.29–5.31 (м, 1 Н, Н-4' Lac), 7.45–7.55 
(м, 4 H, Ar). 13C-ЯМР: 14.19, 20.58, 20.69, 20.78, 
20.92, 22.79, 25.46, 26.24, 26.48, 27.70, 29.10, 29.39, 
29.47, 29.62, 29.78, 29.81, 30.25, 32.05, 49.54, 49.68, 
49.88, 61.00, 62.28, 66.88, 69.38, 70.11, 70.78, 71.20, 
71.90, 72.00, 72.78, 73.09, 76.41, 78.50, 100.68, 
101.15, 119.37, 123.56, 128.46, 142.20, 169.41, 
169.57, 169.84, 170.08, 170.18, 170.20, 170.25. 
Масс-спектр, m/z: 1496.028 [M + K]+, вычислено 
для C73H120KN2O25S: 1495.754.

N-[6-O-(2,3,4,6-тетра-О-Ацетил-α-D-манно- 
пиранозилокси)гексил]-N-(rac-2,3-дитетра- 
децилоксипроп-1-ил)амид 4-(3-карбоксипро- 
пионамидо)бензолсульфокислоты (Vb). Сое- 
динение (Vb) получали аналогично соединению 
(Va), исходя из 0.245 г (0.223 ммоль) соединения 
(IVb) в 4  мл безводного CH2Cl2,  0.223  г 
(2.230 ммоль) янтарного ангидрида, 5.4 мг N,N-
диметил-4-аминопиридина и 45 мкл Et3N. Система 
для колоночной хроматографии толуол–этилацетат 
(4 : 1). Выход соединения (Vb) составил 0.205 г 
(78%). 1Н-ЯМР: 0.81 (т, 6 H, J 6.7, 2 CH2CH3), 1.07–
1.30 (м, 48 H, 2 (CH2)11, CH2CH2), 1.31–1.57 (м, 8 H, 
СН2СН2N, 2 ОСН2СН2, OСН2СН2), 1.91 (с, 3 H), 
1.96 (с, 3 H), 2.02 (с, 3 H), 2.08 (с, 3 H, 4 CH3CO), 
2.58–2.74 (м, 4 H, NCOCH2CH2COO), 2.96–3.28 
(м, 4 H, CH2NCH2), 3.29–3.39 (м, 6 H, 2 CH2CH2O, 
CH2O), 3.41–3.53 (м, 2  H, CHHaO, CH2CHCH2), 
3.60 (дт, J 9.6, 6.4, 1 H, CHHbO), 3.88–3.93 (м, 1 H,  
H5-Man), 4.05 (дд, 1  H, J 2.4, 12.2, Ha6-Man), 
4.22 (дд, 1 H, J 5.2, 12.2, Hb6-Man), 4.73 (д, 1 H, 
J 1.6, H1-Man), 5.16 (дд, 1 H, J 1.6, 3.1, H2-Man), 

5.19 (дд, 1 H, J 9.2, 9.8, H4-Man), 5.28 (дд, 1 H,  
J 3.1, 9.8, H3-Man), 7.58–7.72 (м, 4 H, Ar), 8.22  
(уш с, 1  H, NH). 13C-ЯМР: 14.25, 20.90, 20.95, 
22.80, 25.71, 26.23, 26.45, 27.31, 28.81, 29.00, 29.22, 
29.48, 29.63, 29.72, 30.24, 32.04, 49.25, 49.35, 49.51, 
52.07, 62.64, 66.22, 68.37, 68.49, 69.63, 69.72, 70.62, 
70.67, 70.77, 70.80, 71.87, 76.73, 77.16, 77.36, 77.58 
,78.49, 78.61, 97.60, 119.31, 128.46, 134.89, 134.94, 
142.07, 169.92, 170.47, 170.64, 170.70, 170.72. 
Масс-спектр MALDI, m/z: 1191.423 [M  +  Na]+, 
вычислено для C61H104N2NaO17S: 1191.695.

(N-{6-O-(2,3,6,2',3',4',6'-тетра-О-Ацетил- 
β-лактозилокси)гексил}-N-(rac-2,3-дитетра- 
децилоксипроп-1-ил)амид) 4-{3-[(N4,N9,N12-
трис-(трет-бутоксикарбонил))-12-амино-4,9-
диазадодециламинокарбонил]пропионамидо}- 
бензолсульфокислоты (VIa). К охлажденному  
до 4°С раствору 0.080 г (0.0535 ммоль) соедине- 
ния (Va) и 0.017 г (0.0342 ммоль) N1,N4,N9-три- 
трет-бутоксикарбонил-1,12-диамино-4,9-диаза- 
додекана в 6 мл ДМФА добавляли последовательно 
20 мкл (0.120 ммоль) N,N-диизопропилэтиламина, 
а через 10 мин по каплям вносили раствор 0.045 г 
(0.120  ммоль) HBTU в 2  мл ДМФА в течение 
1 ч. Через 2 ч к реакционной смеси добавляли 
8  мл CНCl3 и экстрагировали 3%-ным водным 
раствором HCl (3  ×  5  мл). Органическую фазу 
сушили (Na2SO4), фильтровали, растворитель 
удаляли в вакууме. Остаток хроматографировали 
на колонке с силикагелем, элюируя системой 
CНCl3–СH3OH (50 : 1). Выход соединения (VIa) 
составил 0.072 г (69%). 1Н-ЯМР: 0.81 (т, 6 Н, J 6.8, 
2 СН2СН3), 1.11–1.28 (м, 48 Н, 2 (СН2)11, (CH2)2), 
1.28–1.66 (м, 47  H, 3  CH2CH2O, 4  CH2CH2N, 
2 CH2CH2NH, 9 CH3), 1.89 (с, 3 H ), 1.91 (с, 3 H), 
1.97 (с, 6 H), 2.03 (с, 3 H), 2.07 (с, 3 H), 2.10 (с, 3 H, 
7 CH3CO), 2.56–2.75 (м, 4 H, NC(O)CH2CH2C(O)
N), 2.92–3.65 (м, 25 H, 6 CH2N, 2 CH2NH, 3 CH2O, 
CH2CH), 3.68–3.75 (м, 2 Н, Нab6'-Lac), 3.78–3.86  
(м, 1 Н, Н5'-Lac), 3.91–4.12 (м, 3 Н, H5-Lac, Hab6-
Lac,), 4.37 (д, 1 Н, J 7.8, Н-1' Lac), 4.41 (м, 1 Н, 
Н-4 Lac), 4.43 (д, 1 Н, J 7.8, Н-1 Lac), 4.79 (дд, 1 Н,  
J 7.8, 9.4, Н-2 Lac), 4.89 (дд, 1 Н, J 3.4, 10.3, Н-3' 
Lac), 5.03 (дд, 1 H, J 7.8, 10.3, H-2' Lac), 5.12 (т, 1 Н, 
J 9.4, Н-3 Lac), 5.29 (м, 1 Н, Н-4' Lac), 7.55–7.71 
(м, 4 H, Ar). 13C-ЯМР: 14.19, 20.58, 20.70, 22.76, 
25.50, 25.87, 25.96, 26.21, 26.51, 28.21, 28.54, 29.18, 
29.43, 29.59, 29.74, 30.21, 32.00, 49.75, 49.86, 50.03, 
60.93, 62.21, 62.49, 63.94, 64.58, 66.79, 69.28, 70.05, 
70.68, 70.78, 71.13, 71.82, 72.73, 73.00, 76.45, 78.29, 
100.67, 101.15, 110.84, 119.38, 128.43, 142.20, 
169.25, 170.18, 170.22, 170.44, 170.51, 171.22, 
171.95, 172.95. Масс-спектр MALDI, m/z: 1964.790 
[M  +  Na]+, вычислено для C98H168N6NaO30S: 
1964.142.
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(N-{6-O-(2,3,4,6-тетра-О-Ацетил-α-D-манно- 
пиранозилокси)гексил}-N-(rac-2,3-дитетра- 
децилоксипроп-1-ил)амид) 4-{3-[(N4,N9,N12-
триc-(трет-бутоксикарбонил))-12-амино-4,9-
диазадодециламинокарбонил]пропионамидо}- 
бензолсульфокислоты (VIb). Соединение (VIb) 
получали аналогично соединению (VIa), исходя 
из 0.177 г (0.151 ммоль) соединения (Vb) и 0.161 г 
(0.32  ммоль) N1,N4,N9-три-трет-бутоксикар- 
бонил-1,12-диамино-4,9-диазадодекана в 9.5  мл  
ДМФА, 37  мкл (0.32  ммоль) N,N-диизопропил- 
этиламина, раствора 161 мг (0.32 ммоль) HBTU 
в 2 мл ДМФА. Время реакции 5 ч. Система для 
колоночной хроматографии толуол–ацетон (20 : 1). 
Выход соединения (VIb) составил 0.126 г (50%). 
1Н-ЯМР: 0.81 (т, 6 H, J 6.7, 2 CH2CH3), 1.15–1.30 
(м, 48 H, 2 (CH2)11, CH2CH2), 1.30–1.66 (м, 47 H, 
3 CH2CH2O, 4 CH2CH2N, 2 CH2CH2NH, 9 CH3), 
1.91 (с, 3 H), 1.96 (с, 3 H), 2.02 (с, 3 H), 2.08 (с, 3 H, 
4 CH3CO), 2.58–2.74 (м, 4 H, NCOCH2CH2COO), 
2.96–3.28 (м, 4 H, CH2NCH2), 3.29–3.39 (м, 6 H, 
2  CH2CH2O, CH2O), 3.41–3.53 (м, 2  H, CHHaO, 
CH2CHCH2), 3.61 (дт, J 9.6, 6.4, 1  H, CHHbO), 
3.87–3.93 (м, 1 H, H5-Man), 4.04 (дд, 1 H, J 2.4, 
12.2, Ha6-Man), 4.22 (дд, 1 H, J 5.2, 12.2, Hb6-Man), 
4.73 (д, 1 H, J 1.6, H1-Man), 5.16 (дд, 1 H, J 1.6, 3.1, 
H2-Man), 5.19 (дд, 1 H, J 9.2, 9.8, H4-Man), 5.28 
(дд, 1 H, J 3.1, 9.8, H3-Man), 7.62–7.66 (м, 4 H, Ar), 
8.22 (уш с, 1 H, NH). 13C-ЯМР: 14.25, 20.88, 22.80, 
25.80, 26.58, 27.45, 27.71, 28.05, 29.13, 29.33, 30.24, 
31.62, 33.43, 36.02, 37.57, 38.73, 43.37, 43.99, 44.42, 
46.40, 46.95, 49.77, 49.99, 62.62, 66.30, 68.44, 68.48, 
69.39, 69.76, 70.73, 71.84, 76.77, 77.58, 78.33, 78.58, 
80.15, 97.66, 111.05, 117.72, 119.26, 126.16, 126.97, 
128.45, 134.12, 142.52, 145.46, 156.22, 170.25, 
170.82. Масс-спектр, m/z: 1675.528 [M  +  Na]+, 
вычислено для C86H152N6NaO22S: 1676.058.

(N-{6-O-Лактозилокси)гексил}-N-(rac-2,3- 
дитетрадецилоксипроп-1-ил)амид)-4-{3-(12-
амино-4,9-диазадодециламинокарбонил)- 
пропионамидо}бензолсульфокислоты три- 
гидрохлорид (D2) .  К раствору 0 .053  г 
(0.0272 ммоль) соединения (VIa) в 1.7 мл CH2Cl2 
добавляли 0.162 мл (2.181 ммоль) трифторуксус- 
ной кислоты. Через 3  ч к реакционной смеси 
добавляли диэтиловый эфир, растворители уда- 
ляли в вакууме. К остатку добавляли 11.7  мл 
0.04  н. раствора метилата натрия в метаноле 
и выдерживали 4  ч. К реакционной смеси 
добавляли раствор 4 н. HCl в диоксане, пока 
значение pH смеси не достигнет 5. Растворители 
удаляли в вакууме, остаток хроматографировали 
на колонке с обращенно-фазовым силикагелем 
LiChroprer®RP-18 (Merck), элюируя системой 

метанол–0.1% водн. НСl (100  :  1). Выход 
соединения составил 0.103  г (64  %). 1Н-ЯМР 
(Py-d5): 0.79 (т, 6 Н, J 6.8, 2 СН2СН3), 1.02–1.41 
(м, 48 Н, 2  (СН2)11, (CH2)2), 1.41–1.61 (м, 16 H, 
3 CH2CH2O, CH2CH2N, 4 CH2CH2NH), 1.81–2.31 
(м, 4 H, NC(O)CH2CH2C(O)N), 2.51–3.61 (м, 25 Н, 
3  ОСН2, 2  NСН2, 5  NHСН2, NH2СН2, CH2CH), 
3.61–4.44 (м, 12  Н, H5-Lac, Н5'-Lac, Hab6-Lac, 
Нab6'-Lac, Н-1' Lac, Н-4 Lac, Н-1 Lac, Н-2 Lac, 
Н-3' Lac, Н-3 Lac), 4.55–4.67 (м, 1 H, H-2' Lac), 
4.81–4.99 (м, 1 Н, Н-4' Lac), 7.75–7.82 и 8.10–8.21 
(м, 4 Н, Ar). 13C-ЯМР: 14.84, 23.48, 24.28, 25.50, 
26.40, 27.29, 28.54, 30.16, 30.55, 30.72, 30.72, 31.23, 
33.63, 38.47, 46.04, 46.47, 48.05, 50.46, 62.32, 62.49, 
70.27, 70.40, 71.24, 72.28, 72.88, 75.25, 76.79, 
77.49, 78.72, 79.52, 82.04, 104.51, 105.80, 120.28, 
129.27, 134.58, 144.82, 172.96, 174.35. Масс-спектр 
MALDI, m/z: 1348.117 [M + H – 3HCl]+ вычислено 
для C69H131N6O17S: 1347.929.

(N-{6-O-α-D-Маннопиранозилокси)гексил}- 
N-(rac-2,3-дитетрадецилоксипроп-1-ил)амид)- 
4-{3-(12-амино-4,9-диазадодециламинокарбо- 
нил)пропионамидо}бензолсульфокислоты 
тригидрохлорид (D3). Соединение (D3) полу- 
чали аналогично соединению (D2), исходя из 
0.110 г (0.0666 ммоль) соединения (VIb) в 3.5 мл 
CH2Cl2, 0.400 мл (7.270 ммоль) трифторуксусной 
кислоты, времени реакции 4.5  ч, 23  мл 0.04  н. 
раствора метилата натрия в метаноле, времени 
реакции 5.5 ч. Растворители удаляли в вакууме, 
остаток хроматографировали на колонке с об- 
ращенно-фазовым силикагелем YMC-Gel ODS-
AQ 12S50 (YMC), элюируя системой метанол– 
вода (1 : 1 → 5 : 1). Растворитель удаляли в ваку- 
уме, остаток растворяли в 5 мл дистиллирован- 
ной воды и проводили диализ против воды с 
использованием диализной мембраны Spectra/
Por® 6 (Repligen, США). Выход соединения 
составил 0.041  г (55%). 1Н-ЯМР (Py-d5): 0.67  
(т, 6 H, J 6.7, 2 CH2CH3), 1.10 (с, 44 H, 2 (CH2)11), 
1.15–1.25 (м, 4 H, CH2CH2), 1.34–1.61 (м, 16 H, 
3 CH2CH2O, CH2CH2N, 4 CH2CH2NH), 1.81–2.31 
(м, 4 H, NC(O)CH2CH2C(O)N), 2.51–3.61 (м, 25 Н, 
3  ОСН2, 2  NСН2, 5  NHСН2, NH2СН2, CH2CH), 
3.61–4.57 (м, 1  H, H5-Man, H6-Man, H2-Man, 
H4-Man, H3-Man), 5.22 (д, 1 H, H(1) Man, J 1.2), 
7.75–7.91 (м, 2 H) и 8.05–8.15 (м, 2 H, Ar), 8.95–9.02 
(м, 1 H, NH), 11.05–11.45 (м, 1 H, NH). 13C-ЯМР: 
24.67, 25.75, 26.33, 27.65, 29.39, 29.62, 29.71, 
29.77, 30.46, 31.24, 31.89, 45.32, 46.75, 47.19, 61.93, 
66.91, 67.11, 67.99, 70.46, 71.50, 71.78, 72.32, 78.81, 
100.77, 119.43, 122.56, 123.92, 128.50, 134.00, 
135.98, 143.97, 148.84, 172.21, 173.78. Масс-спектр 
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MALDI, m/z: 1185.499 [M + H– 3HCl]+, вычислено 
для C63H121N6O12S: 1185.876.

Водные дисперсии катионных амфифилов. 
Водные дисперсии углеводсодержащих катион- 
ных амфифилов D1–D3 были получены в деиони- 
зированной воде (MilliQ) с концентрацией 1 мМ  
путем озвучивания на ультразвуковой бане (Ban- 
delin Sonorex Digitec DT 52H, Германия) в течение 
5 мин при 24°С.

Катионные липосомы. Катионные липосомы 
D1-DOPE, D2-DOPE и D3-DOPE получали методом 
гидратации липидной пленки и последующей 
обработки ультразвуком [32]. Навески соединений 
D1–D3 и липида-хелпера DOPE (Avanti Polar 
Lipids, США) растворяли в CНCl3. Полученные 
растворы смешивали в соотношении 1 : 1 (мольн.). 
Растворитель удаляли в вакууме водоструйного 
насоса, образовавшуюся липидную пленку сушили 
4 ч в вакууме масляного насоса (0.01 Торр). К 
сухой пленке добавляли необходимое количество 
деионизированной воды (MilliQ) (концентрация 
по амфифилам D1–D3 1 мM) и диспергировали 
при 60°С до полного отслоения пленки со стенок 
колбы. Образовавшуюся дисперсию обрабатывали 
на ультразвуковой бане (Bandelin Sonorex Digitec 
DT 52H, Германия) в течение 15 мин при 70°С 
для получения катионных липосом D1-DOPE, 
D2-DOPE и D3-DOPE, которые фильтровали 
через стерильный фильтр Chromafil CA-45/25 (S) 
(Macherey-Nagel, Германия) с размером пор 450 нм  
и хранили при 4°С.

Нуклеиновые кислоты. 25-Звенный олиго- 
дезоксирибонуклеотид 5'-TACAGTGGAATTGTA- 
TGCCTATTAT-3', содержащий на 5'-конце 
остаток FITC, синтезировали твердофазным фос- 
фитамидным методом и выделяли с помощью  
ВЭЖХ (ИХБФМ СО РАН). Чистота олигонуклео- 
тида, проанализированная электрофорезом в  
20%‑ном ПААГ в денатурирующих условиях,  
составляла 95–98%. Концентрацию олигонуклео- 
тида определяли на спектрофотометре BioMate 3  
(Termo Electron Corporation, США). В эксперимен- 
тах использовали пДНК pEGFP-C2 (Clontech,  
Германия), кодирующую зеленый флуоресцент- 
ный белок, и siРНК, направленную на мРНК  
EGFP, с последовательностью: 5′-GAACGGC- 
AUCAAGGUGAACTT-3′ (смысловая цепь) и 
5′-GUUCACCUUGAUGCCGUUCTT-3′ (анти- 
смысловая цепь), полученную в ИХБФМ СО РАН.

Комплексы нуклеиновых кислот с катион- 
ными амфифилами и катионными липосо- 
мами. Для трансфекции клеток НЕК 293 и BHK 
IR-780 растворы водных дисперсий D1–D3 или 
катионных липосом (25 мкл) и нуклеиновых кислот 

(25  мкл) в концентрациях, соответствующих 
необходимым соотношениям N/P, смешивали в 
среде Opti-MEM® (TermoFisher Scientific, США) 
и инкубировали в течение 20 мин при 24°С. 

Клеточные культуры. Клетки почки эмбриона 
человека HEK 293, фибробласты почки хомячка 
BHK были получены из банка клеточных культур 
Института цитологии РАН (Санкт-Петербург, 
Россия). Генетически модифицированные клетки 
BHK IR-780, экспрессирующие EGFP, любезно 
предоставлены проф. В.С. Прасоловым (Институт 
молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта 
РАН, Москва). 

Клетки HEK 293, BHK и BHK IR-780 куль- 
тивировали в среде DMEM в присутствии 10% 
FBS, 1%-ного раствора антибиотиков (100 ед./мл  
пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина и  
0.25 мкг/мл амфотерицина) в атмосфере 5% СО2  
при 37°С и регулярно пассировали для поддер- 
жания экспоненциального роста. 

Цитотоксичность. Относительное количество 
живых клеток после инкубации с катионными 
амфифилами или липосомами определяли с по- 
мощью МТТ-теста [39]. Клетки НЕК 293 и ВНК  
высаживали в 96-луночные планшеты (при плот- 
ности посадки 7.5 × 103 кл./лунку для НЕК 293 
и 3  ×  103 кл./лунку для ВНК), инкубировали с 
катионными амфифилами или липосомами (ко- 
нечная концентрация в лунке 1–80 мкМ) в тече- 
ние 4 ч в бессывороточных условиях. Затем до- 
бавляли FBS (до 10%) и инкубировали еще  
20 ч, добавляли раствор МТТ (бромид 3-(4,5- 
диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия) до 
конечной концентрации 0.5 мг/мл и дополнительно 
инкубировали клетки 3 ч. Культуральную среду 
удаляли, кристаллы формазана растворяли в 
100 мкл ДМСО на лунку и измеряли разницу 
оптической плотности раствора при 570 и 620 нм 
на планшетном спектрофотометре Multiscan RC 
(Labsystems, Финляндия). 

Жизнеспособность клеток НЕК 293 (при плот- 
ности посадки 5  ×  103 клеток на лунку) в при- 
сутствии 4, 8, 16, 32 и 64 мкМ липосом D2-DOPE 
контролировали в режиме реального времени на 
приборе xCELLigence (ACEA Biosciences, США) 
в течение 90 ч.

Трансфекция клеток. Клетки HEK 293 и BHK 
IR-780 высаживали в 24-луночные планшеты (при 
плотности посадки 2 × 105 кл./лунку HEK 293 для 
доставки FITC-ODN, 1.2 × 105 кл./лунку HEK 293 
для доставки пДНК и 0.1 × 105 кл./лунку для BHK 
IR-780 для доставки siРНК) и инкубировали в 
течение 24 ч. В день трансфекции культуральную 
среду заменяли на среду DMEM (200 мкл) с 10% 
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FBS (без антибиотиков). К клеткам добавляли 
комплексы FITC-ODN (1 мкМ в лунке), пДНК 
(2 мкг/мл в лунке) или siРНК (50 нМ в лунке) 
с амфифилами или катионными липосомами, 
сформированные при различных соотношениях 
N/P, и инкубировали в стандартных условиях 4 ч.  
В случае доставки FITC-ODN клетки анализи- 
ровали сразу после инкубации. В случае пДНК и 
siРНК культуральную среду заменяли на свежую 
DMEM с 10% FBS (500 мкл) и дополнительно 
инкубировали клетки при 37°С в течение 44 или 
68 ч соответственно. 

Проточная цитометрия. Для оценки эффек- 
тивности доставки FITC-ODN, пДНК и siРНК 
клетки HEK 293 и BHK IR-780 дважды промы- 
вали PBS, обрабатывали раствором трипсина 
в PBS (0.5 мг/мл) в течение 2 мин при 37°С 
для открепления клеток с поверхности лунки. 
Открепившиеся клетки суспендировали в среде 
DMEM с 10% FBS для ингибирования дальней- 
шего действия трипсина, переносили в пробирки 
и осаждали центрифугированием (Eppendorf 
MiniSpin, Eppendorf, Германия) при 200 g в течение 
10 мин. Супернатант убирали, клетки дважды 
промывали PBS и фиксировали 2%-ным раство- 
ром формальдегида в PBS (600 мкл). Количество 
трансфицированных клеток и среднее значение 
интенсивности флуоресценции в клеточной по- 
пуляции измеряли на цитофлуориметре NovoCyte 
3000 (ACEA Biosciences, США) и Cytomics FC500 
(Beckman Coulter, США). В каждом образце 
анализировали не менее 20 тыс. клеток. Все 
экспериментальные точки были получены в ре- 
зультате трех независимых экспериментов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Синтезированы новые катионные амфифилы, 

содержащие остатки лактозы или D-маннозы. На 
основе полученных соединений и липида-хелпера 
DOPE были сформированы катионные липосомы, 
изучена их цитотоксичность и проведена оценка 
способности доставлять различные нуклеиновые 
кислоты в эукариотические клетки. 

Углеводсодержащие катионные амфифилы D1–
D3 независимо от структуры углеводного фраг- 
мента эффективно доставляли короткий флуо- 
ресцеин-меченный олигонуклеотид (FITC-ODN) в 
клетки HEK 293 в присутствии сыворотки крови  
(рис. 3), в то время как эффективная доставка 
плазмидной ДНК достигалась только в бессыво- 
роточных условиях (рис. 5а, 5б). Доставка ко- 
роткой siРНК амфифилами D1–D3 также была  
малоэффективной, снижение уровня экспрес- 
сии белка на 40% наблюдалось только для 

лактозилсодержащего амфифила D2 в отсутст- 
вие сыворотки в клеточной среде (рис. 7а). 
Добавление 10% FBS приводило к резкому 
снижению эффективности доставки плазмидной 
ДНК и siРНК (рис. 5 и 7). Известно, что не- 
которые липосомальные системы доставки 
неэффективны при проведении трансфекции 
клеток в присутствии сыворотки крови, что 
связано с взаимодействием липоплексов с ее 
компонентами [33, 34], увеличением их размера 
[40], перезарядкой поверхностного потенциала 
и, как следствие, снижением взаимодействия с 
отрицательно заряженной клеточной мембраной. 
Белковая “корона” [41] может по-разному влиять 
на эффективность трансфекции. Так, было 
показано, что она не изменяет эффективность 
наночастиц на основе ионизируемых липидов, 
но увеличивает время трансфекции Lipofectamine 
2000 и снижает его эффективность [42]. 

Среди катионных липосом, полученных на  
основе углеводсодержащих катионных амфи- 
филов, наиболее перспективной следует считать 
композицию D2-DOPE, содержащую амфифил  
D2 с остатком лактозы, которая оказалась неток- 
сичной для клеток НЕК 293 и BHK. При этом 
данные липосомы не подходят для трансфекции 
клеток плазмидной ДНК (рис. 6), однако 
эффективно доставляют короткие НК (FITC- 
ODN и siРНК) как в отсутствие, так и в присут- 
ствии сыворотки в культуральной среде (рис. 4, 
7в, 7г). 

Таким образом, полученные углевод-содер- 
жащие катионные амфифилы, как в индивидуаль- 
ном состоянии, так и в составе катионных ли- 
посом, являются перспективными средствами 
доставки коротких нуклеиновых кислот для 
дальнейшей разработки генно-терапевтических 
препаратов. 
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ВВЕДЕНИЕ

В качестве одной из главных причин повсе- 
местного роста в последние десятилетия час- 
тоты встречаемости заболеваний, связанных с  
продукцией IgE на безвредные антигены, на- 

зывают рост содержания аэрополлютантов в 
воздухе мегаполисов и промышленно развитых 
регионов [1]. Наибольшее внимание при этом 
уделяют частицам – продуктам неполного сго- 
рания дизельного топлива [2–4]. Данные час- 
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Несмотря на достаточно большое количество работ, посвященных поиску механизмов формирования 
IgE-продуцирующих В-лимфоцитов, вопрос об относительном вкладе В-лимфоцитов герминальных 
центров и экстрафолликулярных фокусов в этот процесс еще остается дискуссионным. Особенно 
актуально изучение механизмов стимуляции аллергического иммунного ответа под действием 
аэрополлютантов. Целью работы было изучить связь адъювантного воздействия аэрополлютанта 
бензо(а)пирена (BaP) на продукцию специфического IgE в новой низкодозовой модели аллергии  
с изменением субпопуляционного состава В-лимфоцитов в ткани места иммунизации и вторичных 
лимфоидных органах. Мышей линии BALB/c иммунизировали интраназально в течение 9 недель 
низкой (0.3 мкг) дозой антигена овальбумина. Части животных вместе с антигеном вводили BaP  
в дозе 4 нг. Животных забивали на разные сроки (3 и 9 недель), проводили забор крови и анализировали 
субпопуляционный состав В-лимфоцитов и плазматических клеток методом проточной цитометрии. 
BaP достоверно стимулировал продукцию аллерген-специфического IgG1 на раннем (3 недели) 
сроке и аллерген-специфического IgE на позднем (9 недель) сроке, а также повышал содержание 
В-лимфоцитов фенотипа герминальных центров CD19+CD38–CD95+B220+ и их предшественников 
CD19+CD38+CD95+B220+ в селезенке на раннем и позднем сроках, но не в легких и не в региональных 
лимфатических узлах. Под действием BaP также повышалось содержание экстрафолликулярных 
плазмабластов фенотипов CD19+CD38–CD95+B220– и CD19+CD38+CD95+B220+ в селезенке на раннем 
сроке и в ткани легких на позднем сроке. В селезенке BaP повышал содержание CD138+CD19–B220+ 
и CD138+CD19–B220– зрелых плазматических клеток, а в региональных лимфоузлах – содержание 
CD138+CD19+B220– незрелых плазматических клеток на позднем сроке. Адъювантное действие BaP 
на продукцию специфического IgE был в большей степени связан со стимуляцией формирования 
герминальных центров в селезенке и с экстрафолликулярной активацией В-лимфоцитов в ткани 
легких.

Ключевые слова: IgE, бензо(а)пирен, гуморальный ответ, герминальные центры, экстрафолликулярный 
ответ, плазматические клетки
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тицы обычно имеют размер ~0.1–2.5 мкм и сос- 
тоят из углеродного ядра, на котором адсор- 
бированы различные углеводороды, в том числе  
полициклические ароматические углеводороды  
(ПАУ), их полихлорированные и нитропроиз- 
водные, тяжелые металлы и т.д. [2, 5]. Именно ПАУ –  
один из основных действующих токсических ком- 
понентов подобных частиц, обусловливающих их 
сильный адъювантное действие на формирование 
2-го типа иммунного ответа и аллергического вос- 
паления [6–10]. Было установлено, что введение 
животным прототипного ПАУ бензо(а)пирена 
способно запускать формирование аллергического 
воспаления, причем в этих работах было доста- 
точно пикомолярного количества данного пол- 
лютанта [11–13]. 

Для разработки новых методов этиотропной 
терапии IgE-зависимых патологий, в том числе 
вызываемых аэрополлютантами, необходимо 
точное знание о связи формирования продукции 
специфического IgE с активацией различных 
субпопуляций В-лимфоцитов. К сожалению, 
несмотря на достаточно большое количество 
работ, посвященных этому вопросу, он еще 
остается дискуссионным. Результаты сильно 
зависят от дизайна клинического исследования 
и используемой модели лабораторных живот- 
ных. Согласно классической точке зрения, фор- 
мирование В-лимфоцитов и плазматических кле- 
ток, экспрессирующих B-клеточный рецептор 
и(или) секретирующих антитела, отличные от изо- 
типов IgM и IgD, происходит в герминальных 
центрах [14]. Однако в работах начала 2010-х гг.  
выяснилось, что IgE+ B-лимфоциты, появляю- 
щиеся в герминальных центрах на ранних ста- 
диях формирования данных структур, быстро 
исчезают оттуда по мере их созревания, поскольку 
происходит быстрая дифференцировка подоб- 
ных клеток в плазматические клетки [15] либо их 
апоптоз [16]. Действительно, мастер-регулятором 
развития герминальных центров и фактором, 
обеспечивающим выживаемость В-лимфоцитов 
в этих структурах, является транскрипционный 
репрессор Bcl6 [17]. Однако этот фактор одно- 
временно подавляет переключение на IgE, в  
особенности прямое, с изотипа IgM [18]. Вслед- 
ствие неравного распределения этого фактора 
между разными дочерними клетками при делении 
центробластов герминального центра некоторые 
клетки могут получать меньшее количество 

этого фактора [19]. Однако они, очевидно, 
будут также подвержены апоптозу или выходу 
из реакции герминального центра. Ряд работ 
показывает, что хотя герминальные центры и 
нужны для получения высокоаффинных антител 
в ходе соматического гипермутагенеза, само 
переключение изотипов может происходить 
и в клетках-предшественниках герминальных 
центров или в экстрафолликулярных фокусах 
[20, 21]. Действительно, большинство последних 
клинических данных показывает, что локальное 
переключение изотипов на IgE связано именно 
с экстрафолликулярным В-клеточным ответом 
[22–24]. Кроме того, исследование клеточного 
транскриптома IgE+ плазматических клеток по- 
казало их сходство в большей степени с не пол- 
ностью зрелыми короткоживущими плазмаблас- 
тами экстрафолликулярного ответа [25]. Длитель- 
ную персистенцию IgE в организме больных объяс- 
няют в таких случаях постоянным появлением 
новых IgE+-клеток из IgG1

+-клеток (IgG4 у человека) 
в ходе последовательного переключения изотипов 
[26, 27], которое может и не сопровождаться 
появлением новых герминальных центров. 

С другой стороны, имеются и прямо противо- 
положные данные, например, на клетках ex vivo, 
согласно которым именно клетки герминальных 
центров склонны к переключению на синтез IgE 
[28, 29]. Клонирование В-клеточного рецептора 
изотипа IgE из клеток, выделенных их организма 
больных пищевой аллергией, показало их вы- 
сокую аффинность [30], что указывает в пользу 
их происхождения в реакции герминального 
центра. Некоторые новые данные на модели 
с использованием лабораторных животных 
показали, что формирование высокоаффинных 
анафилактогенных IgE-антител происходит в 
ходе реакции герминального центра [31]. Также 
показана возможность формирования длительно 
персистирующих плазматических клеток при 
хроническом попадании антигена в организм 
через барьерный эпителий [32]. Это может 
свидетельствовать о роли герминальных центров 
в процессе, поскольку именно эти структуры 
связывают с формированием долгоживущих 
плазматических клеток [30]. 

Прямое изучение IgE+ В-лимфоцитов затруд- 
нено как в связи с их малочисленностью, так и 
с наличием на поверхности большинства IgE+  
В-лимфоцитов рецептора к растворимому IgE, 
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что затрудняет детекцию “истинных” IgE+ B-лим- 
фоцитов [26]. В этой связи важную роль приоб- 
ретают косвенные методики, например, анализ 
связи продукции IgE с содержанием разных В-кле- 
точных субпопуляций.

На сегодняшний день в литературе нет ин- 
формации об исследованиях, в которых анали- 
зировалась бы связь продукции IgE, индуцируемой 
аэрополлютантами, с содержанием разных В-лим- 
фоцитарных субпопуляций локально, в месте 
попадания аллергена, и системно, во вторичных 
лимфоидных органах. Целью настоящей работы 
было по возможности устранить данный пробел 
и определить связь адъювантного эффекта BaP  
с содержанием различных В-клеточных субпо- 
пуляций в месте попадания аллергена (ткани 
легких), лимфатических узлах и селезенке. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно литературным данным, BaP как 
основной действующий компонент ЧДТ способен 
самостоятельно вызывать индукцию локального 
аллергического воспаления и продукцию аллер- 

ген-специфических антител [11–13]. В ходе дан- 
ной работы нами было произведено многократное, 
дважды в неделю в течение 9 недель, интра- 
назальное введение модельного антигена OVA в 
низкой (0.3 мкг) дозе в отсутствие и в присутствии 
4 нг BaP. Действительно, согласно представленным 
на рис. 1 и табл. 1 данным, продукция OVA-
специфических антител достоверно усиливалась 
под воздействием BaP. Продукция аллерген-
специфических IgE формировалась только на  
позднем сроке (63-и сутки) и только при совмест- 
ном введении антигена и BaP. В отсутствие поллю- 
танта формирование продукции специфического 
IgE не отмечалось при сравнении с интактной 
группой (рис. 1а). В то же время продукция спе- 
цифического IgG1 под действием BaP на позднем 
сроке формировалась со схожей интенсивностью 
в группах, иммунизированных как в присутст- 
вии BaP, так и без него. Однако на раннем сроке 
было отмечено достоверное стимулирующее воз- 
действие BaP на продукцию антител данного суб- 
класса (рис. 1б).

Рис. 1. Гуморальный ответ у мышей линии BALB/c на ранний и поздний срок. Титры специфических антител класса 
IgE (а) и IgG1 (б) у мышей линии BALB/c – интактных (Инт) или иммунизированных интраназально антигеном 
овальбумином (OVA) без бензо(а)пирена либо овальбумином с бензо(а)пиреном (OVA + BaP) в указанные сроки.  
* p < 0.05, ** p < 0.01 – достоверности отличий указанной группы от интактной группы; # p < 0.05, ## p < 0.01 – 
достоверности отличий между группами, иммунизированными с ВаР и без него.

Таблица 1. Титры специфических IgE и IgG1 антител у животных после иммунизации антигеном OVA в отсутствии 
стимулов и в присутствии бензо(а)пирена

Срок иммунизации, дни Группа, протокол Титры IgE Титры IgG1

0 Интактные 150 ± 15 110 ± 60

21
OVA 180 ± 30 180 ± 110

OVA + BaP 390 ± 180 1500 ± 700*, #

63
OVA 120 ± 20 1000 ± 500**

OVA + BaP 800 ± 300**, ## 1400 ± 700**

*/** p < 0.05/0.01 (достоверности отличий между указанной группой и интактными животными).
#/## p < 0.05/0.01 (достоверности отличий между указанной группой, иммунизируемой с BaP, и аналогичной группой без BaP).

(а) (б)
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Для выявления связи адъювантного эффекта 
поллютанта с различными механизмами В-лимфо- 
цитарной активации (герминальные центры или 
экстрафолликулярный ответ) была проведена 
проточная цитометрия образцов клеток, взятых  
из ткани легких, региональных лимфатических 
узлов и селезенки. Анализ субпопуляций осу- 
ществляли по схеме, представленной на рис. 2. 
Согласно полученным данным, интраназальное 
введение антигена увеличивало содержание 
клеток B220+CD38+CD95+ в CD19+ В-лимфоцитах 
легких на позднем сроке (63-и сутки) (рис. 3а). Эти 
клетки представляли собой предшественников 
герминальных центров [33]. Несмотря на это, 
содержание В-лимфоцитов герминальных центров 
фенотипа B220+CD38–CD95+ в В-лимфоцитах 
легких, напротив, снижалось. BaP не оказывал 
влияния на процентное соотношение данных 
субпопуляций В-лимфоцитов в легких. Содержание 
В-лимфоцитов – предшественников герминальных 
центров – достоверно возрастало под действием 

антигена также на раннем сроке (21-е сутки) в 
региональных лимфатических узлах. При этом BaP 
достоверно оказывал сильный стимулирующее 
воздействие на накопление В-лимфоцитов – 
предшественников герминальных центров в се- 
лезенке на раннем и позднем сроках, но не в ре- 
гиональных лимфатических узлах (рис. 3б, 3в). 
В региональных лимфатических узлах отмечали 
небольшое, но достоверное, снижение содержания 
В-лимфоцитов фенотипа герминального центра 
на раннем сроке в группе, иммунизированной 
с BaP (рис. 3д). Интраназальное введение анти- 
гена без BaP стимулировало небольшое досто- 
верное накопление В-лимфоцитов фенотипа гер- 
минальных центров в селезенке. Однако введе- 
ние BaP с антигеном значительно усиливало это  
накопление (рис. 3е). Хотя наибольшей интен- 
сивности эффект BaP + достигал на позднем 
сроке (содержание В-лимфоцитов фенотипа гер- 
минальных центров под действием поллютанта 
увеличивалось приблизительно на порядок), 

Рис. 2. Стратегия анализа субпопуляций В-лимфоцитов и плазматических клеток. Цифрами обозначены следующие 
субпопуляции, упомянутые в статье: I – лимфоидные клетки в целом; II – единичные клетки; III – живые клетки; 
IV – CD138+CD19–B220+ зрелые плазматические клетки; V – CD138+CD19–B220– зрелые плазматические клетки; 
VI – CD138+CD19+B220+ плазмабласты; VII – CD138+CD19+B220–CD19+ незрелые плазматические клетки; VIII –  
CD38–CD95+B220–CD19+ активированные плазмабласты экстрафолликулярного ответа; IX – CD38+CD95+B220–

CD19+ активированные плазмабласты экстрафолликулярного ответа; X – CD38–СD95+B220+CD19+ В-лимфоциты 
герминальных центров; XI – CD38+СD95+B220+CD19+ предшественники В-лимфоцитов герминального центра.
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эффект был достоверен и в образцах, взятых 
от мышей на раннем сроке. Аналогичная си- 
туация наблюдалась и в случае В-лимфоцитов –  
предшественников герминальных центров, от- 
личавшихся сохранявшейся экспрессией CD38 
(рис. 3в, 3е). Таким образом, имеется связь между  
влиянием BaP на продукцию антител и накоп- 
лением клеток герминальных центров и их пред- 
шественников в региональных лимфоузлах и лег- 
ких.

Интраназальное введение антигена в отсутствие 
дополнительных стимулов не оказывало влияния 
на изменение субпопуляционного состава и со- 
держания активированных CD38–CD95+B220– и 
CD38+CD95+B220– плазмабластов [34] в общем 
пуле В-лимфоцитов легких (рис. 4а, 4г). Введение 
OVA достоверно повышало содержание этих 
клеток в региональных лимфатических узлах в  
образцах, взятых от животных на раннем сроке 
(рис. 4б, 4д). Кроме того, наблюдали достовер- 
ное увеличение содержания CD38–CD95+B220– 
плазмабластов на раннем и позднем сроках им- 

мунизации в селезенке под действием антигена. 
В отношении CD38+CD95+B220+ плазмабластов 
селезенки подобное наблюдали на раннем сроке  
(рис. 4в, 4е). Введение BaP достоверно и за- 
метно (в ~2–3 раза) повышало содержание суб- 
популяций активированных плазмабластов в 
селезенке, но не региональных лимфатических 
узлах, на раннем сроке (рис. 4в, 4е). В образцах 
легких, взятых у мышей на позднем сроке, когда  
происходило формирование продукции IgE, наб- 
людали повышение содержания активированных 
плазмабластов в ткани легких, которое было дос- 
товерно для CD38–CD95+B220– субпопуляции 
(рис. 4а, 4г). Хотя поллютант не оказал значи- 
тельного влияния на накопление субпопуляций 
CD38+CD95+B220– плазмабластов в региональных 
лимфоузлах по сравнению с группами мышей,  
иммунизированных без него, именно в группах 
с поллютантом сохранилось их повышенное со- 
держание, наблюдавшееся на всех сроках им- 
мунизации по сравнению с интактными живот- 
ными (рис. 4б). Полученные данные указывают на 

–

Рис. 3. Содержание субпопуляций фолликулярно активированных В-лимфоцитов у мышей на разные сроки. Доля 
В-лимфоцитов – предшественников клеток герминального центра CD38+CD95+B220+CD19+ (а–в) и собственно 
В-лимфоцитов герминального центра CD38–CD95+B220+CD19+ (г–е) в CD19+ В-лимфоцитах ткани легких (а, г), 
региональных лимфатических узлов (б, д) и селезенки (в, е) у иммунизированных мышей в указанные сроки. * p < 0.05, 
** p < 0.01 – достоверности отличий указанной группы от интактной группы; # p < 0.05, ## p < 0.01 – достоверности 
отличий между группами, иммунизированными с ВаР и без него.

(а) (б) (в)

(г) (д) (е)
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связь адъювантного воздействия BaP на продук- 
цию специфического IgE, сформировавшуюся на 
позднем сроке, с накоплением экстрафолликулярно 
активированных плазмабластов локально, в ткани  
легких. Также существовала связь между адъювант- 
ным влиянием на продукцию специфического 
IgG1 на раннем сроке иммунизации с усилением 
накопления под влиянием BaP экстрафолликулярно 
активированных плазмабластов в селезенке на том 
же сроке.

Часть субпопуляции плазматических клеток 
даже после “созревания” и утраты экспрессии 
CD19 продолжает экспрессировать маркер B220,  
отличия плазматических клеток B220+ от B220– 
пока не полностью понятны [35]. По ряду данных,  
фракция B220–CD138+ плазматических клеток 
включает в себя больше долгоживущих плазма- 
тических клеток, чем B220+ [36]. Под действием 
антигена происходило снижение содержания 
CD19–CD138+B220+ зрелых плазматических кле- 
ток в ткани легких и в региональных лимфати- 
ческих узлах на позднем сроке (рис. 5а, 5б). На- 

против, антиген индуцировал накопление этой  
субпопуляции зрелых плазматических клеток в 
селезенке на обоих сроках, причем на позднем 
сроке процесс стимулировался BaP (рис. 5в). В 
отношении субпопуляции CD19–CD138+B220–, 
которую с осторожностью можно назвать более  
долгоживущей субпопуляцией зрелых плазмати- 
ческих клеток, чем предыдущая, закономерности 
были во многом сходны. Антиген уменьшал их 
содержание на позднем сроке в ткани легких и 
региональных лимфоузлах. Однако на раннем 
сроке в этих органах наблюдали рост их содержания 
(рис. 5г, 5д). Как и в прошлом случае, антиген 
стимулировал накопление данных субпопуляций 
в селезенке на раннем сроке, а на позднем сроке 
BaP усиливал этот процесс (рис. 5е).

Лимфоциты фенотипа CD138+CD19+B220+ 
соответствуют по фенотипу терминально диф- 
ференцированным, но способным к делению ко- 
роткоживущим плазмабластам, формируемым 
в экстрафолликулярных фокусах [37]. Согласно 
полученным данным, под воздействием антигена 

–

– –

Рис. 4. Содержание субпопуляций экстрафолликулярно активированных В-лимфоцитов у мышей на разные сроки. 
Доля различных субпопуляций экстрафолликулярно активированных В-лимфоцитов – CD38+CD95+B220–CD19+ 
(а–в) и CD38–CD95+B220–CD19+ (г–е) в CD19+ В-лимфоцитах ткани легких (а, г), региональных лимфатических 
узлов (б, д) и селезенки (в, е) у иммунизированных мышей в указанные сроки. * p < 0.05, ** p < 0.01 – достоверности 
отличий указанной группы от интактной группы; # p < 0.05, ## p < 0.01 – достоверности различий между группами, 
иммунизированными с ВаР и без него.

(а) (б) (в)

(г) (д) (е)
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происходит увеличение содержания плазмаблас- 
тов фенотипа CD138+CD19+B220+ в клетках регио- 
нальных лимфатических узлов и селезенки на 
раннем сроке, которое при более длительной им- 
мунизации снижается, оставаясь выше уровня у 
интактных мышей, в случае с селезенкой (рис. 6в),  
или ниже, в случае с региональными лимфоузлами 
(рис. 6б). Подобного роста не наблюдается в случае  
с образцами ткани легких (рис. 6а, 6г). Интересно, 
что нами была также обнаружена субпопуляция 
CD138+CD19+B220– незрелых плазматических кле- 
ток. Введение антигена усиливает их накопление 
в региональных лимфатических узлах и селезенке 
в основном на раннем сроке (рис. 6е). Введение 
ВаР несколько снижало антиген-индуцированное 
накопление плазмобластов и в селезенке, и в лим- 
фоузлах. При этом на позднем сроке BaP уси- 
ливал накопление данной субпопуляции только  
в региональных лимфатических узлах (рис. 6д, 6е).  
В ткани легких в группе, иммунизированной 
антигеном и BaP, наблюдали содержание этих  
клеток на раннем сроке, а в группе, иммунизиро- 
ванной антигеном без BaP, – на позднем сроке 

(рис. 6г). Воздействие BaP на продукцию специ- 
фического IgE, таким образом, было связано как с  
влиянием на накопление к позднему сроку субпо- 
пуляций зрелых CD19–CD138+ плазматических кле- 
ток в селезенке, так и с накоплением незрелых плаз- 
матических клеток фенотипа CD19+CD138+B220–  
региональных лимфоузлов.

В нашей прошлой работе нами было уста- 
новлено, что ЧДТ способны индуцировать про- 
дукцию специфического IgE при введении как 
с высокими, так и с низкими дозами антигена 
[38]. В настоящей работе нами получены данные, 
согласно которым BaP, прототипный ПАУ, также 
стимулировал продукцию специфического IgE  
(на позднем сроке) и IgG1 (на более раннем сроке) 
при интраназальном введении с антигеном. Это 
вполне согласуется с работами, согласно которым 
именно ПАУ – основные действующие компоненты 
ЧДТ (частиц дизельного топлива) [6–10], и их 
введение самих по себе способно стимулировать 
локальное аллергическое воспаление [11–13]. 

–

– –

Рис. 5. Содержание субпопуляций зрелых плазматических клеток у мышей на разные сроки. Доля субпопуляций 
зрелых CD138+CD19– плазматических клеток, имеющих высокий (а–в) и низкий (г–е) уровень экспрессии B220 
в живых лимфоидных клетках ткани легких (а, г), региональных лимфатических узлов (б, д) и селезенки (в, е) у 
иммунизированных мышей в указанные сроки. * p < 0.05, ** p < 0.01 – достоверности отличий указанной группы от 
интактной группы; # p < 0.05, ## p < 0.01 – достоверности отличий между группами, иммунизированными с ВаР и без него.

(а) (б) (в)

(г) (д) (е)
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В ряде работ [22–24, 39] была показана важная 
роль локального переключения изотипов в продук- 
ции специфического IgE у больных с астмой и аллер- 
гическим ринитом. В данной работе удалось устано- 
вить, что под действием BaP наблюдается накоп- 
ление на позднем сроке CD38–CD95+B220–CD19+  
экстрафолликулярно активированных В-лимфо- 
цитов в легких, но не во вторичных лимфоидных ор- 
ганах. В нашей прошлой работе [40] было выд- 
винуто предположение, что эти лимфоциты, напо- 
минающие своим фенотипом клетки герми- 
нального центра, представляют собой экстра- 
фолликулярно активированные плазмабласты, 
взаимодействующие с экстрафолликулярными 
Т-хелперами. В результате активации CD40- 
рецептора на В-лимфоцитах происходит подъем  
уровня экспрессии CD95 [41], а снижение уровня  
экспрессии CD38 может свидетельствовать об их  
дифференцировке в зрелые плазматические 
клетки [42]. Сочетание поверхностной экспрес- 
сии CD19 с отсутствием поверхностной экспрес- 
сии B220 и CD138 указывает тем не менее на 
природу этих клеток как ранних плазмаблас- 

тов [33]. Однако в данном случае связь про- 
дукции специфического IgE этой субпопуля- 
цией экстрафолликулярно активированных плаз- 
мабластов вызывает сомнение, поскольку про- 
дукция специфического IgE на позднем сроке не 
была связана с накоплением в ткани легких зрелых 
CD138+CD19– плазматических клеток, что может 
свидетельствовать о неблагоприятных условиях 
для их формирования в ткани. Несмотря на то 
что антиген индуцировал накопление в ткани 
легких CD38+CD95+B220+CD19+ B-лимфоцитов, 
являющихся по фенотипу предшественниками 
герминальных центров [34], накопление В-клеток 
собственно герминальных центров (CD38–CD95+ 

B220+CD19+) не происходило, и ВаР никак не  
влиял на этот процесс. Это согласуется с дан- 
ными нашей прошлой работы, в которой ВаР 
стимулировал локальное переключение в легких, 
активируя экстрафолликулярный иммунный ответ, 
но не формирование герминальных центров [38]. 

Согласно данным настоящей работы, влияние 
BaP на субпопуляционный состав В-лимфоцитов 
проявляется в основном в селезенке. Введе- 

–

(а) (б) (в)

(г) (д) (е)

Рис. 6. Содержание субпопуляций незрелых плазматических клеток у мышей на разные сроки. Доля субпопуляций 
незрелых CD138+CD19+ плазматических клеток, имеющих высокий (а–в) и низкий (г–е) уровень экспрессии B220 
в живых лимфоидных клетках ткани легких (а, г), региональных лимфатических узлов (б, д) и селезенки (в, е) у 
иммунизированных мышей в указанные сроки. * p < 0.05, ** p < 0.01 – достоверности отличий указанной группы от 
интактной группы; # p < 0.05, ## p < 0.01 – достоверности отличий между группами, иммунизированными с ВаР и без него.
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ние антигена стимулировало накопление В-лим- 
фоцитов фенотипа герминального центра CD38–

CD95+B220+CD19+ в селезенке. Аэрополлютант 
BaP значительно и достоверно увеличивал их 
содержание как на раннем, так и на позднем сроке, 
а также увеличивал содержание предшественников 
В-лимфоцитов фенотипа герминального центра  
CD38+CD95+B220+CD19+. Именно в селезенке 
происходило увеличение процентного содержания 
CD138+CD19– зрелых плазматических клеток, в 
региональных лимфатических узлах происходило 
только накопление одной из субпопуляций незре- 
лых плазматических клеток (CD138+CD19+B220–). 
Данные о накоплении зрелых плазматических 
клеток параллельно с накоплением В-лимфоцитов 
герминального центра позволяют предположить, 
что основные события, связанные с адъювантным 
влиянием поллютанта на продукцию IgE, проис- 
ходят в селезенке (а не в ткани легких, где усиление  
накопления плазматических клеток под действием 
BaP не наблюдалось). Хотя введение антигена при- 
водило к накоплению в региональных лимфоузлах 
некоторых субпопуляций активированных В-лим- 
фоцитов, этот процесс не был связан с адъювант- 
ным эффектом BaP. Полученные данные нахо- 
дятся в противоречии с рядом литературных дан- 
ных, согласно которым вводимый интраназально 
антиген сначала транспортируется в лимфати- 
ческие узлы и лишь затем переносится в селезенку 
как с помощью дендритных клеток [43, 44], так 
и В-лимфоцитов [45]. С другой стороны, наши 
данные согласуются с результатами работы, в  
которой В-клетки переносили антиген из легких 
одновременно как в дренирующие легкие лим- 
фатические узлы, так и в селезенку [46]. Это про- 
исходит в том случае, если В-лимфоциты пере- 
носят антиген на своих В-клеточных рецепторах, 
имеющих к нему низкое сродство [46]. В таком  
случае должна иметь место миграция В-лимфо- 
цитов из ткани легких в селезенку. Косвенно это 
подтверждается уменьшением под действием 
антигена содержания в легких В-лимфоцитов 
фенотипа герминального центра. Действительно, 
можно предположить, что именно В-лимфоциты 
играют основную роль на ранних стадиях как 
клетки, первые воспринимающие антиген [47] 
и иногда переносящие его из легких в дру- 
гие органы, что было отмечено в ряде работ [45, 
46, 48], особенно если использовали низкие дозы 
антигена [47]. Другое объяснение селективности 
эффекта поллютанта в отношении накопления 

зрелых плазматических клеток и клеток фенотипа 
герминальных центров именно в селезенке может  
объясняться наличием там особых субпопуляций 
цитокин-продуцирующих и антиген-презенти- 
рующих клеток. Так, в условиях воспалительной 
реакции в селезенке могут формироваться осо- 
бые CD11b+Gr1+ миелоидные клетки, которые 
стимулируют формирование долгоживущих 
плазматических клеток [49], в свою очередь, спо- 
собных стимулировать дифференцировку Т-фол- 
ликулярных хелперов [50] и, следовательно, 
герминальных центров. Однако пока это описано 
только в условиях аутоиммунной патологии. 
Имеют ли данные процессы место в настоящей 
модели, предстоит выяснить в дальнейших 
работах.

С другой стороны, имеются также данные о  
том, что антиген из легких в селезенку могут дос- 
тавлять и дендритные клетки [51]. Роль В-лим- 
фоцитов и дендритных клеток в переносе антигена 
в селезенку также еще предстоит выяснить в 
следующих работах.

Исходя из данных нашей работы, эффект BaP 
мог быть связан как с накоплением В-лимфоцитов 
фенотипа герминальных центров (селезенка), 
так и с экстафолликулярной активацией (легкие). 
Однако, поскольку эффект BaP в первом случае 
проявлялся как на раннем, так и на позднем сроке 
и имел место в отношении двух субпопуляций, а не 
одной, первое предположение более достоверно. 
Под действием антигена в отсутствие BaP 
происходило накопление как CD38–CD95+B220–, 
так и CD38+CD95+B220+ плазмабластов, а BaP на 
21-е сутки усиливал их содержание в селезенке. 
Все же влияние на их количество на позднем 
сроке (63-и сутки) в центральных лимфоидных 
органах, когда непосредственно происходила 
достоверная продукция IgE, поллютант не ока- 
зывал. Поэтому исходя из кинетики продукции  
антител логичнее предположить, что действие 
BaP на экстрафолликулярную активацию В-лим- 
фоцитов было скорее связано с его адъювантным 
воздействием на продукцию специфического 
IgG1 на раннем сроке. Такая точка зрения кос- 
венно подтверждалась стимулирующим влиянием 
BaP преимущественно на накопление зрелых 
плазматических клеток, формирующихся в гер- 
минальном центре [14], но не незрелых плазма- 
бластов экстрафолликулярного ответа. Связь BaP  
с некоторым накоплением на позднем сроке экстра- 
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фолликулярно активированных плазмабластов 
в легких, но не в других органах, выглядит сом- 
нительно еще и в связи с отсутствием связанного 
с этим накопления в ткани легких плазматических 
клеток. Надо полагать, что условия для их 
формирования и(или) персистенции в легких были 
неблагоприятны.

Полученные результаты согласуются с рядом  
литературных данных, согласно которым формиро- 
вание продукции IgE так или иначе связано с 
реакцией герминальных центров [28, 29, 31], и 
вступают в противоречие с рядом клинических 
работ и с нашими собственными данными, полу- 
ченными ранее на модели с использованием им- 
мунизации в область холки, подкожная жировая 
клетчатка которой богата тканеассоциирован- 
ными лимфоидными кластерами [22–24]. В той 
работе нами был показан преимущественно 
локальный характер ранних стадий аллергическ- 
ого иммунного ответа и его связь с экстрафол- 
ликулярной В- и Т-клеточной активацией [40]. 
Однако, поскольку модели в этих двух работах 
были существенно разные как по методике (в 
настоящей работе интраназально, в предыдущей 
подкожно), так и по использованию адъюванта 
(в настоящей работе BaP, в прошлой – без адъю- 
ванта), прямого противоречия между этими двумя  
работами нет. Различия легко объяснить, при- 
нимая во внимание особое адъювантное воз- 
действие ВаР на иммунный ответ [11–13]. Также 
важно, что именно при интраназальном, но не 
подкожном, способе введения, уже на ранних эта- 
пах осуществляется доставка антигена в селезенку 
[46], что, вероятно, обусловлено особыми свойст- 
вами легочных В-лимфоцитов и свойствами са- 
мого альвеолярного барьера. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные. В работе использовали самок мы- 
шей линии BALB/c 7–8-недельного возраста, вес 
18–22 г. Животные были получены из питомника 
Научного центра биомедицинских технологий 
(Андреевка, Россия). Животных содержали при  
12-часовом цикле свет–темнота и кормили ad libitum,  
в качестве подстилки использовали древесные 
опилки. Общее число животных составило 30, по 
6 в опытных группах и интактной.

Иммунизация и забор образцов. В качестве 
модельного антигена использовали овальбумин, 
OVA (>98% чистоты, Art. A5503, фракция V; Sigma-

Aldrich, Германия). Содержание LPS в пересчете на 
10 мкг антигена составляло 0.04 EU согласно LAL-
тесту. Антиген вводили интраназально в физио- 
логическом растворе в объеме 50 мкл, в количестве 
0.3 мкг на введение. Части животным также вво- 
дили BaP в дозе 4 нг в смеси с антигеном интрана- 
зально в общем объеме 50 мкл. В опыте участво- 
вало по две группы животных, забитых на разные  
сроки, которым вводили антиген без BaP, и две груп- 
пы животных, которым вводили антиген и BaP,  
n = 6 в каждой группе. Результаты сопостав- 
ляли с параметрами интактной группы неиммуни- 
зированных мышей. Введение OVA и BaP осу- 
ществляли под изофлурановой анестезией 3 раза 
в неделю в течение первых двух недель и по  
2 раза в неделю в течение последующих 7 недель. 
Максимальная продолжительность протокола 
составляла 9 недель (63 дня). Часть животных 
умерщвляли через 3 недели (21 день) после 
начала иммунизации, оставшуюся часть – в конце 
протокола.

У животных брали образцы крови для полу- 
чения сыворотки из подглазничного синуса. Полу- 
ченные образцы инкубировали при 20°С, затем 
центрифугировали при 600 g для отделения 
тромба и хранили при –20°С до дальнейшего ис- 
пользования.

Для взятия органов – ткани легких, региональ- 
ных лимфатических узлов, селезенки – животных 
забивали методом цервикальной дислокации. 
Порезанные на небольшие кусочки образцы 
ткани легких инкубировали 30 мин с раствором, 
содержащим 1% коллагеназы D и 0.1 ед. ДНКазы I  
(Sigma-Aldrich, Германия). Далее осуществляли го- 
могенизацию перетиранием с помощью пестика 
в лунке 24-луночного планшета. Образцы регио- 
нальных лимфоузлов и селезенки гомогенизиро- 
вали без использования ферментов.

Иммуноферментный анализ. Для иммуно- 
ферментного анализа использовали 96-луночные 
планшеты (Costrar, США). Для формирования 
подложки при определении продукции специфи- 
ческого IgE в лунки вносили раствор OVA в 
PBS (pH 7.2) в концентрации 20 мкг/мл, далее 
инкубировали планшет в течение ночи при 4°С. 
Между стадиями осуществляли трехкратную 
отмывку буфером PBS, содержащим в составе 
0.05% Тween-20. Блокирование осуществляли 
в течение часа 5%-ным раствором БСА в PBS, 
который вносили в объеме 100 мкл. Затем на- 
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носили сыворотки в разных разведениях в том же 
блокирующем буфере. Инкубацию с сыворотками 
осуществляли в течение суток при 4°С. На 
следующей стадии наносили конъюгат антител 
к мышиным IgE (клон 23G3, Abcam, США), 
меченный пероксидазой хрена (ПХ), в разведении 
1 : 2000. Реакцию проявляли с использованием 
субстрата на основе 3,3',5,5'-тетраметилбензидина 
(ТМБ) в концентрации 1 мМ и перекиси водорода 
в концентрации 4 мМ. Оптическую плотность 
измеряли с помощью спектрофотометра Multiscan 
FC (Thermo Fisher Scientific, США) при длине 
волны 450 нм, вычитая из нее значение оптической 
плотности при 620 нм как фоновое. В качестве 
отрицательного контроля в каждом планшете в 
восемь лунок не вносили сыворотки (фон). За 
титр сыворотки принимали то ее наибольшее раз- 
ведение, при котором соответствующая ей опти- 
ческая плотность в реакции становилась равной 
фоновой плюс три стандартных отклонения.

Продукцию специфического IgG1 оценивали в 
целом аналогично, но со следующими отличиями: 
при формировании подложки вносили раствор 
OVA с концентрацией 5 мкг/мл, для детекции 
использовали первичный конъюгат – антитела к 
мышиным IgG1 (клон RMG1-1, BioLegend, США) 
в разведении 1  :  5000 и вторичный конъюгат 
стрептавидин-ПХ (BioLegend, США) в разведении 
1 : 7000.

Проточная цитометрия. Гомогенизированные 
образцы органов и тканей использовали для про- 
точной цитометрии. Образцы вначале отмывали  
в PBS центрифугированием при 300 g. Получен- 
ный клеточный осадок ресуспендировали и окра- 
шивали красителем Zombie Aqua (BioLegend, 
США) в разведении 1 : 1000 согласно рекомен- 
дации производителя (20 мин при комнатной 
температуре). Краситель селективно окрашивал 
мертвые клетки, что было необходимо для их от- 
сечки в процессе последующего анализа. Затем  
образцы вновь центрифугировали и ресуспен- 
дировали в FACS-буфере (PBS с добавлением  
0.5% БСА и 0.01% азида натрия). Суспензию кле- 
ток пропускали через фильтр с диаметром пор  
80 мкм, затем окрашивали антителами (BioLegend, 
США) в разведениях, рекомендованных произво- 
дителем. Использовали следующие антитела: 
антитела к мышиным CD138, меченные BV421 
(клон 281-2); антитела к мышиным CD38, мечен- 
ные FITC (клон 90); антитела к мышиным CD95,  

меченные PE (клон SA367H8); антитела к мыши- 
ным B220, меченные PECy7 (клон RA3-6B2); анти- 
тела к мышиным CD19, меченные APC (клон 6В5). 
Проточную цитометрию проводили на приборе 
MACS Quant Tyto (Miltenyi Biotech, Гладбах, Гер- 
мания). Данные обрабатывали в программе FlowJo 
V10 (BD Biosciences, США). 

Анализ клеточных субпопуляций осущест- 
вляли так, как показано на рис. 2. В-лимфоциты 
определяли как CD19+CD138–, зрелые плазмати- 
ческие клетки как CD19–CD138+, незрелые плаз- 
матические как CD19+CD138+. Плазмабласты 
экстрафолликулярного ответа определяли как  
CD19+B220– [33], они различались по экспрессии  
CD38 и CD95. В-лимфоциты типичных герминаль- 
ных центров определяли как CD19+B220+CD38– 

CD95+ [34], В-лимфоциты – предшественники 
герминального центра – как CD19+B220+CD38+ 

CD95+ [35].
Статистическая обработка полученных 

данных. Все результаты представлены в виде 
средних значений и соответствующих величин 
стандартного отклонения. Статистическую 
значимость различий между группами определяли 
с использованием ANOVA-теста с поправкой на 
множественное сравнение. Значения p по данному 
тесту, эквивалентные p < 0.05 с поправкой на 
множественное сравнение, считали статистически 
достоверными.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Адъювантное воздействие BaP на синтез IgE  
в низкодозовой модели аллергии оказался свя- 
занным со стимуляцией дифференцировки В-лим- 
фоцитов в сторону В-клеток фенотипа герминаль- 
ного центра в селезенке, но не в региональных 
лимфатических узлах или ткани легких. Локаль- 
ная активация В-лимфоцитов в легких была со- 
пряжена с индукцией экстрафолликулярного от- 
вета под действием поллютанта в ткани легких. 
При этом происходила стимуляция формирования 
зрелых плазматических клеток, но не незрелых 
плазмабластов, в селезенке. Механизмы, связан- 
ные с продукцией IgE в данной модели, таким 
образом, существенно отличаются от механизмов, 
описанных нами ранее для безадъювантной 
модели с подкожным введением антигена. 

Таким образом, в настоящей работе была про- 
демонстрирована модель аллергического воспа- 
ления, индуцируемого BaP, которую можно ис- 
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пользовать для дальнейшего изучения механизмов 
действия аэрополлютантов на иммунную систему. 
Практическая значимость результатов настоящей 
работы заключается в том, что они показывают 
необходимость разработки таких лекарственных 
средств для предотвращения формирования 
IgE-продуцирующих В-лимфоцитов, которые 
блокировали бы переключение на синтез IgE как 
в В-лимфоцитах экстрафолликулярных фокусов, 
так и в В-лимфоцитах герминальных центров.
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The Adjuvant Effect of Benzo(a)pyrene on Specific IgE  
Production is Linked with the Accumulation  
of Germinal Center B Cells within the Spleen  

and Extrafollicular B-Cells Ativation within the Lungs
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Despite a large number of works focused on the search for the mechanisms of formation of IgE-producing 
B cells, the question of the relative contribution of germinal centers and extrafollicular foci B cells in this 
process still remains controversial. Of particular interest is the study of the mechanisms of stimulation of 
the allergic immune response under the influence of air pollutants. The aim of the work was to study the 
connection between the adjuvant effect of benzo(a)pyrene (BaP) on the production of specific IgE in a novel 
low-dose allergy model with changes in the subpopulation composition of B-cells in the tissue of the immu-
nization site and secondary lymphoid organs. Antigen without any stimuli was administrated to one group 
of BALB/c mice for 9 weeks in a low (0.3 μg) dose. BaP was administrated to another group of mice along 
with antigens at a dose of 4 ng. B-cell subpopulations were analyzed by flow cytometry. BaP significantly 
stimulated the production of allergen-specific IgG1 at early (3 weeks) time point, and allergen-specific IgE 
at late (9 weeks) time point. The aeropollutant increased the content of CD19+CD38–CD95+B220+ germinal 
center B-cells with the phenotype and their precursors (CD19+CD38+CD95+B220+) with the phenotype in 
the spleen at early and late time points, but not in the lungs or regional lymph nodes. Under its influence, 
the content of CD19+CD38–CD95+B220– and CD19+CD38+CD95+B220+ extrafollicular plasmablasts in 
the spleen at an early time point and in lung tissue at a later time point also increases. In the spleen, BaP 
increased the content of CD138+CD19–B220+ and CD138+CD19–B220– mature plasma cells, and in regional 
lymph nodes the content of CD138+CD19+B220– immature plasma cells at a later time point. The adjuvant 
effect of BaP on the production of specific IgE was largely associated with stimulation of the formation of 
germinal centers in the spleen and with extrafollicular activation of B cells in lung tissue.

Keywords: IgE, benzo(a)pyrene, humoral immune response, germinal centers, extrafollicular foci, plasma 
cells
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ВВЕДЕНИЕ

У соединений, содержащих ядро хиноксалина 
и оксазина, выявлен разнообразный спектр био- 
логической активности, в частности показаны их 
антибактериальные [1–4], противовирусные [5], 
противоопухолевые [6], противотуберкулезные 
[7–9], противовоспалительные [10] и другие свой- 
ства [11, 12].

Усилить биохимическую активность и мета- 
болическую стабильность лекарственного сред- 
ства, повысить проницаемость клеток, устра- 
нить проблемы со связыванием с белками и тем  
самым в значительной степени улучшить фарма- 
кокинетические и фармакодинамические свойства 
молекул позволяет пиридиновая составляющая, 
присутствующая в соединении [13]. В этой связи 
заслуживают внимания структурные модификации 
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ОЦЕНКА ОСТРОЙ ТОКСИЧНОСТИ ПИРИДИНОВЫХ 
ПРОИЗВОДНЫХ 3,4-ДИГИДРОХИНОКСАЛИН-2-ОНА 
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Изучена острая токсичность синтезированных на основе 3,5-диацетил-2,6-диметилпиридина 
производных бис(3,4-дигидрохиноксалин-2-она) и бис(3,4-дигидро-2H-1,4-бензоксазин-2-она) при 
однократном внутрибрюшинном введении морским свинкам. Установлено, что по классификации 
К.К. Сидорова производное пиридина – бис(3,4-дигидрохиноксалин-2-он) – обладало малой 
токсичностью, о чем свидетельствовало отсутствие летальных исходов при его введении животным 
в диапазоне 100–400 мкг/кг, но сопровождалось признаками нервного расстройства независимо 
от дозы соединения, которые исчезали в течение суток. При введении морским свинкам другого 
производного пиридина – бис(3,4-дигидро-2H-1,4-бензоксазин-2-она) – наблюдали более выраженные 
и длительные признаки интоксикации, проявляющиеся судорожными подергиваниями задних 
конечностей, снижением подвижности и замедленной реакцией на окружающие раздражители,  
с последующей гибелью 33% особей при введении соединения в дозе 100 мг/кг, 66% – в дозе  
200 мг/кг и 100% животных в дозе 400 мг/кг. Анализ гематологических и биохимических иссле- 
дований, проведенный на 15-е сутки после введения изучаемых соединений, показал отсутствие 
выраженных изменений относительно нормативных физиологических значений, несмотря на наличие 
достоверной разницы отдельных показателей по сравнению с контрольной группой. Таким образом, 
параметры острой токсичности у изучаемых соединений носили неодинаковый характер и были 
более выражены у пиридинового производного бис(3,4-дигидро-2H-1,4-бензоксазин-2-она), тем не 
менее оба соединения могут быть рекомендованы для последующего изучения антибактериальной 
и противовирусной активности на морских свинках.

Ключевые слова: производные пиридина, 3,4-дигидрохиноксалин-2-он, 3,4-дигидро-2H-1,4-бензоксазин- 
2-он, морские свинки, острая токсичность, гематологические показатели, биохимические параметры
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производных 3,5-диацетил-2,6-диметилпиридина 
до соединений (I–IV) (рис. 1), приведенные нами 
в работах [14–18]. 

У ряда производных (соединения (I), (II)) в 
опытах in vitro были выявлены выраженные и 
умеренные противотуберкулезные, антибакте- 
риальные и противогрибковые свойства [14,  
15]. Одно из производных с линкерным 3,4-ди- 
гидрохиноксалин-2-оновым заместителем (II)  
в тестах in vitro проявило выраженную противо- 
вирусную активность, подавляя рост микобакте- 
рий и репликацию вируса SARS-CoV-2 [16]. Кроме 
того, синтезированные на основе 3,5-диацетил-
2,6-диметилпиридина (IIIa) производные бис(3,4-
дигидрохиноксалин-2-она) (IVa) и бис(3,4-
дигидро-2H-1,4-бензоксазин-2-она) (IVb) (схема 1)  
в результате биоскрининга in vivo на модели 
уксусных корчей показали анальгетическую ак- 
тивность, превосходящую активность препарата 
сравнения – анальгина [17, 18]. Для дальнейшего 
исследования биологической активности наиболее 
перспективных биспроизводных (IVa) и (IVb) 
необходимо изучить их токсичность.

Цель данной работы состояла в оценке острой 
токсичности биспроизводных (IVa) и (IVb) при 
внутрибрюшинном введении морским свинкам.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Оценка острой токсичности. Для оценки 

острой токсичности 42 морские свинки были 
разделены на 7 равных групп (n = 6). Животным 
1–3-й групп вводили однократно внутрибрю- 
шинно соединение (IVa) соответственно в дозах 
100, 200 и 400 мг/кг, 4–6-й групп – соединение 

(IVb) тем же способом в тех же дозах, 7-й группы –  
однократно внутрибрюшинно физиологический 
раствор в объеме 1 мл. Наблюдение за животными 
осуществляли в течение 14 сут.

Непосредственно после внутрибрюшинного 
введения соединения (IVa) независимо от дозы 
отмечались судорожные подергивания задних 
конечностей, снижение подвижности, замедленная 
реакция на окружающие раздражители. В еди- 
ничных случаях регистрировали снижение тем- 
пературы тела до 36.6°С и диарею. Эти симптомы 
в течение первых суток исчезали, в последующие 
дни общее состояние восстанавливалось и не 
отличалось от контрольных особей. Гибели жи- 
вотных не наблюдалось.

Результаты исследования острой токсичности 
соединений (IVa) и (IVb) представлены в табл. 1.

После введения морским свинкам соединения 
(IVb) аналогичные признаки интоксикации об- 
наруживались более длительное время, которые 
заканчивались гибелью на 2–3-е сутки 100% живот- 
ных, которым вводили препарат в дозе 400 мг/кг,  
а также одной особи – в дозе 100 мг/кг. Отда- 
ленную гибель фиксировали у четырех особей 
после введения соединения в дозе 200 мг/кг, а  
также у одной – в дозе 100 мг/кг на 13-е и 14-е сутки  
после введения препарата. При патологоанато- 
мическом исследовании макроскопических приз- 
наков повреждения внутренних органов не наблю- 
далось, отмечали лишь гиперемию печени, селе- 
зенки и почек. 

Гематологические и биохимические иссле- 
дования. На следующем этапе через 15 сут после 
внутрибрюшинного введения соединений (IVa) 
и (IVb), а также у морских свинок контроль- 
ной группы проводили забор крови для гематоло- 

(I) (II) (IVa) (IVb)

Рис. 1. Структуры производных пиридина.

(IIIa) (IIIb)

Схема 1. Синтез производных бис(3,4-дигидрохиноксалин-2-она) (IVa) и бис(3,4-дигидро-2H-1,4-бензоксазин-2-она) (IVb).
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гических и биохимических исследований. Ре- 
зультаты представлены в табл. 2 и 3.

У морских свинок на 15-е сутки от начала экспе- 
римента при введении соединения (IVa) в дозах 
100 и 200 мг/кг относительно контрольной группы 
зарегистрировано снижение числа лимфоцитов в  
1.4 раза (р ˂ 0.01) и 1.17 раза (р ˂ 0.05) соответст- 
венно при одновременном увеличении процентного 
содержания сегментоядерных нейтрофилов в  
1.33 раза (р ˂ 0.01) и 1.14 раза. Изменения ос- 
тальных гематологических параметров не дос- 
тигали статистически достоверной разницы по 
сравнению с показателями контроля и не выходили 
за пределы нормальных физиологических зна- 
чений, за исключением умеренного повышения 
концентрации эритроцитов при инокуляции 
препарата в дозах 100 и 200 мг/кг.

Анализ данных биохимических исследований, 
проведенных на 15-е сутки после введения 
морским свинкам соединения (IVa), показал, что 
концентрация аланинаминотрансферазы (ALT) 
достоверно (р < 0.05) возрастала при введении 
препарата в дозах 100 и 200 мг/кг в 1.72 и в 1.40 раза  

соответственно относительно контрольной груп- 
пы, а уровень щелочной фосфатазы, напротив, 
был достоверно снижен (р < 0.05), но только при 
инокуляции животным химического соединения в 
дозе 100 мг/кг. Изменения остальных параметров 
химического состава сыворотки крови не дос- 
тигали статистически достоверных отличий от 
контрольной группы. Следует отметить, что все 
анализируемые параметры находились в пределах 
нормальных физиологических колебаний, за 
исключением альбумина и общего билирубина, 
концентрация которых была незначительно выше 
нормы как в опытных, так и контрольной группах.

У морских свинок, выживших после введе- 
ния соединения (IVb) в дозе 100 мг/кг, гемато- 
логические параметры, показатели ферментной 
активности печени, а также липидного обмена  
находились в пределах допустимых физиоло- 
гических колебаний. Отмечено лишь умеренное 
снижение концентрации общего белка при од- 
новременном увеличении уровня альбумина. В 
то же время относительно контрольной группы 
наблюдалось достоверное (р < 0.05) снижение 

Таблица 1. Острая токсичность производных бис(3,4-дигидрохиноксалин-2-она) (IVa) и бис(3,4-дигидро-2H-1,4-
бензоксазин-2-она) (IVb) при однократном внутрибрюшинном введении морским свинкам линии агути

Группа животных Соединение Доза препарата, мг/кг Число погибших/общее число 
животных Сроки гибели, сут

Контроль – – 0/6 –
1-я группа 

(IVa)
100 0/6 –

2-я группа 200 0/6 –
3-я группа 400 0/6 –
4-я группа 

(IVb)
100 2/6 3, 13

5-я группа 200 4/6 13, 13, 14, 14
6-я группа 400 6/6 2, 2, 2, 2, 3, 3

Таблица 2. Гематологические показатели крови морских свинок через 15 сут после однократного внутрибрюшин- 
ного введения соединения (IVa)

Показатель Норма# Контроль
Доза, мг/кг

100 200 400
Эритроциты, × 1012/л 4.5–6.4 6.4 ± 0.4 7.0 ± 0.1 7.4 ± 0.6 6.1 ± 0.1
Лейкоциты, × 109/л 7–13 9.2 ± 1.0 10.7 ± 1.1 12.9 ± 1.9 11.8 ± 1.1
Эозинофилы, % 1–13 3.3 ± 0.3 4.3 ± 0.3 4.3 ± 0.3 3.3 ± 0.3
Базофилы, % 0–2 0.3 ± 0.3 0.3 ± 0.3 1.3 ± 0.3 0.3 ± 0.3
Лимфоциты, % 36–54 53.0 ± 1.5 37.7 ± 1.2** 45.0 ± 2.3* 52.7 ± 2.2
Сегментоядерные нейтрофилы, % 30–45 38.7 ± 1.7 51.3 ± 1.2** 44.3 ± 1.5 37.7 ± 2.9
Палочкоядерные нейтрофилы, % 1–5 1.3 ± 0.3 2.0 ± 0.6 1.7 ± 0.7 1.0 ± 0.0
Моноциты, % 3–8 3.3 ± 0.3 4.3 ± 0.7 3.3 ± 0.3 5.0 ± 0.6
Примечание: данные представлены в виде M ± m.
*р ˂ 0.05; **р ˂ 0.01. 
# Референтные интервалы приведены в соответствии с данными А.А. Кудрявцева и Л.А. Кудрявцевой (1974) [21].
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концентрации щелочной фосфатазы в 1.80 раза, 
общего билирубина в 1.18 раза и общего белка в 
1.15 раза. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Диэтил-(2Z,2'Z)-4,4'-(2,6-диметилпиридин-
3,5-диил)-бис(2-гидрокси-4-оксобут-2-еноат)  
(IIIb) [17]. К раствору 5.0 г (26 ммоль) 3,5-ди- 
ацетил-2,6-диметилпиридина (IIIa) в 60 мл бен- 
зола приливали 15.3 г (105 ммоль) диэтилоксалата 
и при перемешивании вносили 1.5 г (65 ммоль)  
натрия. После растворения натрия перемешивали 
еще 2 ч. Затем осадок натриевой соли отфильт- 
ровывали, промывали бензолом и сушили на 
воздухе. Далее осадок растворяли в теплой воде,  
фильтровали через бумажный фильтр и подкис- 
ляли разбавленной соляной кислотой до появления 
хлопьевидного осадка. Выпавший осадок отфильт- 
ровывали, промывали водой и сушили на воздухе. 
Перекристаллизовывали из смеси гексан–хло- 
роформ (2 : 1). Выход 70%, красно-оранжевые 
игольчатые кристаллы, т. пл. 105–106°С (гексан–
хлороформ, 2 : 1).

Общая методика синтеза исследуемых сое- 
динений (IVa) и (IVb) [17]. Смесь 2.5 г (6.5 ммоль)  
диэтил-(2Z,2'Z)-4,4'-(2,6-диметилпиридин-3,5-
диил)-бис(2-гидрокси-4-оксобут-2-еноата) (IIIb) и 
1.4 г (13 ммоль) о-фенилендиамина или о-амино- 
фенола в 50 мл 2-пропанола кипятили при пере- 
мешивании в течение 3 ч. Раствор с выпавшим 
осадком охлаждали, отфильтровывали, осадок  
промывали 2-пропанолом и перекристаллизо- 
вывали из смеси 2-пропанол–хлороформ.

(3Z,3'Z)-3,3'-[(2,6-Диметилпиридин-3,5-
диил)бис(2-оксоэтан-2-ил-1-илиден)]бис(3,4-
дигидрохиноксалин-2(1H)-он) (IVa). Выход 82%, 

ярко-желтые кристаллы, т. пл. >330°С (2-про- 
панол–диоксан). 

(3Z,3'Z)-3,3'-[(2,6-Диметилпиридин-3,5-
диил)бис(2-оксоэтан-2-ил-1-илиден)]бис(3,4-
дигидро-2H-1,4-бензоксазин-2-он) (IVb). Выход 
93%, оранжевые кристаллы, т. пл. 266–268°С 
(2-пропанол–диоксан).

Физико-химические и спектральные харак- 
теристики соединений (IIIb), (IVa) и (IVb) при- 
ведены нами в работе [17].

Экспериментальные животные. Иссле- 
дования проводили на 42 морских свинках линии 
агути, выращенных и содержавшихся в условиях 
специализированного вивария отдела ветеринарии 
Омского аграрного научного центра. Группы экспе- 
риментальных животных подбирали по принципу 
аналогов (масса 400–500 г, возраст 4–5 месяцев). 
Были сформированы 6 опытных групп по 6 особей 
в каждой группе, за которыми вели наблюдения 
в течение 14 сут. Испытуемое соединение (IVa) 
вводили внутрибрюшинно морским свинкам 
1-й, 2-й и 3-й групп в дозах 100, 200 и 300 мг/кг  
соответственно, соединение (IVb) – морским 
свинкам 4-й, 5-й и 6-й групп тем же способом 
и в тех же дозах. Еще 6 особей служили в ка- 
честве контроля, им вводили однократно внутри- 
брюшинно физиологический раствор (1 мл).

Острая токсичность соединений. Оценку 
острой токсичности проводили в соответствии 
с руководством по проведению доклинических 
исследований лекарственных средств [19]. Сте- 
пень токсичности определяли в соответствии с 
классификацией К.К. Сидорова [20].

Гематологические и биохимические исследо- 
вания. На 15-е сутки после внутрибрюшинного 
введения соединений производили отбор проб 

Таблица 3. Биохимические показатели крови морских свинок через 15 сут после однократного внутрибрюшин- 
ного введения соединения (IVa)

Показатель Норма# Контроль
Доза, мг/кг

100 200 400
ALT, Ед/л 28–103 39.0 ± 4.2 67.1 ± 7.0* 54.4 ± 3.9* 42.6 ± 5.9
AST, Ед/л 38–150 53.7 ± 9.2 50.2 ± 5.4 89.1 ± 31.1 46.6 ± 7.4
ALP, Ед/л 39–162 140.4 ± 19.1 72.0 ± 3.6* 125.4 ± 10.7 136.9 ± 13.6
Общий билирубин, мкмоль/л 0.1–1.8 1.9 ± 0.1 2.0 ± 0.2 1.9 ± 0.2 1.8 ± 0.1
Общий холестерин, ммоль/л 0.8–2.5 1.4 ± 0.2 2.7 ± 0.7 2.4 ± 0.9 1.3 ± 0.1
Креатинин, мкмоль/л 47–87 78.3 ± 8.6 62.1 ± 2.4 72.6 ± 2.4 75.4 ± 3.6
Мочевина, ммоль/л 5–12 10.7 ± 1.1 9.5 ± 0.2 9.9 ± 0.2 10.6 ± 0.7
Общий белок, г/л 45–66 49.6 ± 1.6 49.4 ± 0.9 50.9 ± 0.8 49.7 ± 2.1
Альбумин, г/л 17–30 30.1 ± 1.8 31.5 ± 1.2 34.7 ± 1.0 34.6 ± 1.9
Примечание: данные представлены в виде M ± m. ALT – аланинаминотрансфераза, AST – аспартатаминотрансфераза, ALP – 
щелочная фосфатаза (alkaline phosphatase).
*р ˂ 0.05.
# Референтные интервалы приведены в соответствии с данными М.В. Мирошникова с соавт. (2022) [22].
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крови из ретроорбитального венозного сплетения 
с помощью микропипетки. 

Подсчет эритроцитов, лейкоцитов и лейко- 
граммы производили в соответствии с общепри- 
нятыми методиками.

Биохимический анализ сыворотки крови осу- 
ществляли по показателям ферментной активности 
печени (ALT, AST, ALP), белкового (общий белок, 
альбумин, мочевина, креатинин) и липидного 
(общий холестерин, общий билирубин) обменов. 
Исследования проведены на полуавтоматическом 
биохимическом анализаторе EMP-168 Vet 
(Emperor, Китай) в соответствии с инструкциями 
по применению наборов реагентов (Hospitex 
Diagnostics, Италия страна).

Статистический анализ. Математическая 
обработка полученных данных включала в себя 
определение средних арифметических (M) и 
расчет ошибок средних арифметических (m). При 
оценке достоверности различий (р) между двумя 
средними величинами Мх и Му использовали 
t-критерий Стьюдента. Различия результатов 
считали статистически достоверными при уровне 
значимости р ≤ 0.05.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучена острая токсичность производных 

бис(3,4-дигидрохиноксалин-2-она) и бис(3,4-
дигидро-2H-1,4-бензоксазин-2-она) при одно- 
кратном внутрибрюшинном введении морским 
свинкам. Введение морским свинкам препарата 
(IVa) в диапазоне 100–400 мкг/кг не приводило к 
летальному исходу, что свидетельствовало о его 
малой токсичности. Соединение (IVb) проявляло 
умеренную токсичность, вызывая гибель 33% 
особей в дозе 100 мг/кг, 66% – в дозе 200 мг/кг 
и 100% животных в дозе 400 мг/кг. Токсическое 
действие соединений проявлялось нервными 
расстройствами (судороги, заторможенность) при  
отсутствии выраженных изменений гематоло- 
гических и биохимических показателей относи- 
тельно физиологической нормы

Cоединения (IVa) и (IVb) могут быть реко- 
мендованы для изучения антибактериальной и 
противовирусной активности на морских свинках.
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and 3,4-Dihydro-2H-1,4-Benzoxazin-2-One Acute Toxicity Evaluation
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An acute toxicity test was conducted on derivatives of bis(3,4-dihydroquinoxalin-2-one) and bis(3,4-
dihydro-2H-1,4-benzoxazin-2-one) synthesized based on 3,5-diacetyl-2,6-dimethylpyridine by single 
intraperitoneal injection in guinea pigs. It was found that according to K.K. Sidorov’s classification, one 
of the pyridine derivatives, bis(3,4-dihydroquinoxalin-2-one), exhibited low toxicity, as evidenced by the 
absence of lethal outcomes when administered to animals in the range of 100 to 400 µg/kg. However, it 
was accompanied by signs of neurological disorders regardless of the compound dose, which disappeared 
within a day. When guinea pigs were inoculated with another pyridine derivative, bis(3,4-dihydro-2H-1,4-
benzoxazin-2-one), more pronounced and prolonged intoxication symptoms were observed, including 
convulsive movements of the hind limbs, decreased mobility, and delayed reaction to stimuli, leading to 
the death of 33% of subjects at a dose of 100 mg/kg, 66% at a dose of 200 mg/kg, and 100% of animals at a 
dose of 400 mg/kg. Analysis of hematological and biochemical studies conducted on the 15th day after the 
administration of the test compounds showed no significant deviations from normal physiological values, 
despite some individual parameters showing differences compared to the control group. Thus, the acute 
toxicity parameters of the studied compounds were not the same and were more pronounced in the pyridine 
derivative bis(3,4-dihydro-2H-1,4-benzoxazin-2-one); however, both compounds can be recommended for 
subsequent study of antibacterial and antiviral activity in guinea pigs.

Keywords: pyridine derivatives, 3,4-dihydroquinoxalin-2-one, 3,4-dihydro-2H-1,4-benzoxazin-2-one, guinea 
pigs, acute toxicity, hematological indicators, biochemical parameters
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ВВЕДЕНИЕ

Фрагменты нуклеиновых кислот (НК) и их 
аналоги рассматриваются как перспективные 
агенты для избирательного воздействия на 
внутриклеточный генетический материал. Для 
широкого использования в терапии необхо- 
димы эффективные методы доставки препара- 
тов на основе нуклеиновых кислот. Известно, что 
олигонуклеотиды (ODN, фрагменты НК) обладают 

очень низкой эффективностью проникновения, 
в первую очередь из-за гидрофобной природы 
плазматической мембраны клеток. Преодоление 
этого барьера позволит использовать препараты 
НК при лечении различных заболеваний, 
связанных с появлением в организме чужеродных 
или поврежденных нуклеиновых кислот. 
Для создания эффективных систем доставки 
фрагментов нуклеиновых кислот применяют 
различные методы, например, включение в 
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Стабильность и монодисперсность – важные характеристики наночастиц и нанокомпозитов, 
обеспечивающие надежность их применения в биологических системах и воспроизводимость 
результатов. Целью данной работы было получение неагломерированных олигонуклеотид-
содержащих нанокомпозитов на основе наночастиц диоксида титана в форме анатаза (Ans~ODN). 
При иммобилизации олигонуклеотидов на наночастицах в воде образуются монодисперсные частицы 
небольшого размера, в то время как в присутствии NaCl происходит агломерация наночастиц и 
нанокомпозитов. Сравнение биологической активности нанокомпозитов, полученных в воде и солевом 
растворе, проведено на примере ингибирования репликации вируса простого герпеса первого типа в 
культуре клеток VERO. Исследованный нанокомпозит подавлял репликацию вируса на 4.5 порядка 
независимо от способа приготовления (в воде или в 0.9% NaCl), если он был использован через сутки 
после получения. Через 10 суток хранения активность образца, приготовленного в солевом растворе, 
была на два порядка ниже, чем у сохранившего свою активность образца, приготовленного в воде. 
Таким образом, показано, что в отличие от нанокомпозитов, приготовленных в присутствии соли и 
теряющих свою эффективность при хранении, нанокомпозиты, не склонные к агломерации, могут 
быть получены в воде и храниться в течение длительного времени для будущего использования.

Ключевые слова: наночастицы анатаза, олигонуклеотид-содержащие нанокомпозиты, про- 
тивовирусная активность, вирус простого герпеса
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вируса; НК – нуклеиновые кислоты; ПЭМ – просвечивающая электронная микроскопия; Ans – наночастицы диоксида титана 
в форме анатаза; ODN – олигодезоксирибонуклеотид; PL – полилизин; Ans/PL-ODN и Ans/PL•ODN – олигонуклеотид-содер-
жащие нанокомпозиты на основе наночастиц анатаза соответственно с ковалентной или ионной связью между PL и ODN; 
Ans~ODN – Ans/PL-ODN или Ans/PL•ODN; pdi – индекс полидисперсности.
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липосомы, конъюгацию с полимерами различной 
природы и т.д. [1]. Стремительно развивающаяся 
нанобиотехнология внесла свой вклад в решение 
проблемы доставки НК с использованием ши- 
рокого спектра наночастиц [2–4]. Одно из преи- 
муществ использования для доставки НК-фраг- 
ментов наночастиц – их способность защищать 
НК от действия внутриклеточных нуклеаз [2, 3]. 

Наночастицы диоксида титана привлекают 
внимание как потенциальные носители фраг- 
ментов НК благодаря способности проникать 
через плазматическую мембрану, стабильности 
и возможности модификации поверхности для 
иммобилизации различных соединений [5–8]. 
Показано, что TiO2-наночастицы защищают 
иммобилизованные на них олигонуклеотиды от 
деградации в клеточной среде [9–10]. 

Известно, что наночастицы, в частности на- 
ночастицы диоксида титана, имеют склонность 
к агломерации [11–14], что ограничивает их  
применение в биологических системах. Ста- 
бильность и монодисперсность – важные ха- 
рактеристики наночастиц и нанокомпозитов, 
которые обеспечивают надежность их применения 
in vitro или in vivo и воспроизводимость результатов. 

Целью данной работы было получение неагло- 
мерированных олигонуклеотид-содержащих 
нанокомпозитов на основе наночастиц диоксида 
титана в форме анатаза (Ans~ODN) для воздейст- 
вия на внутриклеточные нуклеиновые кислоты-
мишени.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Получение нанокомпозитов Ans~ODN. ODN-

содержащие нанокомпозиты на основе наночастиц 
диоксида титана в кристаллической форме ана- 
таза готовили двумя способами [15, 16]: 1) нано- 
композит Ans/PL•ODN с ионной связью между 
ODN и PL (полилизином) синтезировали пу- 
тем иммобилизации ODN на наночастицах, 

предварительно связанных с PL; 2) нанокомпо- 
зит Ans/PL-ODN с ковалентной связью между PL 
и ODN получали при иммобилизации на нано- 
частицах анатаза предварительно синтезирован- 
ного конъюгата PL-ODN.  

Ранее нанокомпозиты Ans/PL•ODN и Ans/PL-
ODN готовили в солевых растворах (0.9% NaCl). 
Полученные таким образом нанокомпозиты 
проявляли высокую противовирусную активность 
в отношении разных субтипов вируса гриппа 
А in vitro [17–19] и in vivo [9, 20] и эффективно 
корректировали гипертензию на модели крыс 
НИСАГ (крыс с наследуемой индуцируемой 
стрессом артериальной гипертензией) [21].

Влияние NaCl на агломерацию наночастиц и 
нанокомпозитов. Для характеристики наночастиц 
анатаза и нанокомпозитов на их основе исполь- 
зовали метод динамического светорассеяния (ДСР),  
который позволяет оценить размер и поверх- 
ностный заряд наночастиц. На первом этапе 
мы показали влияние NaCl на агломерацию 
наночастиц и нанокомпозитов (табл. 1). Размер 
нанокомпозитов Ans/PL•ODN, образованных 
после электростатического присоединения ODN 
к наночастицам, предварительно покрытым 
полилизином, незначительно отличается от  
размера нанокомпозитов Ans/PL-ODN с кова- 
лентной связью между PL и ODN, поэтому в 
табл. 1 и 2 приведены усредненные значения  
для обоих типов нанокомпозитов, обозначен- 
ных как Ans~ODN. 

Состояние наночастиц Ans зависит от кон- 
центрации соли, и уже при 0.02 М NaCl частицы 
образуют скопления размером до микрометров. 
Наличие на наночастицах иммобилизованных 
PL и ODN предотвращает их агломерацию до 
концентрации NaCl 0.05 M. При увеличении 
концентрации NaCl в смеси появляются частицы 
разного размера, т.е. образец становится более 
гетерогенным, что отражается на увеличении 
индекса гетерогенности или полидисперсности 

Таблица 1. Гидродинамический диаметр (d) и величина индекса полидисперсности (pdi) исследованных образцов 
в зависимости от концентрации NaCl

Образец Параметр
Концентрация NaCl, М

0 0.01 0.02 0.05 0.1 0.2

Ans
d, нм 22.2 ± 9.2 73.1 ± 16.8 2087 ± 164 2534 ± 405 3360 ± 904 –
pdi 0.237 ± 0.009 0.609 ± 0.042 0.409 ± 0.036 0.439 ± 0.091 0.449 ± 0.055 –

Ans/PL
d, нм 27.5 ± 1.8 27.2 ± 1.4 28.4 ± 1.0 50.9 ± 15.4 110 ± 43.3 2229 ± 569
pdi 0.250 ± 0.004 0.313 ± 0.009 0.319 ± 0.010 0.348 ± 0.030 0.530 ± 0.038 0.338 ± 0.058

Ans~ODN1
d, нм 28.0 ± 3.8 32.7 ± 2.6 34.5 ± 7.9 33.3± 7.9 827 ± 193 2625 ± 265
pdi 0.286 ± 0.041 0.353 ± 0.012 0.388 ± 0.001 0.395 ± 0.001 0.319 ± 0.098 0.295 ± 0.035

Примечание: поскольку значения показателей для нанокомпозитов Ans/PL•ODN и Ans/PL-ODN с ионной или с ковалентной 
связью между PL и ODN незначительно отличаются, в таблице приведены усредненные значения для обоих типов наноком-
позитов, обозначенных как Ans~ODN.
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(pdi) (табл. 1; данные для нанокомпозита с 
участием ODN1 приведены в качестве примера). 
Индекс полидисперсности (pdi) отражает 
возможное присутствие агрегатов. Значение 
pdi для монодисперсных образцов не должно 
превышать 0.5 [22]. Принимая во внимание 
значения pdi и размер частиц, образец Ans 
удовлетворяет критериям качества только в 
отсутствие NaCl. Подобное влияние NaCl на 
агломерацию наночастиц анатаза отмечено в 
работе [23]. Образцы Ans/PL и Ans~ODN1 удов- 
летворяют критериям качества в диапазоне кон- 
центраций NaCl 0–0.05 M. 

При получении нанокомпозитов Ans/PL•ODN 
и Ans/PL-ODN в 0.9% растворе NaCl образуются 
агломераты наночастиц с размерами до микро- 
метров. Мы попытались решить проблему агло- 
мерации путем иммобилизации конъюгатов PL-
ODN на наночастицах Ans или ODN на Ans/PL в 
водных растворах. При этом следовало показать 
возможность иммобилизации олигонуклеотидов на 
наночастицах, т.е. формирования нанокомпозитов, 
в отсутствие NaCl. 

Оценка размера и ξ-потенциала наночастиц 
и нанокомпозитов. Иммобилизацию олигонук- 
леотидов в воде на наночастицах Ans исследо- 
вали методом ДСР. Были измерены гидроди- 
намические диаметры (d) исходных наночастиц 
Ans, конъюгатов PL-ODN и нанокомпозитов 
после иммобилизации PL-ODN на Ans или ODN 
на Ans/PL (табл. 2). Гидродинамический диаметр 
исходных наночастиц в воде составлял ~20 нм.  
После связывания с PL размер наночастиц уве- 
личивался до 28.6 нм, а после связывания с конъю- 
гатом PL-ODN – до 32.8 и 37.4 нм, в зависимости 
от длины олигонуклеотида (табл. 2). 

Интересно отметить, что размер наноком- 
позитов Ans/PL-ODN меньше, чем размер конъю- 
гатов PL-ODN (рис. 1), что может быть обуслов- 
лено преобразованием рыхлой структуры конгло- 
мератов PL-ODN в более компактную при “обво- 
лакивании” наночастицы.

Значения pdi в табл. 2 для наночастиц анатаза 
и нанокомпозитов на их основе свидетельствуют 
об относительной монодисперсности образцов. 
По данным ДСР полученные результаты удов- 

летворяют критериям качества для каждого об- 
разца (Results meet quality criteria according to size 
quality report).

Мы проверили, насколько стабильны частицы 
Ans и нанокомпозиты на их основе при длительном 
хранении в воде при 4°C. На рис. 2 приведены 
данные для Ans, Ans/PL и Ans/PL-ODN. Размер 
наночастиц Ans несколько увеличился через три 
месяца с ~20 до ~28 нм, т.е. эти наночастицы имеют 
тенденцию к агломерации, однако в значительно 
меньшей степени по сравнению с таковой в солевых 
растворах (табл. 1). В отличие от наночастиц Ans, 
нанокомпозиты Ans/PL и Ans/PL-ODN за этот 
период не изменили свой гидродинамический 
диаметр и дисперсность, вероятно, из-за того, что 

Таблица 2. Гидродинамический диаметр (d) и ξ-потенциал исследованных образцов в воде

№ Образец d, нм pdi ξ-потенциал, мВ
1 Ans 21.1 ± 2.5 0.371 ± 0.017 –30.6 ± 0.5
2 Ans/PL 28.6 ± 2.0 0.239 ± 0.012 53.2 ± 0.2
3 Ans~ODN1 (21-мер) 32.8 ± 0.6 0.282 ± 0.065 30.4 ± 0.2
4 Ans~ODN2 (33-мер) 37.4 ± 10.0 0.257 ± 0.062 11.4 ± 0.6
5 PL-ODN1 (21-мер) 70.0 ± 2.6 0.166 ± 0.018 57.6 ± 0.9
6 PL-ODN2 (33-мер) 75.2 ± 10.5 0.208 ± 0.017 –

Рис. 1. Схема образования нанокомпозитов Ans/PL-ODN. 

Рис. 2. Распределение частиц по размерам по данным 
ДСР через 1–2 ч (а) и через 3 месяца (б) после приго- 
товления образцов. 1 – Ans, 2 – Ans/PL, 3 – Ans/PL-ODN.  
Концентрация частиц и нанокомпозитов – 0.1 мг/мл 
в расчете на Ans. 

(а)

(б)
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слой PL или PL-ODN предотвращает агломерацию. 
Аналогичный эффект наблюдался в работе [24] 
при защите наночастиц Ans белковыми слоями. 
Следует отметить, что замораживание суспензий 
наночастиц и нанокомпозитов на основе анатаза 
приводит к их заметной агломерации (размеры 
увеличиваются до 400–600 нм).

Присоединение PL и PL-содержащих олиго- 
нуклеотидных конъюгатов в основном обусловлено 
электростатическим взаимодействием положи- 
тельно заряженных аминогрупп с отрицательно 
заряженной поверхностью Ans при нейтральном 
рН [8]. Это предположение подтверждается 
значениями ξ-потенциала исследуемых образцов 
(табл. 2). Величины ξ-потенциала изменяются 
с отрицательных на положительные значения, 
когда исходные наночастицы Ans связывают PL 
(ср. строки 1 и 2) или PL-ODN (ср. строки 1 и 3 
или 4), причем в первом случае (присоединение 
PL) это изменение более выражено, чем в случае 
присоединения PL-ODN, т.к. отрицательно заря- 
женные межнуклеотидные фосфатные груп- 
пы олигонуклеотида вносят свой вклад в сум- 
марный заряд нанокомпозита (уменьшают “поло- 
жительное” влияние PL). Разница между величи- 
нами ξ-потенциала для нанокомпозитов, содер- 
жащих ODN1 (21-мер) и ODN2 (33-мер) (табл. 2,  
строки 3 и 4) объясняется большим вкладом отри- 
цательного заряда более протяженного олиго- 
нуклеотида, что приводит к уменьшению поло- 
жительного заряда на частицах в случае 33-мера. 

Уменьшение положительного заряда наноком- 
позита An/PL-ODN1 по сравнению с PL-ODN1 
(табл. 2, строки 3 и 5) можно объяснить вкладом 
отрицательно заряженных наночастиц.

Данные о размерах и значениях ξ-потенциала 
нанокомпозитов Ans/PL•ODN по сравнению 
с данными для исходных наночастиц Ans и 
конъюгатов Ans/PL однозначно показывают, что 
эти нанокомпозиты могут быть сформированы в 
водном растворе в отсутствие NaCl, т.е. PL и ODN 
могут успешно связываться, соответственно, с 
наночастицами Ans и Ans/PL в водных растворах. 

Исследование наночастиц и нанокомпозитов 
методом просвечивающей электронной 
микроскопии (ПЭМ). Исследование наночастиц 
методом ПЭМ позволяет определить их форму 
и физические размеры, а таже визуализировать 
их пространственную организацию. В образцах 
водной суспензии наночастиц Ans наблюдаются 
округлые частицы (2.5–4.0 нм) средней или 
высокой электронной плотности (4.0–6.5 нм) 
(рис. 3а). Основную долю составляют первые, 
организованные в “цепочки” и “веточки”, ле- 
жащие на сеточке по отдельности или в виде рых- 
лых скоплений разного размера. “Цепочки” час- 
тиц иногда замыкались в замкнутые округлые 
профили (рис. 3а). Подобная организация ок- 
руглых частиц Ans в цепочки была показана 
методом сканирующей электронной микроскопии 
[25]. Электронно-плотные частицы располагались 
случайным образом. Следует отметить, что прак- 

Рис. 3. Ультраструктура суспензий наночастиц Ans, Ans/PL и Ans/PL•ODN, полученных методом ПЭМ: (а) – водная 
суспензия наночастиц Ans. На врезке – частицы средней электронной плотности, округлая электронно-плотная частица 
показана стрелкой; (б) и (в) – водные суспензии наночастиц Ans/PL и Ans/PL•ODN. Звездочками показаны полости 
замкнутых округлых профилей. Участки плотного расположения наночастиц выделены окружностями; (г) – суспензия 
наночастиц Ans в 0.9%-ном растворе NaCl. На врезке представлен увеличенный участок скопления, видны “склеенные” 
частицы; (д) и (е) – суспензии наночастиц Ans/PL и Ans/PL•ODN. Сорбция суспензии на сеточку. Длина масштабных 
отрезков – 100 нм. 

(а) (б) (в)

(г) (д) (е)
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тически все наночастицы Ans были организованы 
в рыхлые скопления, отдельные частицы наблю- 
дались крайне редко; аналогичная картина была 
отмечена во всех препаратах водных суспензий. 
Округлые электронно-плотные структуры (7– 
10 нм) встречались в образцах водной суспензии 
наночастиц Ans (рис. 3а, врезка), а также во всех 
остальных образцах частиц в водной суспензии. 

В водной суспензии структура и размеры на- 
ночастиц Ans/PL не отличались от структуры 
исходных наночастиц Ans, однако несколько 
менялась пространственная организация их 
скоплений: наряду с “цепочками” и “веточками” 
появились многочисленные электронно-плотные 
локусы, в которых наночастицы плотно прилегали 
друг к другу (рис. 3б). Формирование локусов 
указывает на изменения поверхностных свойств 
наночастиц Ans при обработке полилизином, 
приводящие к их неупорядоченному “слипанию”. 

Добавление олигонуклеотида не привело к 
заметным изменениям морфологии наночастиц 
Ans/PL•ODN в водной суспензии по сравнению 
с наночастицами Ans/PL. В рыхлых скоплениях 
наночастиц Ans/PL•ODN заметно возрастала 
доля электронно-плотных локусов по сравнению 
с наночастицами Ans/PL (рис. 3в). 

Полученные результаты показывают выра- 
женное сродство наночастиц Ans друг к другу: 
в свежеприготовленной водной суспензии они  
объединяются в разветвленные линейные струк- 
туры, формирующие рыхлые скопления. Моди- 
фикация Ans полилизином приводит к уплот- 
нению скоплений за счет неупорядоченного “сли- 
пания” наночастиц, формирующих электронно-
плотные локусы. Визуально величина скопле- 
ний уменьшается по сравнению с исходными 
наночастицами Ans. Модификация олигонуклео- 
тидом наночастиц Ans/PL усиливает их связыва- 
ние друг с другом, что отражается на пространст- 
венной организации их скоплений, в которых 
возрастает доля “плотных” локусов и сокращается 
длина линейных компонентов.  

В отличие от водной суспензии, в 0.9%-ном 
растворе NaCl наночастицы Ans формировали 
плотные комковатые скопления различного 
размера и формы (рис. 3г). Отдельные наночастицы 
и “цепочки” наночастиц просматривались лишь 

на периферии скоплений. Структура скоплений 
наночастиц Ans/PL и Ans/PL•ODN в 0.9%-ном  
растворе NaCl визуально не отличалась от наблю- 
даемой в образцах наночастиц Ans: модифи- 
цированные наночастицы формировали плотные 
комковатые скопления различного размера и 
формы (рис. 3г–е). 

Инкубация водных суспензий наночастиц Ans,  
Ans/PL и Ans/PL•ODN в течение суток при 4°С 
не привела к заметным изменениям морфологии 
наночастиц, характера сорбции на сеточку и 
пространственной организации скоплений. 
Суспензия содержала рыхлые разветвленные 
скопления разного размера, “цепочки” и “веточки” 
наночастиц Ans, как и свежеприготовленные 
образцы. Морфология скоплений наночастиц 
Ans, Ans/PL и Ans/PL•ODN через 24 ч инку- 
бации в 0.9%-ном растворе NaCl при 4°С также  
заметно не изменялась по сравнению со свеже- 
приготовленными образцами.  

Таким образом, результаты ПЭМ иллюстрируют 
связывание наночастиц анатаза с полилизином и 
олигонуклеотидом, а также показывают различия 
между суспензиями наночастиц и нанокомпозитов 
в воде и в растворе NaCl.

Противовирусная активность нанокомпо- 
зитов в отношении ВПГ-1. Мы сравнили 
биологическую активность нанокомпозитов, 
полученных в воде и 0.9%-ном NaCl, на примере 
ингибирования репликации вируса простого 
герпеса первого типа в зараженных клетках 
VERO. В качестве действующего агента в сос- 
таве нанокомпозитов мы использовали олиго- 
нуклеотид GCCGAGGTCCATGTCGTACGC 
(ODN1), направленный на определенный участок 
генома вируса простого герпеса первого типа 
(ВПГ-1), а именно на сайт инициации трансляции 
мРНК белка UL13 [26]. 

Нанокомпозит Ans/PL•ODN1 подавлял репли- 
кацию ВПГ-1 на 4.5 порядка независимо от спо- 
соба приготовления (в воде или в 0.9% NaCl), если 
он был использован через сутки после получе- 
ния (табл. 3). Через 10 суток хранения актив- 
ность образца Ans/PL•ODN1, приготовленного 
в солевом растворе, была на два порядка ниже, 
чем у сохранившего свою активность образца, 
приготовленного в воде.

Таблица 3. Противовирусная активность образцов Ans/PL•ODN в клетках VERO, зараженных ВПГ-1

Образец Способ приготовления ИПП вируса, lg

Ans/PL•ODN1

H2O, сутки 4.5
0.9% NaCl, сутки 4.5

H2O, 10 суток 4.5
0.9% NaCl, 10 суток 2.5

Примечание: ИПП – индекс подавления продукции вируса; ИПП = Титр вируса в контроле – Титр вируса в опыте (lg).
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез наночастиц. Наночастицы TiO2 в крис- 
таллической форме (анатаз) (Ans) синтезировали, 
как описано в работе [15]. Ans получали добавле- 
нием смеси тетраизопропоксида титана и 2-изо- 
пропанола (6 : 1, v/v) в водный раствор HNO3 при  
интенсивном перемешивании, соблюдая соот- 
ношение [H+] : [Ti] = 0.5 и [H2O] : [Ti] = 200. Золь 
перемешивали в течение 7 ч при 70°C и затем 
охлаждали до комнатной температуры. Затем золь 
диализовали против воды при 3–4°C до рН 3.3–3.5, 
разбавляли раствор до концентрации 5 мг/мл, 
добавляли равный объем изопропилглицидилового 
эфира и 0.2 М водный раствор LiOH до рН 7.2. 
Полученную реакционную смесь диализовали 
против воды.

Синтез олигонуклеотидов. Олигонуклеотиды 
синтезировали амидофосфитным методом на 
ДНК-синтезаторе ASM-800 (Биоссет, Россия) 
из синтонов (Glen Research, США). В работе 
использовали следующие олигонуклеотиды: 
ODN1 5'-GCCGAGGTCCATGTCGTACGCp 
(21-мер),  ODN2  5 ' -GAAATAAGAGGCTA-
GCTACAACGACCTTCATTAp (33-мер). Кон- 
центрацию олигонуклеотидов и их конъюгатов с  
полилизином определяли по оптическому погло- 
щению на 260 нм, измеренному на спектро- 
фотометре U-1800 (Shimadzu, Япония).

Синтез нанокомпозитов Ans/PL, Ans/PL-
ODN и Ans/PL•ODN. В работе использовали 
поли-L-лизин гидробромид (PL, MW 15000– 
30000, Sigma-Aldrich, США). Полилизин-содержа- 
щие олигонуклеотиды (PL-ODN) синтезированы, 
как описано в работе [27], с использованием 
растворенного в воде полилизина при моляр- 
ном отношении аминогрупп в полилизине к олиго- 
нуклеотиду 100 : 1. Конъюгаты PL-ODN диализо- 
вали против воды для удаления остаточных 
количеств диметилсульфоксида и непрореагиро- 
вавших олигонуклеотидов. Водные растворы 
PL-ODN (50–80 мМ) хранили при 4°C перед 
использованием.

Ans/PL получали, как описано в работе [15],  
добавляя 20 мкл 0.1 М водного раствора полили- 
зина (в расчете на мономерное звено) к 1 мл 
суспензии наночастиц (1 мг). Таким образом, при 
полном связывании полилизина с наночастицами 
емкость препарата Ans/PL по аминогруппам 
составляла 2 мкмоль/мг.

Нанокомпозиты Ans/PL-ODN получали, как 
описано в работе [16], смешивая суспензию 
наночастиц Ans (0.1 мг) в 100 мкл воды c 10 мкл 
0.1 мМ раствора PL-ODN. Нанокомпозиты Ans/

PL•ODN получали, как описано в работе [16], 
при смешивании наночастиц, покрытых полили- 
зином (Ans/PL) (0.1 мг по Ans-наночастицам,  
2 мкмоль/мг по NH2-группам), с ODN (10 мкл  
0.1 мМ) в 100 мкл воды или 140 мМ раствора  
NaCl. Емкость нанокомпозитов по олигонуклео- 
тиду составляла 20 нмоль/мг в обоих случаях.

Все манипуляции с наночастицами и нано- 
композитами проводили после обработки ультра- 
звуком (90 Вт, 25°С) в течение 30 с.

Размер частиц и значения ξ-потенциала. 
Размер (гидродинамический диаметр, d) и 
ξ-потенциал исследуемых образцов измеряли 
методами динамического рассеяния света и 
фазового анализа рассеяния света на приборе 
Zetasizer Nano ZS Plus (Malvern, Великобритания) 
в водной среде. Ans, Ans/PL, Ans/PL-ODN и Ans/
PL•ODN использовали в концентрации 0.1 мг/мл  
в расчете на наночастицы с содержанием 
полилизина 2 мкмоль/мг и олигонуклеотидов 
20 нмоль/мг. Значения ξ-потенциала образцов 
измеряли с использованием кюветы DTS1070. 
Каждый образец готовили по меньшей мере в трех 
экземплярах, измерения каждого из них проводили 
в трех повторах при комнатной температуре. Зна- 
чения размера частиц и ξ-потенциала усредняли 
по этим экспериментам. Влияние соли на агло- 
мерацию наночастиц и нанокомпозитов иссле- 
довали, добавляя к суспензии 1 М раствор NaCl 
до соответствующей концентрации соли (50– 
100 мМ). Результаты представлены в табл. 1 и 2.

Противовирусная активность нанокомпо- 
зитов. Противовирусную активность образцов 
изучали на клетках VERO (ФБУН ГНЦ ВБ “Вектор” 
Роспотребнадзора, Россия), инфицированных ви- 
русом простого герпеса 1-го типа (ВПГ-1) штамма 
VR-3 в “профилактическом” режиме. Титры ВПГ-1  
в вируссодержащей жидкости (ВСЖ) в контроле  
(без образца) и опыте (с образцом) рассчитывали  
и выражали в десятичных логарифмах 50% ткане- 
вых цитопатических доз в мл (lg ТЦД50/мл) по 
методу Спирмена–Кербера [28]. Клетки VERO 
в логарифмической фазе (105 кл./мл) высевали в 
питательной среде DMEM (Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium), содержащей 10%-ную фетальную 
телячью сыворотку (Gibco, США), в 96-луночные 
планшеты (100 мкл/лунка) и инкубировали при  
37°С, 5% CO2 и влажности 100%. После дости- 
жения ~80% монослоя среду удаляли, в лунки 
добавляли исследуемые образцы Ans/PL•ODN 
(5 мкМ по ODN) в 100 мкл среды DMEM, со- 
держащей 2%-ную фетальную телячью сыворотку. 
В качестве контроля использовали 100 мкл 
среды DMEM. Клетки инкубировали при 37°С, 
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5% CO2 и влажности 100% в течение 4 ч с по- 
следующим добавлением раствора ВПГ-1, мно- 
жественность инфицирования 0.001 ТЦД50/кл.  
(тканевая цитопатическая доза вируса, вызываю- 
щая гибель 50% клеток). Клетки инкубировали  
в течение 48 ч в тех же условиях.

Вирус-ингибирующий эффект исследуемых 
образцов рассчитывали по формуле: ИПП = Титр 
вируса в контроле – Титр вируса в опыте (lg). В 
контрольном образце значение титра вируса было 
равно 7.0 ± 0.3 lg ТЦД50/мл.

Электронная микроскопия. Свежепри- 
готовленные суспензии Ans, Ans/PL и Ans/PL•ODN 
(0.1 мг/мл в расчете на Ans; 2 мкмоль PL и 20 нмоль 
ODN на 1 мг Ans) в воде или 0.9%-ном растворе 
NaCl, а также суспензии этих частиц после 
инкубации в течение 24 ч при 4°С, обрабатывали 
ультразвуком (90 Вт, 25°С) в течение 30 с. Cуспен- 
зии каждого образца (10 мкл) сорбировали 
на медные сетки с формваровой подложкой 
в течение 30 с, избыток жидкости удаляли 
фильтровальной бумагой, сетки высушивали на 
воздухе. Препараты изучали в просвечивающем 
электронном микроскопе Jem-1400 (Jeol, Япония) 
при ускоряющем напряжении 80 кВ. Образцы 
изучали при аппаратном увеличении микроскопа 
50–150 тыс. раз. Снимки получали с помощью 
цифровой камеры бокового ввода Veleta (SIS, 
Германия). Ультраструктуры суспензий приведены 
на рис. 3. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Получены неагломерированные олигонуклео- 

тид-содержащие нанокомпозиты на основе нано- 
частиц анатаза (Ans/PL•ODN, и Ans/PL-ODN). 
При иммобилизации олигонуклеотидов на нано- 
частицах в воде образуются монодисперсные 
частицы небольшого размера, в то время как 
в присутствии NaCl происходит агломерация 
наночастиц и нанокомпозитов. Исследование 
биологической активности нанокомпозитов на 
примере подавления репликации вируса простого 
герпеса первого типа показало, что нанокомпозит 
Ans/PL•ODN1, полученный в воде, проявил вы- 
сокую противогерпетическую активность в куль- 
туре клеток (подавление репликации ВПГ-1 на 
4.5 порядка), которая сохранялась по крайней 
мере в течение 10 суток. Активность того же 
нанокомпозита, полученного в солевом растворе, 
уменьшалась на два порядка за это время. Таким 
образом, продемонстрировано, что полученные 
нанокомпозиты могут храниться в воде при 4°C 
в течение длительного времени без падения их 
эффективности. Это упрощает и расширяет воз- 

можность применения предложенных нано- 
композитов в качестве биологически активных 
агентов.
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Non-Agglomerated Oligonucleotide-Containing  
Nanocomposites Based on Titanium Dioxide Nanoparticles

M. N. Repkova*, O. Yu. Mazurkov**, E. I. Filippova**, N. A. Mazurkova**,  
Yu. E. Poletaeva*, E. I. Ryabchikova*, B. F. Zarytova*, and A. S. Levina*, #
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prosp. Lavrent’eva 8, Novosibirsk, 630090 Russia
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Stability and monodispersity are important properties of nanoparticles and nanocomposites that ensure 
the reliability of their application in biological systems and the reproducibility of results. The prepara-
tion of non-agglomerated oligonucleotide-containing nanocomposites based on anatase titanium dioxide 
nanoparticles (Ans~ODN) is the aim of this work. The immobilization of oligodeoxynucleotides on TiO2 
nanoparticles has been studied by the dynamic light scattering and transmission electron microscopy. The 
antiviral activity of the synthesized samples has been performed on VERO cells infected with herpes sim-
plex virus of the first type. The effect of NaCl on the agglomeration of nanoparticles and nanocomposites 
in aqueous solutions has been studied. The presence of NaCl leads to agglomeration of nanoparticles and 
nanocomposites. It has been shown that nanocomposites are formed in an aqueous solution in the absence 
of NaCl. A comparison of the biological activity of nanocomposites prepared in water and saline solution 
has been carried out with an example of inhibition of replication of the herpes simplex virus of the first 
type in the cell culture. The studied nanocomposite, regardless of the preparation method (in water or 0.9% 
NaCl), inhibited virus replication by 4.5 orders of magnitude when used 1 day after preparation. After  
10 days of storage, the activity of the sample prepared in saline solution was two orders of magnitude lower 
than that of the active sample prepared in water. We have developed the method for the preparation of non-
agglomerated oligonucleotide-containing nanocomposites based on anatase nanoparticles and demonstrated 
their potential use for the study of their biological activity. Unlike nanocomposites prepared in the presence 
of salt, which lose their efficacy during storage, nanocomposites that are not prone to agglomeration can 
be obtained in water for future use.

Keywords: anatase nanoparticles, oligonucleotide-containing nanocomposites, antiviral activity, herpes 
simplex virus
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ВВЕДЕНИЕ

В значительной степени иммунная система 
млекопитающих регулируется соотношением 
стимулирующих и подавляющих сигналов, на- 
правленных на иммунные контрольные точки, 
чем обеспечивается контролируемый иммунный 
ответ на внешнюю угрозу. В отсутствии подав- 
ляющих сигналов Т-клетки способны активи- 
роваться на незначимую угрозу, с которой вполне 

может справиться врожденный иммунитет и  
что приводит к “шуму” системы, расходу энер- 
гии, аутоиммунитету. При значительной пато- 
генной нагрузке Т-клетки в отсутствии супрес- 
сорной регуляции могут убить организм. К ос- 
новным молекулам, контролирующим акти- 
вацию Т-клеток, относятся гликопротеин цито- 
токсических T-лимфоцитов 4 (CTLA-4) и белки 
программируемой гибели PD1/PD-L1 [1, 2]. 

УДК 571.27 

ЭКСПРЕССИЯ ВНЕКЛЕТОЧНОГО ФРАГМЕНТА PD-L1 
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Ряд молекул, экспрессированных на клетках млекопитающих, вовлечен в формирование 
аутотолерантности. К ним, в первую очередь, относятся CTLA-4/B7 и PD1-PD-L1 сигнальные пути. 
Блокаторы этих сигнальных путей, называемые ингибиторами контрольных точек (ИКТ) иммунитета, 
используются в клинике для терапии разных форм рака. Антитела к CTLA-4 вызывают системную 
токсичность и одобрены только для для терапии некоторых форм рака. Антитела против PD1 или 
PD-L1 успешно применяются для терапии разных типов рака и характеризуются незначительной 
токсичностью. Однако ответ на терапию с использованием ИКТ наблюдается не во всех случаях. 
Разработка более эффективных подходов к терапии рака на основе PD1/PD-L1 ингибиторов требует 
дополнительных исследований. Целью данной работы была экспрессия внеклеточной части белка PD-
L1 мыши (exPD-L1) и получение антител к PD-L1. В бактериальной системе экспрессии был получен 
и охарактеризован белок exPD-L1 мыши. Белок exPD-L1 использовали для иммунизации мышей с 
целью получения продуцентов анти-PD-L1 антител. С помощью гибридомной технологии получено 
5 клонов, экспрессирующих антитела к exPD-L1. Антитела клона В12 были наработаны в асцитной 
жидкости мышей линии BALB/c и очищены методом аффинной хроматографии. Методом ИФА для 
очищенных антител было показано специфичное связывание с белком exPD-L1 и коммерческим 
белком внеклеточной части мышиного PD-L1. Эксперименты методами проточной цитометрии и 
конфокальной микроскопии показали, что полученные антитела связывают внутриклеточную форму 
белка PD-L1, в отличие от коммерческих антител, связывающих мембранную форму. 
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Сигнальные пути контрольных точек (КТ) 
иммунитета представляют собой негативные 
регуляторы иммунной системы, которые опосре- 
дуют толерантность, предотвращая аутоиммуни- 
тет и защищая ткани от иммунной атаки. Инги- 
биторы КТ (ИКТ) иммунитета нашли применение 
в терапии рака различных типов [3–5].

CTLA-4 гомологичен Т-лимфоцитарному ко- 
стимулирующему белку CD28; оба связываются 
с молекулами B7-1, B7-2 на антиген-представ- 
ляющих клетках (АПК). Ингибитор PD-1 экспрес- 
сируется преимущественно на активированных 
Т-клетках. Связывание с лигандами PD-L1 или 
PD-L2, экспрессированными на различных 
клетках, приводит к торможению функции и 
программированной смерти Т-клеток [6, 7].

PD-L1 и PD-L2 имеют различные паттерны 
экспрессии. Низкий уровень PD-L1 конститутивно 
экспрессируется на АПК (В-клетки, дендритные 
клетки, макрофаги), тучных клетках, Т-клетках, а 
также на широком спектре негематопоэтических 
клеток [8].

PD-L2 экспрессируется преимущественно на  
профессиональных АПК [8]. PD-L1 и PD-L2  
могут экспрессироваться опухолевыми клетками 
и стромой опухоли, причем PD-L1 чаще обна- 
руживается на этих клетках. В клинических ис- 
следованиях показано, что антитела к PD1 и PD-L1 
проявляют сравнимую эффективность в терапии 
рака [9]. 

Экспрессия PD-L1 значительно повышается 
в раковых тканях, подвергающихся иммунной 
атаке. Активированные Т-клетки продуцируют 
цитокины, стимулирующие экспрессию PD-L1, 
причем IFN-γ выступает одним из наиболее 
мощных стимуляторов. Считается, что PD-L1 
может использоваться опухолевыми клетками в 
качестве защитного механизма от атаки Т-кле- 
ток [10, 11]. 

Антитела к PD1 и PD-L1 используются в кли- 
нике (атезолизумаб, авелумаб, дурвалумаб и 
др.) [9, 12–15]. В двойном слепом плацебо-
контролируемом исследовании 3-ей фазы оце- 
нивали эффективность поддерживающей тера- 
пии атезолизумабом (анти-PD-L1 антитело) у  
201 пациентов с мелкоклеточным раком легкого 
после курса карбоплатина и этопозида. При 
наблюдении 14 месяцев выживаемость составила 
12.3 месяца в группе атезолизумаба и 10.3 месяца 
в группе плацебо [12]. Оценку эффективности 
проводили по системе RECIST1.1. Показали, 
что в группе анти-PD-L1 адъювантной терапии 
частичную или полную ремиссию наблюдали у  
121 пациента из 201 (60%), при этом в группе 
плацебо по системе RECIST1.1 ремиссия наблю- 
далась у 64% [12]. 

В рамках исследования 2-ой фазы 116 ранее  
нелеченных больных с метастатической карци- 

номой Меркеля, редкого и агрессивного рака 
кожи, получали авелумаб в качестве первой линии 
терапии в дозе 10 мг/кг внутривенно каждые  
2 недели. У 35% пациентов ответ регистрировался 
более 6 месяцев, что оценивалось по динамике из- 
менения опухолевой массы по системе RECIST1.1  
[13]. Частота ответа была выше у пациентов с 
опухолями PD-L1+ и опухолями с повышен- 
ной внутриопухолевой плотностью CD8+ Т-кле- 
ток [13]. 

Аналогичные данные получены и для других 
антител как против PD1, так и против PD-L1 
[9, 14, 15]. Мета-анализ восьми исследований 
у пациентов, получавших ингибиторы PD1/
PDL1 в схеме адъювантной иммунотерапии 
(6347 пациентов), показал, что иммунотерапия 
значительно снижает риск рецидива после резек- 
ции опухоли. Так, относительный риск (hazard 
ratio, HR) составил по 6-ти исследованиям от 0.56 
до 0.89, что означает снижение риска рецидива 
на 11–44% [9]. Однако результаты выживаемости 
показали отсутствие статистической разницы 
между группой ИКТ и группой плацебо при 
адъювантной терапии [9]. При этом частота 
возникновения усталости, тошноты и зуда у 
пациентов, получавших ингибиторы, была досто- 
верно выше, чем в контрольной группе [9]. 

Приведенные данные показывают, что тера- 
пия эффективна только у части пациентов, но 
может быть эффективна как терапия первой 
линии, так и в режиме адъювантной терапии. 
Терапия ингибиторами PD1/PDL1 не удлиняет 
продолжительность жизни и имеет побочные 
эффекты [9, 13–15]. 

Для улучшения эффективности терапии инги- 
биторами PD1/PDL1 требуется более детальное 
понимание процессов участия белков PD1/PDL1 
в регуляции роста опухоли и иммунного ответа на 
антигены опухоли. На настоящий момент эффект 
ингибиторов PD1/PDL1 во многом остается 
“черным ящиком”, что требует дополнительных 
исследований.

В мышиных моделях эффект ингибиторов 
PD1/PDL1 также неоднозначен. Показано, что 
при подкожных опухолях наблюдается снижение 
объема опухоли на 30–35%, но не отторжение, 
лучшие результаты, до 95%, получены для орто- 
топических моделей [16]. 

Использование мышиных моделей позволяет 
разобраться в механизмах резистентности к PD1/ 
PDL1 терапии [17], проанализировать роль раз- 
личных факторов, например, липидов, оценить 
эффективность комбинированной терапии и др. 
[18–20]. В связи с этим моноклональные антитела  
к мышиным PD1/PDL1 – важный инструмент 
оценки эффективности как монотерапии опу- 
холей мышей с применением ИКТ, так и ком- 
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бинированной терапии в сочетании с препаратами 
других классов.

Цель данной работы – экспрессия белка вне- 
клеточной части мышиного PD-L1 в бакте- 
риальной системе, а также получение гибридом 
с использованием полученного белка, продуци- 
рующих моноклональные антитела (мАт), специ- 
фичные к мышиному белку PD-L1. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Клонирование и экспрессия гена, коди- 

рующего внеклеточный фрагмент PD-L1 
мыши. Для клонирования гена, кодирующего 
внеклеточных фрагмент PD-L1 мыши (exPD-L1), 
провели скрининг клеточных линий мыши мето- 
дом количественной ПЦР с использованием 
подобранных праймеров (табл. 1). Все линии 
экспрессировали PD-L1, максимальная экспрессия 
гена PD-L1 наблюдалась в клетках тимомы мы- 
шей EL-4 (рис. 1а). По этой причине клетки EL-4 
использовали для амплификации фрагмента 
гена PD-L1, кодирующего белок exPD-L1. Ожи- 
даемый размер продукта ПЦР составил 665 п.о.  
После подтверждения размера ампликона в 
агарозном геле (рис. 1в), мы клонировали целе- 
вую последовательность в промежуточный век- 
тор pTZ57R/T и проверяли наличие вставки 
методом ПЦР и секвенированием по Сэнгеру 
с использованием праймеров M13 (рис. 1в). 
Вставки из клонов, не содержащих ошибок, были 

встроены в экспрессионный вектор pQE30 по 
сайтам эндонуклеаз рестрикции KpnI и HindIII 
(рис. 1б), после чего мы трансформировали 
получившейся генетической конструкцией  
штамм E. coli XL1 Blue. После повторного подт- 
верждения корректности вставки аналогичными 
методами мы трансформировали выделенной из 
отобранных клонов плазмидой экспрессионный 
штамм E. coli M15. 

Белок экспрессировался в значительном коли- 
честве (30–50 мг/л), но при экспрессии отклады- 
вался в тельцах включения; нам не удалось подоб- 
рать условия (концентрация ИПТГ, температура, 
время инкубации), чтобы этого избежать. Для 
получения растворимого в физиологических раст- 
ворителях белка мы проводили процедуру ре- 
фолдинга. Таким образом, очистка включала 
в себя лизис клеток и получение осветленного 
лизата, металл-аффинную хроматографию, обес- 
соливание на обратной фазе, рефолдирование  
и диализ. После всех процедур очистки был полу- 
чен чистый препарат (рис. 1г, одна полоса при  
анализе методом гель-электорофореза в денату- 
рирующих условиях) водорастворимого exPD-L1 
в количестве 5–10 мг/л. Несмотря на рефолдинг, 
белок был нестабильным и при длительном 
хранении при +4°С постепенно выпадал в осадок. 

В результате экспрессии был получен белок 
exPD-L1 с молекулярной массой (ММ) около  
27 кДа, что соответствует внеклеточному домену 

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов, использованные в работе

Последовательность 5’-3’

Праймеры для введения сайтов рестрикции

PD-L1
Прямой  ATGCGGTACCTTTACTATCACGGCTCCAAAGGAC*

Обратный  GCATAAGCTTTCAGTGAGTCCTGTTCTGTGGAGGAT

Праймеры для анализа экспрессии

PD-L1
Прямой  GAGAAGTGTCACCACTTCCCGGACA

Обратный  GAGCTTGTATCTTCAACGCCACATTTCT

GAPDH
Прямой GGC CTA CAT GGC CTC CAA GGA GT

Обратный  GGA TGG AAA TTG TGA GGG AGA TGC T

Гидролизуемые зонды для ПЦР в реальном времени

PD-L1 [BHQ1]ATgCTTCTCAA[FAM-dT]gTgACCAgCAgTCTgAgggTCA[P]

GAPDH [FAM]CCCACCCCAgCAAggACACTgAgCAA[BHQ1]

Праймеры для секвенирования плазмиды pQE30 со вставкой
pqe30r TAGCTGAGCTTGGACTCCTGTTGA
qe30f AGAGGATCGCATCACCATCACC

* Подчеркнуты сайты узнавания эндонуклеаз рестрикции.
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белка PD-L1 мыши (табл. 2). При этом белки 
PD-L1 человека и мыши высоко консервативны 
(табл. 3). 

Получение гибридом, продуцирующих анти- 
тела к белку exPD-L1 мыши. Для получения 
гибридомы мышей BALB/с трижды иммуни- 
зировали белком exPD-L1. Перед третьей имму- 
низацией у мышей забирали кровь, выделяли 
сыворотку и анализировали титры антител к  
exPD-L1 методом прямого ИФА. Перед гибри- 
дизацией титр специфических антител к PDL-1 
в сыворотке крови иммунизированной мыши 
составлял не менее 1 : 50000. Для гибридизации 
через 5 дней после последней иммунизации заби- 
рали клетки дренирующего место иммунизации 
лимфатического узла, сливали их с клетками 
миеломы SP2/0, разносили в селективной среде с 
HAT по 96-луночным планшетам с нанесенными 
за сутки до этого фидерными макрофагами 

мыши. В результате гибридизации было отобрано  
5 клонов клеток-продуцентов моноклональных 
антител (мАт): B11, B12, E7, E11 и G7 (рис. 2а). 
Изотипирование мАт культуральных жидкостей 
полученных гибридом показало, что все клоны 
продуцировали мАт с легкими цепями каппа-типа 
и тяжелыми цепями класса IgG2b (B11, B12, E7) 
или IgG2a (E11 и G7) (рис. 2д). 

Гибридные клетки использовали для получения 
асцитов. Моноклональные антитела очищали 
из асцитной жидкости методом аффинной хро- 
матографии на протеин-А-сефарозе. Анализ вы- 
деленных антител в ПААГ показал их высо- 
кую чистоту, в невосстанавливающих усло- 
виях четко видна полоса на 150 кДа, соответ- 
ствующая полноразмерным антителам, а в вос- 
станавливающих условиях – 2 полосы на 50 кДа 

 
1      M    M    2       3    4    5    6    7     8   M  

Рис. 1. Экспрессия белка exPD-L1. (а) – Анализ экспрессии гена exPD-L1 в линиях клеток мышей; (б) – схема 
экспрессионного вектора pQE30, включающего ген белка exPD-L1; (в) – электрофореграмма результатов ПЦР фрагмента 
гена, кодирующего exPD-L1 до клонирования (1) и после встраивания в промежуточную плазмиду pTZ57R/T (2);  
(г) – электрофореграмма результатов выделения и очистки белка exPD-L1. (3) – лизат E. coli, который наносили на 
колонку с Ni-NTA агарозой; (4) – проскок с колонки; (5) – фракция промывки колонки от неспецифично связавшихся 
белков; (6) – фракция элюции (помимо целевого белка видны продукты его деградации); (7) – образец раствора белка 
после проведения обращенно-фазовой хроматографии; (8) – образец раствора белка после проведения рефолдинга 
белка и его диализа; M – маркер молекулярного веса белков и ДНК. 

(а) (б)

(в) (г)
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Таблица 2. Последовательности белков exPD-L1 и RPA788Mu01 (Cloud-Clone, China) мыши*

MRGSHHHHHHGSACELGTFTITAPKDLYVVEYGSNVTMECRFPVERELDLLALVVYWEKEDEQV LDLLALVVYWEKEDEQV 
IQFVAGEEDLKPQHSNFRGRASLPKDQLLKGNAALQITDVKLQDAGVYCCIISYGGADYKRITLKVN IQFVAGEEDLKPQHSNFRGRASLPKDQLLKGNAALQITDVKLQDAGVYCCIISYGGADYKRITLKVN 
APYRKINQRISVDPATSEHELICQAEGYPEAEVIWTNSDHQPVSGKRSVTTSRTEGMLLNVTSSLRV APYRKINQRISVDPATSEHELICQAEGYPEAEVIWTNSDHQPVSGKRSVTTSRTEGMLLNVTSSLRV 
NATANDVFYCTFWRSQPGQNHTAELIIPELPATHPPQNRTHNATANDVFYCTFWRSQPGQNHTAELIIPELPATHPPQNRTH  
wvllgsillflivvstvllflrkqvrmldvekcgvedtssknrndtqfeet

* Жирным шрифтом выделена аминокислотная последовательность в составе белка exPD-L1, появившаяся из остатков  
последовательности полилинкера плазмиды pQE30 и 6х-His-тага; желтым цветом выделена последовательность экстрацел-
люларного домена PD-L1, общая в белках exPD-L1 и RPA788Mu01; строчным текстом показана последовательность белка 
RPA788Mu01, отсутствующая в белке exPD-L1.

Таблица 3. Гомология белков PD-L1 мыши (mecPD-L1) и человека (hPD-L1)* 
                 1                                               50 

   hPD-L1    (1) MRIFAVFIFMTYWHLLNAFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDL 

 mecPD-L1    (1) MRGSHHHHHHGSACELGTFTITAPKDLYVVEYGSNVTMECRFPVERELDL 

                 51                                             100 

   hPD-L1   (51) AALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQ 

 mecPD-L1   (51) LALVVYWEKEDEQVIQFVAGEEDLKPQHSNFRGRASLPKDQLLKGNAALQ 

                 101                                            150 

   hPD-L1  (101) ITDVKLQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSE 

 mecPD-L1  (101) ITDVKLQDAGVYCCIISYGGADYKRITLKVNAPYRKINQRIS-VDPATSE 

                 151                                            200 

   hPD-L1  (151) HELTCQAEGYPKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNVTSTLRIN 

 mecPD-L1  (150) HELICQAEGYPEAEVIWTNSDHQPVSGKRSVTTSRTEGMLLNVTSSLRVN 

                 201                                            250 

   hPD-L1  (201) TTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAELVIPELPLAHPPNERTHLVILGAILLC 

 mecPD-L1  (200) ATANDVFYCTFWRSQPGQNHTAELIIPELPATHPPQNRTH---------- 

                 251                                  290 

   hPD-L1  (251) LGVALTFIFRLRKGRMMDVKKCGIQDTNSKKQSDTHLEET 

 mecPD-L1  (240) ---------------------------------------- 

 

и 25 кДа, что характерно для тяжёлых и легких 
цепей IgG, соответственно (рис. 2г).

Для оценки антиген-связывающих свойств 
выделенных антител использовали методы ИФА 
и конфокальной микроскопии, а также дот-блот. В 
качестве сравнения с полученным белком exPD-L1 
использовали коммерческий белок внеклеточной 
части PD-L1 мыши RPA788Mu01 (Cloud-Clone, 
China) с заявленной ММ 31 кДа (табл. 2). По 

ПААГ подвижности ММ коммерческого белка 
составила около 35 кДа (рис. 2в), что больше 
массы белка exPD-L1, которая равна примерно 
27 кДа. ИФА (рис. 2б) и дот-блот (рис. 2е) с 
использованием белка exPD-L1 и коммерческого 
белка RPA788Mu01 показали распознавание 
выделенными антителами обоих белков. 

Анализ связывания антител к exPD-L1 В12 
c белком PD-L1 провели с помощью вестерн-

* Желтым цветом отмечены гомологичные аминокислоты; зеленым показаны близкие по свойствам замены; подчеркнут 
фрагмент последовательности белка exPD-L1. Выравнивание проводили по алгоритму ClustalW в программе AlignX из пакета 
Vector NTI 9 (Invitrogen).
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блоттинга с использованием лизата клеток мела- 
номы мыши B16/F10 и рака яичника человека 
SCOV-3. Показали, что мАт В12 связывали как 
мышиный, так и человеческий PD-L1 (рис. 2ж, 
дорожки 3 и 4 соответственно). Антитела распозна- 
вали как белок с ММ ~40 кДа, соответствую- 
щий ММ полноразмерного PD-L1, так и белок  
с ММ ~70 кДа (сравнение с белком теплового  
шока 70, дорожки 5 и 6), предположительно 
димеры PD-L1. 

Для подтверждения связывания полученных 
антител с клетками мышиных линий получили  
мАт B12, меченные Cy3 и FAM. В качестве 

контроля использовали коммерческие анти-
PD-L1 антитела, клон 10F.9G2 (Biolegend, USA). 
Показали, что коммерческие антитела значи- 
тельно лучше связываются с живыми клетками 
(рис. 2з–и). Пермиабилизация клеток привела 
к связыванию как мАт В12, так и 10F.9G2  
(рис. 2к–л). 

Поскольку методом проточной цитометрии 
и вестерн-блоттинга нельзя оценить внутрикле- 
точную локализацию PD-L1, провели анализ 
пермиабилизованных клеток методом конфо- 
кальной микроскопии. Показали, что мАт В12 
распознают внутриклеточный PD-L1 (рис. 3а), а 

Рис. 2. Характеристика моноклональных антител к exPD-L1, продуцируемых полученными гибридомами.  
(а) – Связывание белка exPD-L1 антителами из культуральной жидкости полученных гибридом методом ИФА;  
(б) – распознавание белков внеклеточной части PD-L1 (exPD-L1 и RPA788Mu01) и белка сравнения (ДНК-полимераза 
фага Phi29 с 6xHis тагом) мАт, выделенными из асцитной жидкости гибридомы B12; (в)  – электрофореграммы белка 
RPA788Mu01 и (г) очищенных мАт В12 в восстанавливающих и невосстанавливающих (слева направо) условиях; 
(д) – изотипирование мАт, секретируемых полученными гибридомами; (е) – распознавание мАт гибридомы В12 в 
дот-блоте ДНК-полимеразы фага Phi29-6xHis (1), exPD-L1 (2) и  RPA788Mu01 (3) (слева направо уменьшающаяся 
концентрация белка); (ж) – электрофореграммы и вестерн-блот лизатов клеток мыши B16/F10 (1, 3, 5) и человека 
SCOV-3 (2, 4, 6), меченные антителами В12 против PD-L1 мыши (3, 4) и против двух форм белка теплового шока 70 
(конститутивная и индуцируемая формы) (5, 6); (з) – гистограммы распределения живых клеток EL-4, окрашенных 
B12-Cy3 и (и) 10F.9G2-PE. Розовым цветом отмечены контрольные гистограммы, голубым отмечены клетки после 
связывания с антителами; (к) – дот-плоты живых и (л) пермиабилизованных клеток B16/F10, (ж, абсцисса) – меченных 
B12 или 10F.9G2 (ордината). Розовым цветом отмечены контрольные гистограммы, голубым отмечены клетки после 
связывания с антителами.

 

1
2
3

М     1     2    3     4    5    6

(а) (б) (в) (г)

(д) (е)

(ж)

(з) (и) (к) (л)
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10F.9G2 – мембранный белок в перфорированных 
клетках B16/F10 (рис. 3б). При этом значительная 
часть белка PD-L1 локализовалась на ядерной 
мембране (врезка). 	

В последние годы появилось много работ, 
показывающих внутриклеточную локализацию 
PD-L1 и транслокацию его в ядро [21–23]. При  
этом функция ядерного PD-L1 пока неясна. Пока- 
зано, что PD-L1 перемещается из плазмати- 
ческой мембраны в ядро посредством взаимо- 
действий с компонентами путей эндоцитоза 
и цитоплазматического транспорта и регули- 
руется p300-опосредованным ацетилированием 
и HDAC2-зависимым деацетилированием PD-
L1 [21]. Транслокация PD-L1 в ядро клеток 
стимулирует ангиогенез при злокачественных 
новообразованиях, играет существенную роль в 
развитии рака и транскрипции других молекул 
иммунных контрольных точек, что может высту- 
пать основой стратегии борьбы с васкуляриза- 
цией путем блокирования транслокации PD-L1 в  
ядро [22–23]. 

Известно, что ряд цитокинов, в первую очередь 
интерфероны I и II типов стимулируют экспрес- 
сию PD-L1 [10, 11, 24]. Для анализа эффекта 
цитокинов на экспрессию PD-L1 использовали 
3D культуры, стимулированные интерфероном 
γ (IFN-γ). Показали, что в перфорированных 
культурах B16/F10 белок PD-L1 обнаруживался  
в цитоплазме, на ядерной мембране и в ядре  
(рис. 3а). Добавление в культуры IFN-γ стиму- 
лировало транслокацию белка PD-L1 в ядро  
(рис. 3в, врезка). При этом антитела 10F.9G2-PE 
по-прежнему окрашивали мембранный белок, 
но уровень экспрессии повышался (рис. 3б,г), 
что соответствует ранее опубликованным дан- 
ным [10, 11]. 

Недавние исследования показали, что глико- 
зилирование, фосфорилирование, убиквити- 
нирование, ацетилирование и другие формы 
пострансляционной модификации белков играют  
важную роль в регуляции стабильности белка  
PD-L1, транслокации и межбелковых взаимо- 
действиях [25]. Так ингибиторы N-, но не O-глико- 

 
Рис. 3. Анализ локализации PD-L1 в клетках B16/F10, культивированных в 3D условиях. Клетки инкубировали на 
антиадгезивной подложке 20 ч без (а, б) и с добавлением IFN-γ мыши (в, г), фиксировали, перфорировали и окрашивали 
антителами В12 (а, в) или 10F.9G2 (б, г). На врезках показаны увеличенные изображения отдельных клеток. Зеленой 
стрелкой отмечена плазматическая мембрана клеток, синей – ядерная мембрана. Синим окрашены ядра клеток (б, г). 
Шкала 7–9 мкм.

(а)

(б)

(в)

(г)
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зилирования меняют миграционный сдвиг PD-
L1 на ПААГ, предполагая, что PD-L1 в основном 
N-гликозилирован [26]. Исходя из имеющихся 
литературных данных, антитела В12 могут распоз- 
навать модифицированный PD-L1 белок.

В результате проведенной работы получены 
белок exPD-L1 и 5 гибридом, секретирующих 
мАт к этому белку. Антитела В12, наработанные 
из гибридом и очищенные методом аффинной 
хроматографии, показали специфическое связы- 
вание как с чистым антигеном, представляющим 
собой внеклеточную часть PD-L1, так и с клетками 
мышиной линии меланомы B16/F10. Получен- 
ные антитела распознают внутриклеточную фор- 
му белка PD-L1, отличающуюся от мембранной, 
которая распознается коммерческими анти- 
телами 10F.9G2. Получение мАт, распознаю- 
щих мембранную форму, будет проведено в 
дальнейшем, что требуется для анализа меха- 
низмов терапии рака на основе ингибиторов 
контрольных точек. Полученные в данной 
работе антитела будут использованы для анализа 
внутриклеточных процессов в раковых клетках 
различных типов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Методы. Клеточные линии. В работе ис- 

пользовали линии клеток лимфомы мыши EL4,  
меланомы В16, B16/F10, фибробластов L929, 
колоректальной карциномы Colon26 и рака 
яичника человека SCOV-3 (коллекция ИБХ 
РАН). Клетки культивировали в среде RPMI‑1640 
с добавлением 10%  эмбриональной бычьей 
сыворотки, L‑глутамина и антибиотиков (все 
из ПанЭко, Россия) при температуре 37°C и 
5%  СО2. При пересеве клетки инкубировали 
в 0.25%  растворе трипсина-ЭДТА (ПанЭко, 
Россия) в течение 2–3 мин. Полученные клетки 
центрифугировали и использовали для выделе- 
ния РНК. 

РНК выделяли с использованием реагента 
ExtractRNA (Евроген, Россия) по протоколу 
производителя. Качество выделенной РНК оцени- 
вали с помощью электрофореза в 2% агарозном 
геле. Концентрацию и чистоту выделенной РНК  
определяли спектрофотометрически по погло- 
щению на длине волны 260 нм и по отноше- 
нию D260/D280 на спектрофотометре NanoDrop 
(Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). 

Образец РНК обрабатывали ДНКазой I (Thermo 
Fisher Scientific, USA) по протоколу производи- 
теля, а затем проводили обратную транскрип- 
цию с использованием набора OТ-M-MuLV-RH  
с использованием набора праймеров произ- 
вольного состава по протоколу производителя 
(Биолабмикс, Россия). 

Для проточной цитометрии и конфокальной 
микроскопии клетки инкубировали как описано 

выше. Для получения пермиабилизированных 
клеток использовали 0.1% тритон X100 в PBS. 
Для конфокальной микроскопии клетки высевали 
на покровные стекла, инкубировали 3–4 ч 
для достижения адгезии, пермиабилизовали и 
окрашивали антителами.

Амплификация фрагмента гена PD-L1,  
кодирующего внеклеточный участок белка 
exPD-L1 мыши. Последовательности прайме- 
ров (Евроген, Россия) и гидролизуемых зондов 
(Lumiprobe, Россия) для количественной ПЦР  
(кПЦР) приведены в табл. 1. ПЦР проводили 
на амплификаторе ДТ-96 (ДНК-Технология, 
Москва). Фрагмент РНК EL-4 амплифицировали 
и секвенировали для подтверждения последо- 
вательности (рис. 1). С помощью праймеров в 
последовательность ввели сайты рестрикции 
(табл. 1). Амплифицированные фрагменты 
разделяли в 1.5% агарозном геле, вырезали и 
выделяли из геля с помощью набора QIAEX II 
Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) согласно 
протоколу производителя. Выделенный ПЦР- 
продукт лигировали в вектор pTZ57R/T с ис- 
пользованием набора InsTAclone PCR Cloning  
Kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Полученными 
генетическими конструкциями трансформи- 
ровали компетентные клетки штамма E. coli 
XL1 Blue (Евроген, Россия). Одиночные белые 
колонии высевали на сектора и проверяли ме- 
тодом ПЦР с универсальными праймерами 
M13f, M13r. Положительные клоны высевали в 
жидкую среду и выделяли плазмидную ДНК с 
помощью набора по протоколу производителя 
(Lumiprobe, Russia). Концентрацию ДНК изме- 
ряли спектрофотометрически. Секвенирование 
вставки проводили с праймеров M13f, M13r 
(Евроген, Россия). 

Клоны с последовательностью вставки, иден- 
тичной мРНК гена PD-L1 (NM_021893.3), ис- 
пользовали для переклонирования в экспрес- 
сионный вектор pQE30 (Qiagen, Germany). Для 
переклонирования фрагмента гена, кодирую- 
щего внеклеточный участок PD-L1, в вектор 
pQE30, верифицированные клоны pTZ57R/T c 
вставками exPD-L1 обрабатывали эндонуклеа- 
зами рестрикции KpnI и HindIII (Thermo Fisher 
Scientific, USA). Дальнейшие этапы клониро- 
вания проводили как описано ранее. Одиночные 
клоны рассевали на сектора и проверяли мето- 
дом ПЦР с универсальными праймерами к век- 
тору pQE30 (табл. 1). Из положительных по 
результатам ПЦР клонов выделяли плазмидную 
ДНК и трансформировали ей штамм E. coli M15 
по протоколу.

Экспрессия, выделение и очистка белка 
exPD-L1. Культуру клеток E.coli (штамм М15), 
трансформированных плазмидой pQE30, несу- 
щей фрагмент, кодирующий exPD-L1, высевали  
в среду LB (ампициллин 100 мкг/мл, канамицин  
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50 мкг/мл, ОАО Биохимик, Россия), растили в 
течение ночи (14 ч) при 37°С. На следующий 
день ночную культуру (40 мл) переносили в 1 
л свежей среды LB с селективными антибиоти- 
ками и растили при 37°С до значения D600 = 0.6  
и затем индуцировали экспрессию путем добав- 
ления ИПТГ (1 мМ). Экспрессию белка прово- 
дили в течение 4 ч при 37°C. Клетки соби- 
рали центрифугированием при 18500 g в течение 
3 мин (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Germany). 

Очистку белка проводили в денатурирующих 
условиях. Осадок клеток ресуспендировали в 
лизис-буфере (100 мМ NaH2PO4, 10 мМ Tris-Cl, 
8 М мочевина, pH 8.0), гомогенизировали на 
ультразвуковом гомогенизаторе Vibra-Cell VCX 
130 (Sonics & Materials, Inc., USA) в течение  
30 мин и центрифугировали 10 мин при 18500 g.  
Для дальнейшей работы использовали супер- 
натант.

Аффинная хроматография белка exPD-L1. 
Полученный осветленный лизат наносили на 
колонку с Ni-NTA агарозой (Invitrogen, USA), 
промывали колонку лизис-буфером, затем про- 
мывочным буфером (100 мМ NaH2PO4, 10 мМ 
Tris-Cl, 8 М мочевина, pH 6.3) и элюировали 
с колонки имидазольным буфером (100 мМ 
NaH2PO4, 10 мМ Tris-Cl, 8 М мочевина, 250 мМ 
имидазол, pH 4.5).

Обращенно-фазовая хроматография белка 
exPD-L1. Обращенно-фазовую хроматографию 
проводили на колонке Nucleosil 7 C8 (Macherey 
Nagel SS 250/0.5"/10) с использованием сис- 
темы для высокоэффективной жидкостной хро- 
матографии 8800 Series Gradient Liquid Chroma- 
tographic System (Du Pont Company, USA). Сис- 
тему промывали буфером Б (80% ацетонитрил, 
0.1% трифторуксусная кислота) и затем пере- 
водили на буфер А (5% ацетонитрил, 0.1% трифтор- 
уксусная кислота). С помощью инжектора на 
колонку наносили фракцию белка, полученную 
при проведении аффинной хроматографии 
(2 мл/закол). Белок, связавшийся с колонкой, 
элюировали буфером Б. Полученный раствор 
белка высушивали на вакуумной центрифуге 
Speed Vac Concentrator (Bachofer, Germany).

Рефолдинг белка exPD-L1. Лиофилизирован- 
ный белок растворили в буфере №1 (25 мМ  
Mes-NaOH pH 6.0, 10 мМ NaEDTA, 1 М мочевина, 
6 М гуанидин-HCl, 1 мМ DTT), а затем добавили 
15× кратный объем буфера № 2 (1 М аргинин-
HCl, 100 мМ Tris-HCl pH 8.0, 0.5 мМ PMSF-HCl, 
2 мМ NaEDTA, 0.5 мМ окисленный глутатион). 
Полученный раствор инкубировали ночь на +4°С. 
Белок диализировали через мембрану Spectra/Por 
Dialysis Membrane MWCO: 6–8.000 (Spectrum 
Laboratories, Inc., USA) против бикарбонатного 
буфера (100 мМ NaHCO3, 0.02% азид натрия) 
при +4°С в течение ночи и концентрировали с 

использованием Vivaspin 20 5.000 MWCO PES 
(Sartorius Biotech GmbH, Germany). 

Электрофорез белков в полиакриламидном 
геле. Образцы образцы разделяли гель-электро- 
форезом в 12% полиакриламидном геле (толщина 
0.75 мм) по Лэммли. В качестве стандартов 
молекулярных весов использовали PageRuler 
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, USA).

Вестерн-блоттинг. Общий белок экстраги- 
ровали из клеток B16/F10 и SCOV-3 с использова- 
нием буфера для лизиса RIPA (Beijing Solarbio 
Science & Technology Co., Ltd.). Концентрацию 
белка определяли с помощью прибора BioDrop 
(BioChrome, UK). Белки разделяли в 12% ПААГ, 
переносили на мембраны PVDF и использовали 
5%-ное обезжиренное молоко для блокирования 
мембран при комнатной температуре в течение 
1 ч. Мембраны инкубировали с первичными 
антителами мАт В12 (мышь) или БТШ70 (мышь, 
индуцируемая температурой форма) (Sigma) и 
SPA815 (крыса, конститутивная форма) (Enzo life 
sciences, Belgium) при температуре 4°C в тече- 
ние ночи. После отмывки мембраны инкуби- 
ровали со вторичными антителами против мыши 
или крысы, конъюгированные с пероксидазой 
хрена, при комнатной температуре в течение 1 ч. 
Белковые полосы визуализировали с помощью 
диаминобензидина (Sigma). 

Электрофорез нуклеиновых кислот в ага- 
розном геле. Электрофорез нуклеиновых кис- 
лот проводили в агарозном геле (VWR Interna- 
tional LLC, USA) с добавлением этидия бромида 
в трис-ацетатном буфере (pH 7.6, трис-ацетат 
40 мМ, ЭДТА 1 мМ). Результаты электрофореза 
анализировали на УФ-трансиллюминаторе ECX-
15 M (Vilber Lourmat, France) с максимумом на 
длине волны 312 нм. Для оценки молекулярного 
веса разделяемых на геле фрагментов ДНК 
использовали маркер молекулярного веса ДНК 
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher 
Scientific, USA)

Получение гибридом. Все эксперименты на  
животных проводились в соответствии с прото- 
колом IACUUC ИБХ РАН. Самки мышей BALB/c  
(6–8 недель) были получены из питомника Стол- 
бовая (Московская область, Россия). Мышей со- 
держали в пластиковых клетках по 10–12 особей 
на клетку в обычных условиях с минимальным 
содержанием патогенов. Протокол (№ 325 от 
14 апреля 2021 г.) был одобрен Институтским 
комитетом по уходу и использованию животных 
(IACUC) Центра исследований животных ИБХ 
РАН.

Мышей линии BALB/c иммунизировали в  
подушечки задних лап препаратом реком- 
бинантного белка exPD-L1 (50 мкг) в смеси 
с полным адъювантом Фрейнда 1 : 1, через  
2 недели повторяли иммунизацию в неполном 
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адъюванте. Третью иммунизацию проводили 
еще через 2 недели exPD-L1 в PBS. На пятый 
день после третьей иммунизации у мышей 
забирали подколенные лимфоузлы и выделяли 
из них лимфоциты. В качестве партнеров в 
гибридизацию использовали клетки мышиной 
миеломы SP2/0 из банка клеточных культур ИБХ 
РАН. Гибридизацию проводили в 45% растворе 
ПЭГ 4000 с 10% DMSO в течение 1 мин при 
соотношении лимфоцитов и клеток миеломы 
3 : 1. После гибридизации клетки разносили 
по 96-луночным культуральным планшетам, 
в лунки которых за сутки до этого добавляли 
мышиные перитонеальные макрофаги. Клетки 
культивировали в селективной среде DMEM с  
HAT и 20% эмбриональная телячьей сывороткой 
(ЭТС). Через 7–10 дней из лунок с активным рос- 
том клеток отбирали среду и тестировали на нали- 
чие антител к exPD-L1 методом непрямого ИФА. 
Из лунок, в которых регистрировали достоверно 
позитивную реакцию с PD-L1, отбирали клетки 
и клонировали методом предельных разведений. 
Изотипирование мАТ проводилось с помощью 
набора для изотипирования иммуноглобулинов 
мыши (Thermo Fisher Scientific, USA) по инструк- 
ции производителя.

Наработка и очистка моноклональных анти- 
тел к exPD-L1 из асцитной жидкости аффин- 
ной хроматографией на протеин А-сефарозе. 
Для получения асцитов клетки гибридом (1– 
2 млн клеток) прививали мышам BALB/c, кото- 
рым предварительно за 10–12 дней до иноку- 
ляции клеток гибридомы вводили внутрибрю- 
шинно по 0.3 мл пристана. После формирования 
асцитов мышей умерщвляли и собирали перито- 
неальную жидкость. Клетки удаляли центри- 
фугированием, асцитную жидкость разбавляли в 
2 раза стартовым буфером (PBS) и наносили на 
уравновешенную колонку протеин А-сефарозы. 
Элюцию мАт проводили 0.1 М раствором гли- 
цина рН 3.0. Раствор антител после элюции 
нейтрализовали 1 М трис-HCL pH 8.0 и диализо- 
вали против буфера PBS.

Непрямой твердофазный ИФА. В лунки  
планшетов для ИФА сорбировали рекомбинант- 
ные белки exPD-L1, RPA788Mu01 или ДНК-поли- 
меразу Phi29-6xHis (5 мкг/мл) в 0.1 М бикарбонат- 
ном буфере рН 9.0. В каждую лунку вносили по 
100 мкл раствора антигена в блокирующем буфере 
(PBS, 1% BSA) и инкубировали в течение ночи при 
4°С. После сорбции лунки планшета блокировали 
1% раствором BSA в PBS в течение 1 ч при 37°С. 
Лунки планшета отмывали 4 раза PBS с 0.05% 
Tween-20 и вносили образцы антител в различных 
разведениях. Планшеты инкубировали 1 ч при 
комнатной температуре. Планшеты отмывали 
три раза и вносили конъюгат кроличьих антител 
против иммуноглобулинов мыши с пероксидазой 
хрена (SantaCruze, USA), инкубировали 40 мин  

при комнатной температуре, отмывали и вносили 
субстратную смесь для пероксидазы (TMB,  
1 мг/мл, 50 мМ цитратный буфер рН 4.5, 0.02% 
перекиси водорода). После развития окраски 
реакцию останавливали добавлением 50 мкл 
10% серной кислоты. Интенсивность окраски 
регистрировали спектрофотометрически, опре- 
деляя оптическое поглощение при длине волны 
490 нм на спектрофотометре (Thermo Fisher 
Scientific, USA). 

Мечение антител красителями Cy3 и FAM. 
Выделенные антитела против exPD-L1метили флуо- 
ресцентным красителем sulfo-Cy3 или FAM. 
Для этого смешивали активированный NHS-
эфир флуоресцентного красителя sСу3 или FAM 
(Lumiprobe, Russia) с раствором антител к PD-L1 
B12 (100 мкл, 1,3 мг/мл) в соотношении 6 : 1  
по молям, инкубировали 1 ч при комнатной 
температуре. Свободный краситель удаляли на 
гель-фильтрационной колонке CentriPure Mini PBS 
Z-50 Column (EMP, Germany). 

 Проточная цитометрия. Клетки EL-4 и B16/
F10 снимали трипсином, промывали в полной 
питательной среде, переводили в буфер (PBS, 
1% BSA, 0.05 % NaN3) и инкубировали 1 ч с мАт 
В12-Сy3 или B12-FAM. В контроле использовали 
коммерческие антитела клон 10F.9G2 против  
PD-L1 мыши, меченные фикоэритрином (PE) 
(Biolegend, USA). После инкубации клетки от- 
мывали и анализировали методом проточной 
цитометрии с использованием прибора FACScan 
(BD, USA). Результаты анализировали с исполь- 
зованием программного обеспечения FlowJo 
(USA). 

Конфокальная микроскопия. Для анализа 
методом конфокальной микроскопии клетки 
B16/F10 инкубировали с мАт В12-Cy3 или 
коммерческими антителами против PD-L1 мыши  
(BioLegend, USA) фиксировали 1% параформаль- 
дегидом, промывали и наносили на предметные 
стекла в капле, ожидали 15 мин, затем полимери- 
зовали средой Mowiol 4.88 (Calbiochem, Germany). 
Слайды анализировали с помощью конфокаль- 
ного микроскопа Eclipse TE2000 (Nikon, Japan).

Обработка данных. Праймеры конструирова- 
лись с использованием программы Oligo Analyzer,  
а также интернет-ресурса Oligo Calc: Oligonucleo- 
tide Properties Calculator. Для создания моделей 
векторов на основе плазмиды pQE30 и выравни- 
вания последовательностей использовалась 
программа Vector NTI (Invitrogen, USA). Анализ 
результатов секвенирования проводили в 
программе Chromas Lite. Анализ результатов 
проточной цитометрии проводился в программе 
FlowJo 10 (BD, Franklin Lakes, NJ, USA). 

Статистическая обработка данных и построение 
графиков проводились в программе Excel. 
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A number of molecules expressed on mammalian cells are involved in the formation of autotolerance. These 
primarily include CTLA-4/B7 and PD1-PD-L1 signaling pathways. Blockers of these signaling pathways, 
called checkpoint inhibitors (CPIs) of immunity, are used in the clinic for the treatment of various forms of 
cancer. Antibodies to CTLA-4 cause systemic toxicity and are approved only for some tumors. Antibodies 
against PD1 or PD-L1 have been successfully used for the treatment of various forms of cancer and are 
characterized by low toxicity. However, the response to therapy using CPIs is not always observed. The 
development of more effective approaches to cancer therapy based on PD1/PD-L1 inhibitors requires ad-
ditional research. The aim of this work was to express the extracellular part of the murine PD-L1 protein 
(exPD-L1) and obtain antibodies to PD-L1. The mouse exPD-L1 protein was obtained and characterized in 
the bacterial expression system. exPD-L1 protein was used to immunize mice in order to produce anti-PD-
L1 antibodies. Using hybridomic technology, 5 clones expressing antibodies to exPD-L1 were obtained. 
Antibodies of the B12 clone were developed in the ascitic fluid of BALB/c mice and purified by affinity 
chromatography. The ELISA method for purified antibodies showed specific binding to the exPD-L1 protein 
and the commercial protein of the extracellular part of murine PD-L1. Experiments using flow cytometry 
and confocal microscopy have shown that the antibodies obtained bind the intracellular form of the PD-L1 
protein, unlike commercial antibodies binding the membrane form.

Keywords: CTLA-4/B7 and PD1/PD-L1 signaling pathways, checkpoint inhibitors, monoclonal antibodies,  
mouse models
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