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1. ВВЕДЕНИЕ

Я во многих популярных статьях говорил о 
Юрии Анатольевиче. У меня с ним более 30 об- 
щих публикаций . В частности: более десяти – 
по РНК-полимеразе: [1–10], пять – по АТФ-азе 
[11–15], одна – [10] (из трех – [10, 16, 17]) пос- 

вящена фотоаффиной модификации активных 
центров РНК-полимеразы. 18 статей и патен- 
тов по интерферонам, в 10 из которых участвует 
Юрий Анатольевич: 6 наиболее существенных: 
[18–23], 7 статей и патентов (в трех из которых 
участвует Юрий Анатольевич) посвящены проб- 
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Я во многих популярных статьях говорил о Юрии Анатольевиче. У меня с ним более 30 общих 
публикаций. В частности, более десяти – по РНК-полимеразе:, пять – по АТФ-азе, одна (из трех) 
посвящена фотоаффиной модификации активных центров РНК-полимеразы; восемнадцать статей 
и патентов по интерферонам, в десяти из которых участвует Юрий Анатольевич: шесть наиболее 
существенных, семь статей и патентов (в трех из которых участвует Юрий Анатольевич) посвящены 
проблеме вакцины против вируса гепатита А.

Я был в составе команды, получившей Государственную премию СССР в 1981 г. за работы по  
РНК-полимеразе, возглавлявшиеся Юрием Анатольевичем. Также следует отметить, что при актив- 
ном содействии Ю. А. Овчинникова было организовано промышленное производство интерферона, 
который я назвал Реаферон (рекомбинантный альфа интерферон), и я вместе другими участниками 
этой непростой работы был удостоен Ленинской премии. Реаферон продается в аптеках по сей день 
и будет в употреблении еще очень долго. Я привел эти данные, чтобы было ясно, насколько у нас 
было тесное сотрудничество.
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леме вакцины против вируса гепатита А, четыре –  
наиболее существенных [27–30].

Я был в составе команды, получившей Госу- 
дарственную премию СССР в 1981 г. за работы  
по РНК-полимеразе, возглавлявшиеся Юрием  
Анатольевичем. Также следует отметить, что при  
активном содействии Ю. А. Овчинникова было 
организовано промышленное производство интер- 
ферона, который я назвал Реаферон (рекомби- 
нантный альфа интерферон), и я вместе другими 
участниками этой непростой работы был удостоен 
Ленинской премии. Реаферон продается в аптеках 
по сей день и будет в употреблении еще очень 
долго. Я привел эти данные, чтобы было ясно, 
насколько у нас было тесное сотрудничество.

2. ЗНАКОМСТВО В УНИВЕРСИТЕТЕ.  
ЮРИЙ АЛЕКСАНДРОВИЧ АРБУЗОВ.  

МОЕ ПОЯВЛЕНИЕ В ИХПС

Знакомство наше началось где-то между 1956  
и 1960 годами, когда мы жили в общежитии 
студентов-химиков в МГУ зоне “Ж” на Ленинских 
горах. Мы оба активно участвовали в обществен- 
ной работе я – в факультетском бюро ВЛКСМ, а 
он, насколько я помню, в студенческом комитете.

Мы часто общались и, как мне кажется, у нас  
установились дружеские взаимоотношения. Кроме 
того, он работал в лаборатории выдающегося че- 
ловека – Юрия Александровича Арбузова, а там 
работали также два человека с нашего курса – Женя  
Климов и Лена Берестнева. Я часто забегал к ним  
и встречал там Юру (интересуясь этим периодом 
жизни Ю. А. Арбузова и Ю. А. Овчинникова, я 
нашел их совместную работу с М. М. Шемякиным 
[31] образца 1960 г. Я в это время был на 4-м курсе 
химфака МГУ).

Несколько слов обязательно надо сказать о  
Ю. А. Арбузове. Он из семьи знаменитого химика –  
Александра Ерминингельдовича Арбузова, создав- 
шего Казанскую школу химиков, где интенсивно 
развивалась фосфорорганическая химия. Юрий  
Александрович обладал феноменальной памятью –  
на химфаке считали, что он практически наизусть  
помнил все соединения, описанные в фундамен- 
тальном многотомнике Бейльштейна. Его памятью 
пользовался Президент АН СССР Александр 
Николаевич Несмеянов, когда ему срочно была 
нужна информация по какому-нибудь соединению.

Он любил подшучивать над студентами. На  
первом же зачете по органической химии он спра- 
шивал всех, как зовут его отца. Никто не знал этого 
сложного имени Александр Ерминингельдович.  
И Арбузов всех выгнал с зачета. Зато теперь все  
мы это помним. И еще он влюблялся в талантли- 
вых учеников и, в частности, в Овчинникова и в 
Климова. Всячески им помогал и много с ними 
беседовал.

В 1959 г. был образован Институт химии при- 
родных соединений (ИХПС, впоследствии – Ин- 
ститут биоорганической химии), куда пошли ра- 
ботать многие мои друзья. В частности, один 
из них – Всеволод Николаевич Бочкарев (ныне 
покойный) – любил рассказывать, что он был 
первым сотрудником этого Института. Поскольку 
научных ставок еще не было, он был зачислен 
истопником. 

Интересна предыстория этого института. До 
сих пор на фронтоне здания на улице Вавилова 
красуется надпись “Институт горного дела Ака- 
демии Наук”. Однако, в конце пятидесятых, Никита  
Сергеевич Хрущёв занялся проблемой сбли- 
жения науки и производства. Институт горного 
дела был переведён в ближайшее Подмосковье, 
здание освободилось. Как раз в это время борьба  
с лысенковщиной приближалась к победному 
концу и было решено создать два института: 
Институт химии природных соединений (ИХПС,  
впоследствии – Институт биоорганической 
химии) и Институт радиационной и физико-
химической биологии (ИРФХБ, впоследствии –  
Институт молекулярной биологии), который мы,  
шутя, называли ФРГ. Институты поделили зда- 
ние пополам: в левой его части, если стоять лицом 
к институту, располагалась ФРГ, а в правой –  
ИХПС. Институты тесно сотрудничали. Дирек- 
тором ИРФХБ был выдающийся академик Вла- 
димир Александрович Энгельгардт, а ИХПС воз- 
главлял академик Михаил Михайлович Шемякин. 

Когда в 1965 г я оканчивал аспирантуру хим- 
фака, и передо мной стоял вопрос – куда податься, 
Михаил Александрович Грачев, мой друг и сот- 
рудник ИХПС, решил уехать в Новосибирск с 
семьей, и я пошел на его ставку в ИХПС в лабо- 
раторию Н. К. Кочеткова в группу нуклеотидов, 
которой руководил Эдуард Израилевич Будовский.

Первым знакомым, которого я увидел в ИХПС,  
был Юрий Анатольевич – с противогазом через  
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плечо руководил занятиями по гражданской обо- 
роне. Помню, как он, увидев меня, заговорщи- 
чески мне подмигнул. В 1970 году академик Ше- 
мякин скончался, и Юрий Анатольевич стал 
директором. А меня в 1969 году Ученый совет  
ИХПС избрал старшим научным сотрудником. 
Это была высокая честь – на конкурсе на эту  
должность претендовали несколько очень дос- 
тойных сотрудников.

3. Я В ИХПС. НАЧАЛО РАБОТ ПО СТРУКТУРЕ  
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ.  

РОЖДЕНИЕ ГЕННОЙ ИНЖЕНЕРИИ.  
СОЗДАНИЕ ГРУППЫ БИОТЕХНОЛОГИИ  

НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ

В это время я вместе со своим шефом Эдуар- 
дом Израилевичем Будовским изучал механиз- 
мы мутагенного действия гидроксиламина, па- 
раллельно изучал новую для меня область, в 
которую попал, посещал школы по молекулярной 
биологии в Дубне и начинал понимать, какие 
первоочередные задачи стоят перед химией 
нуклеиновых кислот. В 1965 г. американский 
биохимик Р. Холли установил структуру алани- 
новой тРНК длиной 76 нуклеотидов из дрож- 
жей. Он разделил Нобелевскую премию по фи- 
зиологии и медицине в 1968 году (вместе с Хар 
Гобиндом Хорана и Маршаллом Ниренбергом). 
Рядом в ИМБ лаборатория А. А. Баева активно 
работала над структурой валиновой т-РНК и 
закончила ее в 1967 г. А в промежутке (1966) 
мой будущий хороший товарищ Ханс Цахау из 
Мюнхена установил структуру сериновой т-РНК  
из дрожжей. Работа над структурами РНК ки- 
пела, и мне было ясно, что адекватного метода ее  
установления нет. В один прекрасный день я при- 
думал принцип, на котором мог бы основываться 
такой метод [24, 25], и стал заниматься, наряду 
с прежними работами, с Будовским, анализом 
структуры ДНК.

Как раз в это время в 1972 году Пол Берг в 
Стэнфордском университете получил первую 
рекомбинантную ДНК. В 1980 году Берг был 
удостоен Нобелевской премии по химии. Тогда  
и началась эпоха генной инженерии. С ним по- 
лучил премии Уолтер Гилберт и Фредерик Сенгер.  
Они создали методы установления первичной  
структуры ДНК, основанные на том же прин- 
ципе, что был описан нами в 1972–1973 гг. С от- 

крытием Берга генная инженерия начала актив- 
но разрабатываться в мире и, где-то в 1977 году,  
Ю. А. Овчинников предложил мне создать та- 
кую группу в ИБХ. Группа под названием “Группа  
биотехнологии нуклеиновых кислот” была соз- 
дана. К ней присоединились В. А. Ефимов и  
О. Г. Чахмахчева, химики-синтетики из лабо- 
ратории М. Н. Колосова. Первый продукт не 
заставил себя долго ждать – мы получили корот- 
кий рекомбинантный пептид лейцин-энкефалин, 
клонировав его генетическую структуру в E. coli.  
Совершенно естественно первым автором соот- 
ветствующей статьи был идеолог этого направ- 
ления в институте, Юрий Анатольевич [26].

4. НАЧАЛО ИССЛЕДОВАНИЙ СТРУКТУР  
РНК-ПОЛИМЕРАЗ

Где то между 1975 и 1976 Ю. А. Овчинников 
начал исследование структуры РНК полимеразы 
E. coli. Напомню, что в то время полагали, что  
этот важнейший фермент состоит из пяти субъе- 
диниц — двух α (329 аминокислотных остатков 
(а/к), молекулярная масса ≈ 37 кДа), β (1342 а/к и 
151 кДа), β′ (1407 а/к и 155 кДа), и σ70 (613 а/к и  
70 кДа). Позже к ним добавились еще субъеди- 
ницы, в частности ω (90 а/к и ≈ 10 кДа), но их  
рассмотрение не входит в рамки данного мемо- 
риального обзора. Четыре из них – 2α, β и β′  – 
образуют кор-фермент, ответственный за стадию 
элонгации транскрипции. Юрий Анатольевич 
начал работы с установления первичной струк- 
туры самой маленькой субъединицы РНК-поли- 
меразы E. coli – α. Первая публикация на эту  
тему появилась в 1976 г., а окончательно струк- 
тура была установлена в 1977 году. И теперь 
предстояло устанавливать единицы большие 
β и β′. Эти субъединицы состоят из более чем 
1300 аминокислот и это было затруднительно 
для метода установления аминокислотных 
последовательностей того времени. И Юрий 
Анатольевич, человек широко мыслящий и  
находившийся в курсе всех современных тен- 
денций, связанных с белками, быстро понял, что  
к работе следует привлечь химиков, занимаю- 
щихся установлением структуры нуклеиновых 
кислот. Это была чрезвычайно разумная идея,  
потому что к тому времени техника установления 
первичных структур нуклеиновых кислот прод- 
винулась очень сильно, и структуру нуклеиновой 
кислоты можно было определить гораздо быстрее  
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и с меньшими затратами, чем структуру белка.  
А из структуры нуклеиновой кислоты можно  
было, пользуясь генетическим кодом, вывести  
структуру белка. Гены, кодирующие β- и β′ 
субъединицы, были доступны благодаря тому, 
что в Институте молекулярной генетики АН 
СССР лаборатория замечательного генетика 
Романа Бениаминовича Хесина также интересо- 
валась РНК полимеразой и к моменту начала ра- 
боты группы Юрия Анатольевича уже имела  
клонированные в бактериофаги гены β- и β′  
субъединиц. Естественно, что Юрий Анатольевич  
привлек к работе созданную им группу биотехно- 
логии нуклеиновых кислот. Это дало возмож- 
ность нам незамедлительно начать работу по ус- 
тановлению структуры этих генов, и было ясно, 
что скоро эти структуры будут установлены. Я  
не буду рассказывать про эти работы. Гораздо  
лучше меня это сделают Валерий Михайлович 
Липкин и Татьяна Владимировна Овчинникова. 
Дам только ссылки на полные структуры этих  
генов и белков, опубликованные Ю. А. Овчин- 
никовым совместно с моим коллективом [1–10] .

5. ПОДХОДЫ К ОПРЕДЕЛЕНИЮ  
ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ ЦЕНТРОВ  

РНК И ДНК-ПОЛИМЕРАЗ

Не дожидаясь конца структурной работы 
Юрий Анатольевич начал размышлять о функ- 
циональной структуре фермента. К этим раз- 
мышлениям привлёк и меня. Я в это время тесно 
контактировал замечательным учёным Михаи- 
лом Александровичем Грачёвым, к сожалению, 
ушедшим от нас в 2022 году. Я часто ездил в 
командировки в Новосибирск, где в институте 
органической химии в отделе, возглавляемом 
Дмитрием Георгиевичем Кнорре, он работал. 
В одной из таких командировок, как это часто  
бывает, за обсуждением подходов, с помощью 
которых можно было бы определить функцио- 
нальные центрыРНК-полимеразы, появилась 
идея аффинного мечения активных центров. 
Идея была очень простая и она изображена на  
рис. 1. К этому времени в лаборатории Дмитрия  
Георгиевича Кнорре было установлено, что гамма  
анилид рибонуклеозидтрифосфатов (рис. 1, I)  
выступает субстратом РНК-полимераз. И если в 
этот субстрат ввести фоточувствительную азид- 
ную группу, как это изображено на рис. 1 (II и III), 

то можно получить реагент для фотоаффинного ме- 
чения фермента. 

Мы показали, что производные аденозинтри- 
фосфата и гуанозинтрифосфата (рис. 1), действи- 
тельно являются субстратами фермента. Следо- 
вательно, эти аналоги могут быть использованы 
для фотоаффинного мечения РНК-полимеразы 
внутри транскрибирующих комплексов. Азидо- 
нилин находится на 5′- конце растущей цепи РНК.  
Образование новой фосфодиэфирной связи ве- 
дёт к сдвигу фотореактивной группы вдоль комп- 
лекса. Следовательно, облучение комплекса в 
разные моменты времени в ходе синтеза РНК  
создаёт возможность метить P32 различные сайты  
РНК-полимеразы в “коридоре”, вдоль которого 
продукт движется в транскрипционном комп- 
лексе. Мы использовали разные промотор-содер- 
жащие матрицы, представляющие собой индиви- 
дуальные фрагменты рестрикции фаговой ДНК,  
первичные структуры которых были известны. В 
качестве примера я рассмотрю фрагмент, полу- 
ченный путём расщепления ДНК бактериофага  
Лямбда-imm434 рестриктазой EcoRI. Известно,  
что 5′-концевая последовательность РНК, синте- 
зируемой РНК-полимеразой на этом фрагменте,  
представляет собой pppGUUGAUAGAUC. Пер- 
вые четыре остатка этой последовательности 
состоят только из двух остатков G и U. Если в  
РНК-полимеразную реакцию запускать только  
два этих трифосфата, меченных фосфором, как  

Рис 1. Субстраты РНК-полимеразы. I. γ-анилид аде- 
нозин трифосфата, II. γ-азидоанилид аденозин три- 
фосфата, III γ-азидоанилид гуанозин трифосфата. 
Окружности обозначают α-P32 группу.

I

II

III
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на рис. 1 и содержащих азидную группу, то син- 
тезируется тетраолигонуклеотид, и РНК-поли- 
мераза остановится. Облучение приведет к сшив- 
ке синтезированного радиоактивного тетра- 
олигонуклеотида с теми участками РНК-поли- 
меразы, с которыми он контактирует. Подоб- 
ным образом, давая в смесь еще аденозинтри- 
фосфат, можно синтезировать декаолигонук- 
леотид. Его 5′-конец с азидной группой продви- 
нется в другое место внутри РНК-полимеразного 
комплекса.

 Пришивка позволит идентифицировать это  
место. Используя разные матрицы можно, таким  
образом, исследовать разные зоны РНК поли- 
меразы, контактирующие с 5′-растущей РНК на 
разных этапах синтеза. 

В ходе синтеза РНК субъединицы РНК-поли- 
меразы E. coli образуют, по-видимому, также 
несколько функциональных сайтов, отвечаю- 
щих за связывание с 3′-ОН-концом растущей 
цепи РНК, с входящими нуклеозидтрифосфа- 
тами и с ДНК-матрицей. Для установления участ- 
ков фермента, контактирующих с 3′-ОН-концом  
растущей РНК, на первых этапах синтеза мы  
использовали фотоаффинную модификацию 
субъединиц фермента синтезирующимися in situ  
олигонуклеотидами, содержащими фотореактив- 
ные 5-галогенпиримидиновые остатки вблизи 
3′-ОН-конца растущей РНК. 

В экспериментах σ-субъединица РНК-поли- 
меразы специфически метится фотореактивными 
группами, расположенными вблизи 3′-конца 
синтезированного рибоолигонуклеотида. Таким 
образом, σ-субъединица непосредственно участ- 
вует в формировании 3′-ОН-связывающего 
сайта РНК-полимеразы и после диссоциации 
σ-субъединицы структура этого сайта меняется. 
В дальнейшем контактировать начинают β и β′,  
а контакт с σ исчезает [10] 

Таким образом, был заложен фундамент для 
функциональных исследований функциональ- 
ных центров РНК- полимеразы, а также других 
ферментов, полимеризующих РНК и ДНК, кото- 
рый в дальнейшем сильно развил, усовершенст- 
вовал и использовал М. А. Грачев и его коллеги.

6. АФГАНСКИЙ ЭПИЗОД

Три статьи с участием Ю. А. Овчинникова 
(из 6 статей на эту тему) посвящены Гепатиту А.  

Даты этих статей совпадают со временем войны 
в Афганистане (1979–1989 годы). История этого  
эпизода отражает активную роль Ю. А. Овчин- 
никова в жизни страны.

Где-то примерно в 1984 году мне позвонил 
Юрий Анатольевич и попросил зайти к нему. В 
его кабинете сидел генерал. Юрий Анатольевич 
обратился ко мне со словами: “Женя, наша армия  
в Афганистане просит о помощи. Вот генерал 
(не помню его фамилии) расскажет о проблеме”. 
Проблема была чудовищная. Генерал сказал, 
что в Афганистане войска массово выходят из  
строя, заболевая гепатитом А: “Там жара, – сказал 
он, – и солдаты пьют из любого источника, даже  
из луж”. Это было вечером, а утром следующего 
дня я обзвонил наших ведущих вирусологов –  
Льва Степановича Сандахчиева, тогда директора  
научно-производственного объединения “Вектор”  
в Кольцово рядом с Новосибирском, Сергея 
Григорьевича Дроздова, директора Института по- 
лиомиелита и вирусных энцефалитов, где 
тогда работал Вадим Израилевич Агол . Через  
три дня мы собрались и обсудили ситуацию. 
Сандахчиев предложил быстро создать аттенюи- 
рованную вакцину против гепатита А. Для этого  
было нужно разработать методы культивации 
этого вируса, его аттенюации и культивирования. 
Это было самое быстрое, что можно было сделать.  
Что же касается Института полиомиелита, то 
мы с медицинским академиком Дроздовым и  
Вадимом Израивичем Аголом решили идти по  
пути использования готовой вакцины против  
полиомиелита, заменив в нём гены, кодирующие  
антигенные детерминанты, на соответствующие  
гены из вируса гепатита А. Это была очень риско- 
ванная работа, потому что было неясно, будут ли  
эти замены в геноме полиомиелита совместимы с  
его жизнеспособностью. Работы начались неза- 
медлительно, и к 1988 году была готова технология  
производства аттенюированной вакцины у Сан- 
дахчиева, а в 1989 году мы показали, что вирус 
полиомиелита с заменами антигенов на анти- 
гены вируса гепатита А жизнеспособен. Мы за- 
дание выполнили, но в это время война в Афга- 
нистане закончилась, в нашей стране началась 
неразбериха, и вакцины оказались никому не 
нужны, но работы по ним были изящными, ори- 
гинальными и были соответствующим обра- 
зом опубликованы.
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7. НОВОЕ ЗДАНИЕ ИБХ  
НА УЛИЦЕ МИКЛУХО-МАКЛАЯ.  

ГЕННО-ИНЖЕНЕРНЫЙ БЛОК

Генная инженерия, как отрасль молекуляр- 
ной биологии, берет начало с 1972 года в Стэн- 
фордском университете, в США. Тогда, как я уже 
упоминал, лаборатория Пола Берга, получила 
вне организма рекомбинантную (гибридную) 
молекулу ДНК, состоящую из фрагментов фаго- 
вой, бактериальной и вирусной ДНК. Следую- 
щим революционным шагом стала статья Стенли 
Коэна и Герберта Бойера (1973) об успешном 
переносе человеческого гена инсулина в клетку 
Escherichia coli и осуществлении его экспрессии. 
Сразу же в индивидуальном порядке они объя- 
вили мораторий на свои исследования и приз- 
вали к этому своих коллег. В 1975 году Пол Берг  
и другие “генные инженеры” организовали Асило- 
марскую конференцию по рекомбинантной ДНК,  
на которой были обсуждены возможные риски,  
связанные с созданием генетически модифици- 
рованных организмов (ГМО), и в 1976 г. была 
разработана система правил, регламентировав- 
шая подобные исследования. В этом же году 
Овчинников начал строить новое здание Инсти- 
тута, сверху напоминающее двойную спираль  
ДНК. Естественно, в нем было предусмотрено 
помещение для генной инженерии, причем в са- 
мом опасном варианте, так называемом Р4.  
Создавать его проект совместно с югославской 
фирмой, которую подрядили строить институт, 
Юрий Анатольевич поручил мне. Фирма до этого  
строила только жилые дома и гостиницы и, ес- 
тественно, не имела преставления об оборудо- 
вании и планировке помещений для безопасной  
работы с рекомбинантными ДНК. Я отверг пер- 
вый же их проект и дал рекомендации по требо- 
ваниям, предъявляемым к таким помещениям. 
Однако, второй вариант также был непригоден. 
Я изложил ситуацию Ю. А. Овчинникову и пред- 
ложи пригласить квалифицированных консуль- 
тантов.

В это время я поехал в командировку в Англию 
и там меня пригласили в Институт микробио- 
логии в Солсбери (надеюсь помню правильно, 
много времени прошло), который до этого был 
закрытым военизированным учреждением, но 
в связи с разрядкой его открыли и перевели на 
самофинансирование. Они предложили услуги  
по проектированию помещений для работы с  

особо опасными микроорганизмами. Я ознако- 
мился с их помещениями и сотрудниками, руково- 
дившими подобного рода работами, рассказал 
им о своих проблемах, и они предложили создать 
для нашего Института соответствующий проект. 
Приехав в Москву, я пошёл к Юрию Анатольевичу, 
изложил ему ситуацию и предложил пригласить 
людей из этого института для создания нашего 
проекта. Юрий Анатольевич сначала отверг это 
предложение, поскольку это стоило довольно 
больших денег, причём валютных. Однако, вскоре  
деньги для приглашения проектантов из Солс- 
бери были найдены, был составлен проект и 
согласован с ГИПРОНИИ Академии наук. В 
результате появилось то помещение, которое 
сейчас существует, но оно уже потеряло свою 
функциональность. Сразу после того, как поме- 
щение было построено и принято приёмной 
комиссией, я попросил Юрия Анатольевича наз- 
начить ответственного за это помещение. Юрий 
Анатольевич назначил Юру Ушкарёва, который 
до этого долго работал в моей лаборатории над 
проектом первичной структуры РНК-полимеразы. 
что касается нового здания, то оно служит велико- 
лепным памятником Юрию Анатольевичу. Рабо- 
тать в нем комфортно и почетно.

Кто-то из великих сказал: “нужно быть абсо- 
лютно выдающимся, чтобы тебя помнили через 
10 лет после твоей смерти”.

Мы, наши ученики будем помнить академика 
Овчинникова Юрия Анатольевич всегда.
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Полисахариды широко представлены у растений и бактерий, отличаются необычайным струк- 
турным разнообразием и выполнением разнообразных функций. Для изучения функций 
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подходы для введения флуоресцентных меток в полисахариды путем химической модификации 
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жизнеспособность. Кроме модификации органическими красителями обсуждена также возможность 
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1. ВВЕДЕНИЕ

Полисахариды (ПС) в живой природе выпол- 
няют важные биологические функции: струк- 
турную, защитную, резервную. В растительной 
клетке ПС и полисахаридные комплексы служат 
основным конструкционным материалом, опре- 
деляющим изменения формы клетки и всего 
растения в целом, а также реализуют десятки 
других функций [1]. В мире бактерий ПС в 
виде липополисахаридов (ЛПС) и капсульных 
полисахаридов защищают бактериальную 
клетку не только от неблагоприятных внешних 
физических воздействий, но и от иммунного 
ответа организма-хозяина. ЛПС инфекционных 
бактерий, образующиеся в результате разруше- 
ния бактериальных клеток иммунной системой 
человека, действуют как ее мощнейшие дис- 
регуляторы [2, 3]. Микробиом кишечника вы- 
полняет ключевую функцию в формировании 
репертуара естественных антител, и ПС в этом 
процессе играют существенную, а возможно, даже 
главную роль [4, 5]. Изучение перечисленных 
функций самих ПС, а также ПС-связывающих 
белков растительной, бактериальной и животной 
клеток невозможно без использования меченых  
ПС, в первую очередь, флуоресцентно-меченых. 
Метка дает возможность прослеживать локали- 
зацию и метаболизм ПС, а также их взаимодейст- 
вие с белками; в последнем случае меченые ПС 
выступают в качестве инструментов исследова- 
ния, в частности при поиске клеточных рецепто- 
ров [6]. Полисахариды весьма разнообразны с 
химической точки зрения, что, с одной стороны, 
осложняет их модификацию, а с другой – дает 
некоторую гибкость при ковалентном мечении. 

Цель данного обзора – проанализировать, 
какие флуорофоры используются для мечения, 
какие способы введения метки используются 
и какие оптимальны для определенных видов 
ПС, а также какие из флуорофоров лучше всего 
соответствуют решению перечисленных выше 
задач гликобиологии, биологии растительной 
клетки и микробиологии. 

Методы введения флуорофора рассматриваются 
в обзоре в соответствии с природой функцио- 
нальных групп ПС:
– присоединение по альдегидной группе восста- 
навливающих ПС;
– реакции с гидроксильными группами ПС;
– реакции с ПС, содержащими аминогруппы;
– реакции с ПС, содержащими карбоксильные 
группы.

Кроме того, отдельно рассмотрены методы 
клик-химии, а также лантаноиды и нанокристаллы 
(квантовые точки).

2. ФЛУОРОФОРЫ

Флуорофор – это фрагмент молекулы, при- 
дающий ей флуоресцентные свойства. Флуо- 
ресценция – разновидность люминесценции, 
которая представляет собой нетепловое испус- 
кание света, происходящее при возвращении 
электрона с возбужденного состояния (S1) на  
более низкую орбиталь (S0). Типичное время 
жизни возбужденного состояния составляет 
10−9−10−7 с [7].

Существует большое разнообразие флуо- 
ресцирующих соединений с различными фото- 
физическими свойствами. В основном это орга- 
нические красители, координационные сое- 
динения лантаноидов, флуоресцентные белки 
и наночастицы. Каждый класс имеет свои 
специфические особенности, преимущества и 
недостатки. Рассмотрим их по порядку.

2.1. Органические флуорофоры

Многие органические вещества, содержащие, 
как правило, систему сопряженных π-связей, 
способны к флуоресценции. В 1871 г. Адольф  
Байер сообщил о синтезе интенсивно флуорес- 
цирующего красителя, названного флуоресце- 
ином. С тех пор этот краситель и его производные 
относятся к числу наиболее широко применяемых 
в самых различных областях химии и сопре- 
дельных наук. Другие не менее известные флуо- 

5.	 МЕТОДЫ ВВЕДЕНИЯ ФЛУОРОФОРОВ НА ОСНОВЕ КВАНТОВЫХ ТОЧЕК 371

6.	 ЗАКЛЮЧЕНИЕ 372
СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 373



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

361МЕТОДЫ ВВЕДЕНИЯ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ МЕТКИ В ПОЛИСАХАРИДЫ

ресцирующие органические молекулы – мети- 
новые красители (наиболее известные из них – 
это цианиновые Сy3, Сy5 и т.д.), флуорофоры 
кумаринового, ксантенового семейств (наиболее 
известны их модифицированные версии – 
AlexaFlour™), а также родамины, Люцифер 
желтый, Нильский красный и многие другие, но 
только малая их часть стала использоваться в 
качестве меток для макромолекул по ряду причин, 
среди которых – способность этих молекул к 
химической модификации, стабильность при 
проведении опыта, удобные для измерения 
параметры возбуждения/эмиссии, минимальное 
взаимодействие с исследуемыми объектами, 
возможность сочетать различные флуорофоры 
в одном эксперименте. Также важны размер, 
заряд молекулы, растворимость и т.д. Последняя 
часто определяет выбор флуорофора для мечения 
полисахаридов, поскольку многие из них не 
растворимы в органических растворителях. 

2.2. Комплексы лантаноидов

Люминесценцией обладают трехвалентные 
ионы лантаноидов. Электронно возбужденный 
Gd3+ излучает в УФ-области; Pr3+, Sm3+, Eu3+, 
Tb3+, Dy3+ и Tm3+ – в видимой области; Nd3+, Ho3+, 
Er3+ и Yb3+ – в инфракрасной области. Однако 
добиться эффективного фотовозбуждения ионов 
лантаноидов из-за запрещенных 4f-4f-переходов  
по правилу Лапорта довольно сложно, что приво- 
дит к низким коэффициентам экстинкции [8].  
Поэтому увеличения интенсивности флуорес- 
ценции добиваются с помощью комплексо- 
образования с органическими лигандами. Эмис- 
сия таких комплексов может быть осуществлена 
благодаря возбуждению электронных уровней в 
самом лиганде, после чего энергия собирается на 
возбужденных состояниях ионов металла благо- 
даря интрамолекулярной передаче. Это явление 
получило название “антенный эффект” [9]. Люми- 
несценцию лантаноидных комплексов стабили- 
зируют алифатическими и ароматическими β-дике- 
тонами [8], а также в сочетании с N-гетероцик- 
лическими хромофорами, такими как пиридин, 
бипиридин, терпиридин, фенантролин и бенз- 
имидазол. 

Продолжительное время жизни возбужденного 
состояния таких координационных соединений 
позволяет исключить сигналы других флуоро- 

форов путем введения временной задержки (10–
200 мкс) между временем возбуждения и измерения 
флуоресценции, что делает возможным их ис- 
пользование в методе TR-FRET (перенос энергии 
флуоресценции с временным разрешением) для 
визуализации процесса внутриклеточного лиганд-
рецепторного, субстрат-ферментного и других 
взаимодействий. При этом антенны, используемые 
с лантаноидами, имеют поглощение, как правило, 
в диапазоне длин волн 320–400 нм, а излучение 
комплексов с лантаноидами находится в диапазоне 
500–1500 нм. 

2.3. Квантовые точки

Флуоресцентными свойствами обладают полу- 
проводниковые наночастицы или квантовые 
точки (КТ). Существует два вида КТ, которые 
разделяют по методу получения: коллоидные и 
эпитаксиальные. Первые представляют собой 
фрагмент проводника или полупроводника с  
размерами 2–10 нм, вторые – с размерами 10– 
150 нм [10]. В биологических исследованиях ис- 
пользуют, как правило, коллоидные КТ. 

Неорганические квантовые точки состоят 
из ядра (например, СdSe, СdTe, CdS, ZnSe, InP, 
InAs) и защитной оболочки, в качестве которой 
используют, например, ZnS, CdS и ZnSe. Наиболее 
хорошо изучены КТ на основе кадмия (CdSe,  
CdTe) [11, 12]. Известны КТ на основе оксида  
цинка [12] и халькогенидов серебра (сульфид, селе- 
нид, теллурид) [13]. Для биологических исследо- 
ваний последние имеют особое значение, т.к. 
имеют флуоресценцию в ближней инфракрасной 
области (600–1200 нм). В этой области живые 
ткани почти прозрачны. К перспективным канди- 
датам можно отнести фосфид индия, антимонид 
индия, арсенид индия и арсенид галлия [14]. 

Основное преимущество КТ заключается в 
возможности высокоточного контроля над ее 
размером, а следовательно, и над проводимостью, 
что позволяет создавать флуорофоры разных цве- 
тов из одного и того же материала по одной мето- 
дике. Они обладают отличными от органических 
флуорофоров оптическими характеристиками  
[15, 16], которые определяют возрастающий 
интерес к ним, а именно:
– узким симметричным пиком флуоресценции (в 
отличие от органических красителей);
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– широкой полосой возбуждения, что позволяет 
возбуждать нанокристаллы разных цветов одним 
источником излучения;
– высокой фотостабильностью, что позволяет 
использовать источники возбуждения высокой 
мощности. 

Неорганические КТ разрушаются в водной 
среде, поэтому им требуется защитная оболочка, 
кроме того, для биологических исследований 
они должны быть нетоксичны и растворимы в 
воде, поэтому их дополнительно обрабатывают 
поверхностно активными соединениями – алкок- 
сисиланами, фосфолипидами, карбоксиметил-
β-циклодекстрином, хитозаном, олеиновой кис- 
лотой, меркаптоуксусной кислой и др. [12].

Альтернативой неорганическим КТ могут 
служить углеродные точки благодаря их лучшей 
биосовместимости. Их случайно обнаружили в 
2004 г. в результате электрофоретического ана- 
лиза углеродных нанотрубок, полученных из  
сажи [17]. Название “углеродные квантовые точ- 
ки” по отношению к флуоресцентным углерод- 
ным наночастицам было введено в употребление 
в 2006 г., т.к. они имели такой же размер, как и 
неорганические КТ (<10 нм) [18], и обладали срав- 
нимыми с классическими квантовыми точками 
оптическими свойствами. Они обладают высо- 
кой стабильностью и проводимостью, низкой  
токсичностью, экологичностью. Их получают 
разрушением более крупных углеродных струк- 
тур (графит, углеродные нанотрубки, сажа) 
[17, 19] либо синтезом из низкомолекулярных 
веществ (глюкозы, этанола [20, 21], бензохинона 
и триэтилентетрамина [22]). В литературе редко  
приводят реальные структуры углеродных КТ.  
Упоминают только, что они бывают графено- 
подобными или содержат так называемый аморф- 
ный углерод [23]. Механизмы, ответственные за 
способность углеродных точек к флуоресценции, 
активно обсуждаются. Высказано предположе- 
ние, что излучение углеродных точек происходит 
в результате радиационной рекомбинации само- 
захваченных экситонов (связанное состояние из 
электрона и электронной дырки) [24].

2.4. Флуоресцентные белки

Родоначальник этой разновидности флуо- 
рофоров – зеленый флуоресцентный белок (GFP) 
из медузы Aequorea victoria. За его открытие и 

изучение в 2008 г. Осаме Симомура, Мартину 
Чалфи и Роджеру Тсьен была присуждена Но- 
белевская премия. В результате замены отдельных 
аминокислот из окружения флуорофора были 
получены белки с другими цветами флуоресцен- 
ции [25]. Флуоресцентные белки – прекрасные 
маркеры для визуализации живых клеток и орга- 
низмов, однако из-за большого размера для ме- 
чения других молекул, в частности полисахаридов, 
они не используются. 

3. МЕТОДЫ ВВЕДЕНИЯ ОРГАНИЧЕСКИХ  
ФЛУОРОФОРОВ

3.1. Введение по восстанавливающему  
концу ПС

Полисахарид с восстанавливающим концом –  
это ПС, у которого хотя бы один полуацетальный 
гидроксил остается свободным и реакционно- 
способным. Далеко не все нативные ПС имеют  
восстанавливающий конец, кроме того, альде- 
гидная функция может оказаться утерянной в  
процессе выделения (например, на стадии вос- 
становления боргидридом). И наоборот, значи- 
тельная часть (если не подавляющая) ПС приоб- 
ретает альдегидную (иногда кетонную, если 
концевой моносахарид относится к кетозам) 
группу в результате химических манипуляций 
по выделению из сложноорганизованных био- 
объектов, таких как клеточная стенка (например, 
при обработке гликозилгидролазами [26]). 

На рис. 1 приведены варианты присоединения 
флуорофоров по альдегидной группе. 

Взаимодействие с аминами. Наиболее по- 
пулярный способ модификации по восстанав- 
ливающему концу ПС – метод восстановитель- 
ного аминирования, основанный на образовании 
основания Шиффа в результате взаимодействия 
альдегидной группы сахарида с аминогруппой 
флуорофора (рис. 1б). Эти реакции, как правило, 
проводят в водно-органической среде (вода, мета- 
нол) с добавлением уксусной кислоты. Реакции 
идут при нагревании в диапазоне температур 
37–80°С.

В большинстве случаев для восстановления 
основания Шиффа используется цианборгидрид 
натрия [27–31]. Поскольку этот реагент в ходе  
реакции выделяет синильную кислоту, в качестве 
альтернативы предлагается использовать пири- 
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динборан [32] и пиколинборан [33–35]. Пер- 
вый обладает высокой восстанавливающей ак- 
тивностью, но разлагается уже при 54°С и имеет 
срок хранения 6 месяцев. Более устойчивы пико- 
линборан и 5-этил-2-метилпиридинборан, однако 
необходимо учитывать, что последний нерастворим 
в воде [36]. Следует также предварительно про- 
верять устойчивость самого флуорофора к дейст- 
вию восстановителя.

В некоторых случаях восстанавливающий конец 
с помощью восстановительного аминирования 
можно трансформировать в гликозиламин при- 
соединением аммиака или диамина [37]. Обра- 
зующуюся аминогруппу далее ацилируют флуо- 
рофором, например, в виде сульфохлорида [38].

При введении алифатического диамина не  
исключено перекрестное сшивание полисаха- 
ридных молекул. Во избежание подобных проблем 
используют аминоэтиланилиновый мостик [39, 40],  

в котором с сахаридом избирательно реагирует 
ароматический амин, а алифатический остается 
свободным.

Чтобы сохранить восстанавливающий моноса- 
харид в циклическом виде (который теряется при  
любом варианте восстановительного аминиро- 
вания), существует вариант превращения 1-ОН 
в 1-NH2-группу действием водного раствора 
гидрокарбоната аммония [41, 42] или карбамата 
аммония [42–45] с последующим двухстадийным 
превращением в глицильное производное [46–48], 
которое ацилируется флуорофором. Для этой же 
цели предложен еще один метод введения мостика 
с аминогруппой реакцией 2-(метиламиноокси)- 
этанамина с восстанавливающим концом сахарида 
(рис. 2) [49]. По полученной аминогруппе можно  
присоединять флуорофор. Однако такие превра- 
щения для полисахаридов пока не использовались.

 

(a)

(б) (в)

(г)

(д)

Рис. 1. Введение флуоресцентной метки по альдегидной группе (здесь и далее зеленый ромб – это флуоресцентная 
метка): восстанавливающий полисахарид (а), основание Шиффа (б), восстановленное основание Шиффа (в), гидразон –  
продукт реакции с гидразином (г), гидразон – продукт реакции с гидразидом (д).

 

Рис. 2. Введение аминогруппы с помощью производного гидроксиламина на примере дисахарида N-ацетиллактозамина.
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Взаимодействие с гидразинами и гидра- 
зидами. Мечение ПС гидразинами и гидразидами 
флуорофоров (рис. 1) проходит в одну стадию. 
Реакции проводят, как правило, в водно-спиртовой 
среде с добавлением уксусной кислоты [50]. 
Образующиеся по этой реакции гидразоны – более 
стабильные соединения, чем основания Шиффа, 
однако могут обратимо переходить в циклическую 
форму [51, 52]. Во избежание протекания обратной 
реакции в процессе применения меченого поли- 
сахарида их, как и основания Шиффа, восста- 
навливают [53, 54].

Наряду с гидразинами и гидразидами предла- 
гают тиосемикарбазид флуоресцеина для мечения 
полисахаридов [55].

3.2. Модификации по гидроксильным группам  
полисахаридов

Далеко не все полисахариды являются восста- 
навливающими, поэтому модификации подвер- 
гают и другие функциональные группы, в част- 

ности гидроксилы. Гидроксильные группы в 
ПС различаются по реакционной способности. 
Наиболее доступны для объемных заместителей 
(а флуорофоры – обычно объемные молекулы) 
первичные гидроксильные группы; доступность 
(а потому и реакционноспособность) вторичных 
гидроксилов значительно различается. Так, гидрок- 
сильные группы в экваториальном положении 
обладают большей реакционной способностью, 
чем те, которые находятся в аксиальном положении. 
В ПС оказывают влияние на реакционную способ- 
ность и внутримолекулярные водородные связи. 
Гидроксильные группы, которые выступают в 
качестве доноров в водородных связях, могут 
проявлять повышенную нуклеофильность [56].

На рис. 3 приведены варианты присоединения 
флуорофора по гидроксильной группе.

Взаимодействие с цианатами. Для мечения 
полисахаридов применяют изоцианаты и изотио- 
цианаты (рис. 3, реакции a и b) [57]. Их начали 

 

a

b

 c

 d

Рис. 3. Введение флуоресцентной метки по гидроксильной группе: реакция с изоцианатами (a), изотиоцианатами (b), 
дихлордиазином (c) и винилсульфоном (d).
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использовать для введения функциональных групп 
по гидроксилам полисахаридов с 1940-х гг. 

Модификацию полисахаридов осуществляют  
с помощью диизоцианатов, например, 2,4-толуолди- 
изоцианатом, п-фенилендиизоцианатом, 4,4'-дифе- 
нилметандиизоцианатом или гексаметиленди- 
изоцианатом [58] с последующим присоединением 
диамина в стехиометрическом избытке [59]; 
полученное аминопроизводное полисахарида 
можно использовать для введения флуоресцентной 
метки (см. ниже подраздел “Модификации по пред- 
существующим аминогруппам полисахаридов”). 
Недостаток изоцианатов – их малая стабильность 
при хранении, они гидролизуются водой. В связи с 
этим лучше использовать изотиоцианаты, которые 
меньше подвержены гидролизу и менее токсич- 
ны [60, 61]. Обычно ПС по гидроксилам метят 
в слабощелочной среде (рН 8.5) при комнатной 
температуре [62].

Взаимодействие с триазиновым производ- 
ным флуорофора. Триазиновые производные 
флуорофоров реагируют с гидроксилами поли- 
сахаридов в мягких условиях (при комнатной 
температуре) в водной среде при значении рН 8–10 
(рис. 3, реакция с) [60]. 

Показано, что при рН ~ 8 целлюлоза взаимо- 
действует только с одним из двух активных ато- 
мов хлора в молекуле дихлортриазинового 
красителя уже при комнатной температуре [63].  
Основное преимущество триазинового производ- 
ного флуорофора (обычно используется 5-(4,6-ди- 
хлородиазинил)аминофлуоресцеин, DTAF), в  
отличие от многих других органических флуорес- 
центных меток, состоит в том, что можно про- 
водить реакцию с ПС в водных растворах. 

Взаимодействие с флуорофором, активиро- 
ванным винилсульфоновой группой. В основе  
этого процесса лежит реакция Михаэля, заключаю- 
щаяся в нуклеофильном присоединении по крат- 
ной углерод-углеродной связи, сопряженной с 
электроноакцепторной группой (рис. 3, реакция d).  
Так, например, винилсульфоновые красители 
(они могут быть флуоресцентными), содержащие 
сульфоновые или карбоксильные заместители 
(для растворимости в воде), вводят в молекулу 
целлюлозы в водно-щелочном растворе [64].

Красители с винилсульфоновой группой обла- 
дают стабильностью в воде и органических раст- 
ворителях при комнатной температуре. Этот метод 

мечения предлагается использовать для различных 
биомолекул [65]. Эту же реакцию успешно при- 
меняют при иммобилизации ПС на поверхности 
кремниевых пластин, модифицированных ви- 
нилсульфоновыми группами. Реакция проходит 
при рН 7.5–10.0 при комнатной температуре за  
16 ч [66].

3.3. Модификации по предсуществующим  
аминогруппам полисахаридов

Аминогруппа, как правило, есть в составе 
ЛПС и в некоторых случаях – бактериальных 
капсульных полисахаридов [6, 67–72]. Из ЛПС 
полисахарид получают путем мягкого кислотного 
гидролиза, в результате чего в его составе остается 
аминогруппа фосфоэтаноламинового остатка. 
Если в ПС нет аминогруппы (как, например, в 
растительных ПС) – ее можно ввести (см. выше в 
п. “Взаимодействие с аминами”).

На рис. 4 приведены варианты присоединения 
флуорофора по аминогруппе.

Взаимодействие с сукцинимидным эфиром 
флуорофора. N-Гидроксисукцинимидный эфир 
реагирует с аминогруппой ПС с образованием 
амида карбоновой кислоты (рис. 4, реакция а). 

Таким методом получают, например, конъю- 
гаты частично гидролизованного хитозана (с моле- 
кулярной массой ~5 кДа) и ультрафиолетового 
флуорофора ZW800-1 [73]. Эта метка вводится 
в фосфатном буфере (рН 8) при комнатной тем- 
пературе в течение 6 ч. 

С помощью сукцинимидного эфира метки 
BODIPY проводят мечение ПС, содержащих 
фосфоэтаноламин, в микромасштабе (до 0.1 мг 
ПС). Разработанная методика позволяет создать 
библиотеку флуоресцентных полисахаридных 
зондов для изучения их взаимодействия с ден- 
дритными клетками человека с помощью цито- 
флуориметрии [6].

Взаимодействие с производными сульфо- 
хлорида. Сульфохлориды (хлорангидриды суль- 
фокислот) реагируют с аминами (рис. 4, реакция b)  
и спиртами, но в последнем случае необходимо 
добавлять основание (реакция проводится, как 
правило, в органической среде). 

Флуоресцентные метки с помощью сульфохло- 
ридов вводятся в основном в пептиды. В углевод- 
ной химии этим методом пользуются редко, по-
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видимому, из-за лабильности сульфохлоридов 
в водной среде. Тем не менее примеры таких 
работ есть – в частности, было получено дан- 
сильное производное α-(1→6)-олигоманнана реак- 
цией дансилхлорида с олигосахаридом, содержа- 
щим защищенные гидроксильные группы и амино- 
группу, в смеси N-метилимидазола и безводного 
хлористого метилена [74].

Взаимодействие с изотиоцианатами. Изотио- 
цианатные производные флуорофоров могут быть 
использованы как для мечения по гидроксильной 
группе (как описано выше в п. “Взаимодействие с 
цианатами”), так и по аминогруппе полисахаридов 
(рис. 4, реакция c). С аминогруппой эта реакция  
проходит при комнатной температуре в слабо- 
кислой среде, а в случае с гидроксильной – в слабо- 
щелочной. 

Наиболее распространенный флуорофор этой 
группы – изотиоцианат флуоресцеина (FITC). 
На примере хитозана были выявлены условия, 
когда FITC реагирует только с аминогруппами 
[75–79]. Реакцию, как правило, проводят в водно-
органической среде. Полисахарид растворяют 
в воде, а FITC – в метаноле, потом смешивают 
растворы и добавляют уксусную кислоту. В работе 
Onishi et al. [75] реакцию мечения проводили в 
водной среде при рН 6.9, а FITC добавляли в виде 
порошка.

3.4. Модификация полисахаридов, содержащих  
карбоксильные группы

Полисахариды, содержащие карбоксильные 
группы, широко распространены: в растительном 
мире это в основном полиуроновые кислоты 
(пектины, альгиновые кислоты), а в животном –  
полисиаловые и гиалуроновые кислоты, а также  
гликозаминогликаны. При модификации карбо- 
новые кислоты можно превратить в эфиры, амиды, 
ацилгидразиды или гидроксамовые кислоты. 

На рис. 5 приведены два варианта присоедине- 
ния флуорофора через карбоксильную группу. 

Наиболее популярный метод – введение метки 
созданием амидной связи с использованием карбо- 
диимидных активаторов карбоксильных групп 
(рис. 5, реакция a) [80–82]. Мечение проводят в 
водных растворах при рН 4.5–5.0.

Почти в таких же условиях можно вводить 
гидразиновое производное флуорофора. Так, 
например, гепарин и хондроитинсульфат, пред- 
ставляющие собой полимеры из L-идуроновой 
и D-глюкуроновой кислот, модифицировали с  
помощью гидразидного производного флуо- 
ресцеина. Модификация по карбоксильным груп- 
пам проходила в водном растворе при рН 5 и 37°С 
за 3 ч [83].

Для введения флуоресцентной метки путем 
создания сложноэфирной связи используют 

 

 a

 b

 c

Рис. 4. Введение флуоресцентной метки по аминогруппе: реакция с сукцинимидным эфиром (a), сульфохлоридом (b) 
и изотиоцианатом (c).
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производные диазометана (рис. 5, реакция b), 
например, такие как флуоренилдиазометан 
[84–86] или пиренилдиазометан [87]. Флуоренил- 
диазометаном [84, 85] метили целлюлозу, которую 
растворяли в диметилацетамиде с хлористым 
литием (для разрушения водородных связей). 
Реакции производных диазометана проводят в 
органических растворителях (диметилацетамид, 
этилацетат-метанол), т.к. приведенные флуоро- 
форы не растворяются в воде. Несмотря на это, 
производные диазометана обладают важным 
преимуществом – они реагируют в нейтральной 
среде при комнатной температуре. 

Следует отметить, что флуоренилдиазометан 
используют для оценки содержания карбоксильных 
групп в бумажной массе (суспензии волокон 
целлюлозы в воде, используемой для получения 
бумаги) [85]. 

3.5. Использование методов клик-химии

Начиная с 2000-х гг., для введения флуорес- 
центных меток стали активно использовать методы 
клик-химии (Click chemistry) [88]. Этот термин 
был впервые ввел K.B. Sharpless в 2001 г. [89]. 
Клик-реакции можно отнести к так называемым 
биоортогональным, т.е. химическим реакциям, 
которые способны протекать внутри живых 
систем, не мешая естественным биохимическим 
процессам. Это понятие предложила C.R. Bertozzi, 
получившая Нобелевскую премию в 2022 г. [90]. 
С помощью биоортогональных реакций были 
разработаны методы визуализации углеводов 
в живых организмах для изучения процессов 
клеточной адгезии и передачи сигналов [91, 92].

Функциональные группы, участвующие в  
биоортогональных реакциях, как правило, не 
встречаются в биомолекулах, но способны 
быстро и селективно реагировать друг с другом  
в условиях живой клетки; при этом они инерт- 
ны по отношению к другим соединениям, кото- 
рые присутствуют в организме. Обычно в угле- 
вод вводят функциональную группу (чаще всего  
азидную) и помещают в клетки и в живые организ- 
мы, где он интегрируется в биосинтетические/био- 
химические процессы. Потом вводят флуорес- 
центную метку, которая имеет функцию, подхо- 
дящую для клик-реакции (для углевода с азидом 
часто используют ацетиленовую группу) [93–99].

Использование методов клик-химии привело 
к значительному прогрессу методов введения 
флуоресцентных меток в ПС, наибольшее рас- 
пространение получила реакция азид-алкинового 
циклоприсоединения.

Азид-алкиновое циклоприсоединение. Для  
осуществления азид-алкинового циклоприсое- 
динения (рис. 6) при мечении полисахаридов 
необходимо подготовить два реагента, содержащих 
азидную и алкиновую группы. Азидную группу 
вводят обычно в две стадии. Первая стадия – 
тозилирование или бромирование гликана, вторая –  
замещение введенных на первой стадии групп на 
азид. Реакции, как правило, проводят в апротонных 
растворителях, таких как диметилсульфоксид, 
диметилформамид и диметилацетамид [100–104]. 
Ацетиленовую группу вводят тремя способами. 
Первый способ заключается в алкилировании 
пропаргилбромидом алкоголята полисахарида 
в диметилацетамиде или в воде [103]; второй –  
реакция пропаргиламина с тозилированным 

 

 a

 b

Рис. 5. Введение флуоресцентной метки по карбоксильной группе: путем активации карбодиимидом (a), реакция с 
диазометаном (b).
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полисахаридом в диметилформамиде [104]; тре- 
тий – это этерификация полисахарида ацетилен- 
карбоновыми кислотами в условиях кислотного 
катализа [105, 106].

В случаях с ПС, имеющими восстанавливаю- 
щий конец, проводят восстановительное амини- 
рование для введения групп, участвующих в  
клик-реакции. Например, ацетиленовую группу 
вводят реакцией с пропаргиламином (как было  
описано ранее в п. “Взаимодействие с амина- 
ми”) [107]. Известны методы введения функцио- 
нальных групп в полисахариды для клик-реакций 
с помощью карбонилдиимидазола (рис. 7) [108].  
Полученные карбонаты гидролизуются в физио- 
логических условиях (рН 7.2, 37°С) от двух дней 
до двух месяцев [109].

Для устранения невысокой стабильности 
карбонатов предложен метод введения азидной 
группы реакцией 1-(6-азидогексаноил)-1H-
имидазола с декстраном в диметилсульфоксиде. 
В результате получается азид, присоединенный 
к полисахариду сложноэфирной связью, кото- 
рая более стабильна, чем карбонат. 1-(6-Азидо- 
гексаноил)-1H-имидазол получается взаимодейст- 
вием карбонилдиимидазола с азидокапроновой 
кислотой [110]. 

Для введения азидной группы на поверхности 
нанофибриллярной целлюлозы в водно-спиртовой 
среде при комнатной температуре предложено 
использовать 1-азидо-2,3-эпоксипропан (рис. 8) 
[111]. Полученные производные далее вводили 
в клик-реакцию с целью получения новых мате- 
риалов, а также для введения флуоресцентной 
метки. 

Ключевой момент для клик-реакции – выбор 
медного катализатора. Его можно ввести сразу в 
виде одновалентной меди, например, CuBr [112], 
или медь можно использовать в виде двухвалент- 
ной соли (CuBr2) вместе с восстановителем, на- 
пример, аскорбиновой кислотой [113]. Часто в  
реакцию добавляют N,N,N',N'',N''-пентаметил- 
диэтилентриамин (PMDETA) [98, 112, 113], ве- 
роятно, для предотвращения окисления или 
диспропорционирования одновалентной меди. 
Клик-реакция может проходить и без PMDETA. 
Например, показано, что реакции можно прово- 
дить в DMSO, N-метилпирроллидоне [101], тетра- 
гидрофуране [114], водно-органической среде 
[105], растворе соляной кислоты [115] и ионной 
жидкости (ацетат 1-этил-3-метилимидазолия) 
[116]. 

 

Рис. 6. Введение метки с помощью азид-алкинового циклоприсоединения.

 
 

 

Рис. 7. Введение функциональных групп для клик-реакции с помощью карбонилдиимидазола: (а) – синтез пропаргил- 
карбоната декстрана, (б) – синтез азидопропилкарбоната декстрана.

(а)

(б)
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Следует отметить, что соли меди обладают 
цитотоксичностью, что делает ее применение 
ограниченным. Отрицательное воздействие 
можно уменьшить использованием комплексов 
меди [117] или осуществить безмедное азид-
алкиновое циклоприсоединение. Ускорение 
реакции может быть достигнуто не только путем 
использования катализатора, но и повышением 
реакционной способности алкина. Введение в 
реакцию с азидами напряженного циклооктина 
улучшает кинетику реакции и позволяет про- 
водить циклоприсоединение в отсутствие мед- 
ного катализатора. Эта реакция протекает с  
более высокой скоростью за счет снятия углового 
напряжения в молекуле циклооктина при обра- 
зовании продукта присоединения [118].

Реакция с тетразолами. В результате воздейст- 
вия ультрафиолетового света на производные 
тетразола образуются реакционноспособные 
нитрил-имины, которые вступают с олефинами в 
реакцию циклоприсоединения (рис. 9). Например, 
для введения метки перацетилированный ман- 
нозамин ацилировали акрилоилхлоридом и вво- 
дили в культуру клеток, где он включался в био- 
синтез различных гликоконъюгатов, а также ПС. 
Флуоресцентную метку вводили с помощью 
фотоклик-реакции уже непосредственно в клетке, 

что удобно для изучения локализации меченых 
молекул [119]. 

Лигирование по Штаудингеру. Реакция 
Штаудингера – это метод синтеза фосфазенов 
путем взаимодействия азидов с фосфинами. 
Образовавшиеся в реакции фосфазены легко 
гидролизуются, образуя амин и фосфиноксид. 
Модификация этой реакции – лигирование по  
Штаудингеру – широко применяется в области хи- 
мической биологии и биоконъюгации для кова- 
лентного связывания биомолекул с низкомоле- 
кулярными метками, а также для мечения клеток 
в живых организмах. Участвующие в реакции 
функциональные группы (азид и фосфин) прак- 
тически не представлены в организмах, поэтому 
считается, что они не способны взаимодействовать 
с природными соединениями. Лигирование по  
Штаудингеру стало первым примером биоортого- 
нальной реакции, способной протекать в клетках 
живых организмов, не мешая естественным биохи- 
мическим процессам. Модификация C.R. Bertozzi  
состоит во введении в один из арильных замес- 
тителей фосфина сложноэфирной группы в 
качестве электрофильной ловушки. В резуль- 
тате образуется прочная амидная связь между 
фрагментом биомолекулы и введенной меткой  
(рис. 10а) [120]. 

 

Рис. 8. Получение целлюлозы с азидной группой с помощью 1-азидо-2,3-эпоксипропан.

 

Рис. 9. Схема фотоклик-реакции с тетразолом.
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Для введения метки азидсодержащий моно- 
сахарид (ацетилированные N-азидоацетилман- 
нозамин, N-азидоацетилгалактозамин, N-азидо- 
ацетилглюкозамин или 6-азидофукозамин) вво- 
дят в культуру клеток или в живой организм, где  
он включается в биосинтез различных ПС и  
гликоконъюгатов. После чего проводят лиги- 
рование по Штаудингеру с флуорофором, содер- 
жащим трифенилфосфиновую группу [93, 96, 
121]. Трифенилфосфин нерастворим в воде, 
поэтому метку добавляют в растворителе, напри- 
мер в тетрагидрофуране, или вводят в ее состав  
водорастворимый заместитель (олигоэтиленгли- 
коль или сульфогруппу) [122].

Несмотря на то, что разработанная методика  
лигирования по Штаудингеру хорошо зарекомен- 
довала себя в биологических объектах, предпочте- 
ние отдается модификации, в которой неприрод- 
ный фосфиноксид выводится из системы – так назы- 
ваемое бесследовое лигирование по Штаудингеру, 
в котором трифенилфосфиноксид легко удаляется. 

Для этого проводят модификацию реагентов таким 
образом, чтобы фосфин оказывался в спиртовой 
части сложного эфира и отщеплялся при атаке 
нуклеофильного атома азота иминофосфоранового 
интермедиата (рис. 10б) [123–126].

4. МЕТОДЫ ВВЕДЕНИЯ ФЛУОРОФОРОВ  
НА ОСНОВЕ ЛАНТАНОИДОВ

Для присоединения комплексов лантаноидов к 
биомолекулам используют лиганды с функциональ- 
ными группами (например, с изотиоцианатом 
и дихлоротриазином). На рис. 11 приведены 
примеры таких бифункциональных лигандов для 
лантаноидов [127–130]. С их помощью метку  
можно вводить в ПС описанными выше мето- 
дами (см. п. “Взаимодействие с цианатами”, “Взаи- 
модействие с триазиновым производным флуоро- 
фора” и Взаимодействие с изотиоцианатами”). 
Например, Xiao et al. [131] к молекуле арабино- 
галактана последовательно присоединяли хлор- 
уксусную кислоту, этилендиамин и лиганд –  

 
 

 

Рис. 10. Реакция Штаудингера: (а) – лигирование по Штаудингеру, (б) – бесследовое лигирование по Штаудингеру.

(а)

(б)
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1,4,7,10-тераазациклододекан-1,4,7,10-тетраук- 
сусную кислоту (DOTA), а затем вводили ион  
тербия. В другой работе к меченому таким же  
образом декстрану присоединяли аминированный 
низкомолекулярный фукоидан (сильно сульфати- 
рованный гетерополисахарид, используемый 
здесь для таргетинга) с помощью N-гидроксис- 
укцинимидного эфира. Образовавшийся конъю- 
гат авторы предлагают использовать для диагнос- 
тики атеротромбоза [132].

5. МЕТОДЫ ВВЕДЕНИЯ ФЛУОРОФОРОВ  
НА ОСНОВЕ КВАНТОВЫХ ТОЧЕК

Для возможности использования неоргани- 
ческих КТ в качестве меток их обрабатывают 
бифункциональными молекулами, содержащими 
сульфгидрильные группы для заякоривания 
на оболочке (например, из сульфида цинка) с 
одной стороны и карбоксильные, гидроксильные 

или аминогруппы с другой для конъюгации с 
биомолекулами [14, 133–135]. Для введения 
функциональных групп углеродные КТ подвергают 
химическому или электрохимическому окислению. 
Образующиеся в результате карбоксильные 
группы используют для конъюгации [136–138].

Самый большой недостаток обоих типов 
КТ – мультивалентность, трудно ввести только 
одну функциональную группу на поверхности. 
Некоторые исследователи решают эту проблему 
строгим соблюдением стехиометрического соот- 
ношения КТ и биомолекулы [139]. Есть работы 
по разделению получаемой смеси меченых моле- 
кул, например, с помощью электрофореза [140], 
однако КТ могут выступать в этих реакциях в  
роли сшивающих реагентов, что усложняет ситуа- 
цию. И хотя КТ уже используют для маркировки 
клеточных органелл [22], для мечения полисаха- 
ридов их пока не применяют.

 

(а)

(б) (в)

(г) (д) (е)

(ж)

Рис. 11. Бифункциональные лиганды для лантаноидных меток: изотиоцианатофенилэтилендиаминтетрауксусная 
кислота (EDTA) [126, 127] (а), изотиоцианатобензилдиэтилентриаминтетрауксусная кислота (DTTA) [126, 127] (б), 
изотиоцианатобензилдиэтилентриаминпентауксусная кислота (DTPA) [126–128] (в), изотиоцианатобензилтетрааза- 
цислододекануксусная кислота (DOTA) [126, 129] (г), изотиоцианатобензилтетраазацислотетрадекануксусная кислота 
(TETA) [126, 129] (д), изотиоцианатобензилтриазацислононануксусная кислота (NOTA) [129] (е), дихлоротриазино- 
аминобензилдиэтилентриаминтетрауксусная кислота (DTTA) [128] (ж).
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6. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Как следует из приведенного выше материала, 
мечение ПС получило широкое применение, 
а для подлежащих мечению ПС наблюдается 
значительное структурное разнообразие.  В зави- 
симости от природы полисахарида, флуорес- 
центную метку вводят по альдегидной, гидро- 
ксильной, карбоксильной или аминогруппе. 
Самое очевидное и специфическое (поскольку 
эту реакцию можно проводить избирательно 
даже в смеси с молекулами, несущими другие 
функциональные группы) – введение метки 
по альдегидной группе полисахаридов. Этот 
метод автоматически решает и проблему 
стехиометрии ПС/метка, т.к. альдегидная группа 
в цепи только одна. Наиболее стабильные 
продукты получаются при использовании 
метода восстановительного аминирования, а 
использование 2-(метиламиноокси)этанамина 
позволяет сохранить циклическую форму 
восстанавливающего конца. 

Однако не все ПС являются восстанавли- 
вающими, кроме того, с ростом молекулярного 
веса молекулы (а он может достигать несколь- 
ких тысяч кДа) эффективность мечения по восста- 
навливающему концу ПС падает. Модификация 
гидроксильных и карбоксильных групп хоть и 
не специфическая, тем не менее относительно 
простая, и выбор вариантов мечения (и доступных 
флуорофоров) здесь очень большой, среди ко- 
торых предпочтение следует отдать тем, которые 
позволяют проводить реакцию в водной среде, 
как, например, при использовании триазиновых 
производных флуорофоров. Следует лишь от- 
метить необходимость контроля стехиометрии 
(см. выше). Реакции по аминогруппе также 
можно считать специфическими, т.к. эта группа 
присутствует далеко не во всех полисахаридах, 
что позволяет метить их избирательно.

Если речь идет о детекции полисахаридов 
в живой системе, то вводить флуорофор имеет 
смысл с помощью биоортогональных реакций, т.к. 
они способны протекать внутри живых систем, не 
мешая естественным биохимическим процессам. 
При этом следует принимать во внимание и 
особенности объекта, т.к. высокая гидрофобность 
некоторых молекул-флуорофоров может вызывать 
значимое неспецифическое взаимодействие либо 
влиять на фармакинетику [141].

Большинство подходов к визуализации поли- 
сахаридов основаны на использовании флуорес- 
центных органических флуорофоров-меток. Орга- 
нические флуорофоры – крупнейший класс флуо- 
ресцентных соединений. Это относительно неболь- 
шие (молекулярная масса большинства органи- 
ческих флуорофоров <1 кДа) органические 
вещества, содержащие несколько ароматических 
фрагментов и необходимые для мечения функцио- 
нальные группы. Достоинство органических 
флуорофоров – их моновалентность, т.е. присут- 
ствует лишь одна группа, необходимая для реак- 
ции с полисахаридом. Основные работы по 
мечению ПС выполнены именно с органическими 
флуорофорами.

Несмотря на вышеизложенное, органические 
флуорофоры имеют ряд недостатков, таких как  
низкая химическая стабильность, фотообес- 
цвечивание, широкие спектры излучения. В 
этой связи более привлекательным выглядит ис- 
пользование комплексов лантаноидов, облада- 
ющих фотостабильностью и продолжительным 
временем флуоресценции. Это позволяет ис- 
ключить сигналы других флуорофоров путем 
введения временной задержки (10–200 мкс) 
между временем возбуждения и измерения 
флуоресценции (time-resolved fluorescence). Кроме  
того, комплексы лантаноидов позволяют прово- 
дить детекцию в длинноволновом диапазоне, 
проникающим через живые ткани. Следует, однако, 
отметить, что методы введения меток на основе 
комплексов лантаноидов менее отработаны. 

Квантовые неорганические и углеродные 
точки были разработаны для замены обычных 
органических флуорофоров. Они обладают 
высокой фотостабильностью, настраиваемой 
длиной волны излучения за счет регулирования 
размера частиц, широкими полосами возбуж- 
дения, что позволяет возбуждать нанокристаллы 
разных цветов одним источником излучения, 
и узкими спектрами излучения. Это откры- 
вает возможность для мультиплексной детек- 
ции, т.е. для наблюдения за несколькими объек- 
тами одновременно. Теоретически КТ можно  
“оснастить” практическими любыми функцио- 
нальными группами, что делает их гибкими, 
легко подстраивающимися под задачу, хотя 
отметим, что ввести на поверхность КТ строго 
контролируемое количество функциональных 
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групп практически невозможно. По-видимому, 
именно мультивалентность препятствует широкому 
применению КТ в качестве флуоресцентных 
меток, в том числе и для мечения полисахаридов. 

Работы по мечению полисахаридов комплек- 
сами лантаноидов и КТ практически отсутствуют, 
однако благодаря тому, что они выгодно отли- 
чаются от своих органических аналогов по флуо- 
ресцентным свойствам, стабильности и гибкости в 
модификации, их потенциал в будущем наверняка 
будет реализован.
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Polysaccharides are widely represented in plants and bacteria, where they are distinguished by their 
extraordinary structural diversity and the performance of various functions. To study the functions of 
polysaccharides, their fluorescent labeling is needed. This review discusses methods for introducing fluo-
rescent labels into polysaccharides by chemical modification of certain functional groups of these complex 
biopolymers, as well as using the so-called bioorthogonal reactions, which allow labeling in a cell without 
affecting its viability. In addition to modification with organic dyes, the possibility of using quantum dots 
and coordination compounds of lanthanides is also discussed.
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Убиквитинирование является одной из самых распространенных посттрансляционных модификаций 
белков, оказывающей значительное влияние на их функции, такие как стабильность, активность 
и клеточная локализация. Нарушения убиквитинирования и деубиквитинирования связаны с 
различными онкологическими и нейродегенеративными заболеваниями. Сложность убиквитиновых 
сигналов – моноубиквитинирование и полиубиквитинирование с разной длиной и различными 
типами связей между убиквитинами – определяет их универсальность и способность регулировать 
сотни клеточных процессов. Для глубинного понимания механизмов сборки и разборки, детек- 
тирования убиквитиновых цепей и передачи ими сигнала требуются новейшие биохимические, 
масс-спектрометрические и вычислительные методы. Последние научные достижения позволяют 
идентифицировать убиквитинирование белков и структуру цепей убиквитина, однако в этой области 
все еще остается немалое количество непроясненных вопросов. Настоящий обзор посвящен 
детальному анализу текущего понимания архитектоники убиквитиновых цепей.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Убиквитин (Ub) – небольшой (~8 кДа) сиг- 
нальный белок, играющий центральную роль во 
многих клеточных процессах, включая деградацию 
белков [1, 2], активацию сигнальных путей и 
репарацию ДНК [3, 4]. Известно до 14 различных 
семейств убиквитина и убиквитин-подобных 
белков, различающихся по аминокислотной 
последовательности, но имеющих характерную 
пространственную структуру.

Убиквитин прикрепляется к белку-мишени 
с помощью последовательных действий пред- 
ставительного семейства ферментов. Ковалентное 
присоединение убиквитина к субстратам осущест- 
вляется при помощи системы, состоящей из трех 
ферментов: активирующей убиквитин E1-лигазы, 
конъюгирующей E2-лигазы и убиквитинлигазы 
E3. Существует множество способов модификации 
белков убиквитином, из которых выделяют моно- 
убиквитинирование (одного или нескольких сай- 
тов), а также полиубиквитинирование с разными 
параметрами связи и длинами убиквитиновых 
цепей. ε-Аминогруппы семи остатков лизина 
K6, K11, K27, K29, K33, K48 и K63, входящих в 
состав убиквитина, позволяют ему образовывать 
изопептидные связи между карбоксильной 
группой С-концевого остатка глицина одной 
молекулы убиквитина и аминогруппой другой 
молекулы убиквитина, которая, в свою очередь, 
связана с белком-субстратом посредством С-кон- 
цевого остатка глицина G76 [5]. Параметры 
цепей крайне разнообразны: они могут быть как 
гомогенными или гомотипическими (т.е. обра- 
зовывать связи через остатки лизинов в строго 
определенном положении), так и гетерогенными 
или гетеротипическими (комбинировать разные 
типы связей); последние, в свою очередь, могут 
разветвляться посредством убиквитинирования 
сразу по нескольким сайтам (разветвленные  
цепи) [6]. Считается, что значение сигнала убикви- 
тинирования зависит от типа связи и длины 
убиквитиновой цепи. Так, классическое представ- 
ление состоит в том, что цепи, образованные через 
остаток лизина K48, обычно маркируют белки, 
предназначенные для деградации в протеасоме, 
в то время как цепи, образованные связью через  

остаток лизина К63, играют ключевую роль в коор- 
динации процессов направленного эндоцитоза, 
воспаления, трансляции и репарации ДНК. 
Если физиологические функции были охаракте- 
ризованы для некоторых гомотипических убикви- 
тиновых цепей [7], то гетеротипические цепи  
остаются практически неизученными. Сущест- 
вование и физиологическая роль большей части  
гетеротипических комбинаций – до сих пор откры- 
тый вопрос. В основном это связано с тем, что на 
несмотря на довольно широкий репертуар методов, 
используемых для изучения убиквитиновых 
цепей [7], ввиду большой сложности объекта 
исследования очень затруднительно корректно 
интерпретировать получаемые результаты.

В данном обзоре рассмотрены используемые  
в настоящий момент методы изучения убиквити- 
новых цепей, их характеристики и ограничения, 
а также особенности функционирования как 
описанных, так и пока мало изученных гомо- и 
гетеротипических цепей.

2. МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ УБИКВИТИНОВЫХ  
ЦЕПЕЙ

Традиционно убиквитинирование белков – 
процесс, важный для регуляции клеточных функ- 
ций, – исследовали биохимическими методами, 
в первую очередь, используя иммуноблоттинг  
с антителами к убиквитину. Этот метод наиболее 
распространен для обнаружения и подтверждения 
убиквитинирования отдельных белков. Однако 
иммуноблоттинг – аналитически сложный метод, 
что ограничивает его применимость для полного 
профилирования убиквитинирования белков.  
С развитием масс-спектрометрических подходов 
все чаще используются протеомные методы 
для профилирования убиквитинирования. Для 
повышения чувствительности идентификации 
убиквитинированных белков осуществляют их  
обогащение из лизатов клеток. Для этого при- 
соединяют к убиквитину различные эпитопные 
(Flag, HA, V5, Myc, Strep и His) или белковые 
метки (GST, MBP, SUMO, CBP, Halo, Nus A и FATT)  
(рис. 1) [8]. C помощью этого метода было обнару- 
жено значительное число сайтов убиквитини- 
рования на различных субстратах [9, 10].
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Несмотря на то что данный подход довольно 
прост и удобен, он имеет довольно низкую эф- 
фективность и высокий уровень “шума”, поэ- 
тому большее внимание привлекают подходы, 
позволяющие обогащать эндогенные убикви- 
тинированные белки.

Для профилирования эндогенно убиквити- 
нированных субстратов было разработано нес- 
колько типов  антител к убиквитину, способных 
распознавать все типы связей [11]. Помимо анти- 
тел к тотальному убиквитину используют антитела,  
специфичные к определенным типам связей (M1/ 
K11/K27/K48/K63) [12]. Этот подход успешно  
применяется для характеристики убиквитиниро- 
вания белков из тканей животных или клинических 
образцов без необходимости генетических мани- 
пуляций.

Помимо антител используются белки, содер- 
жащие убиквитин-связывающие домены, которые 

распознают убиквитин, что также может быть 
использовано для связывания и обогащения 
эндогенно убиквитинированных белков [13, 14]  
(рис. 2, табл. 1). Тандемно повторяющиеся уби- 
квитин-связывающие домены (TUBEs) проде- 
монстрировали значительно более высокую аф- 
финность (наномолярные концентрации), чем 
одиночные домены [14, 15]. Были разработаны 
TUBEs для специфических связей K63, K48 и 
M1 [15, 16].

Кроме того, используются методы, включающие 
в себя введение радиоактивных изотопов для 
отслеживания образования разветвленных цепей 
(рис. 3) (табл. 1).

Важно отметить, что убиквитинирование можно  
изучать и при помощи баз данных, таких как SCUD  
и UbiProt [17].

Цепи убиквитина с различной топологией 
регулируют стабильность белка, белок-белковое 

Рис. 1. (а) – В данной методике используется введение мутаций в убиквитин с последующим нанесением на ПААГ и 
масс-спектрометрией для выявления образования разветвленных цепей (табл. 1); (б)  – представлен вариант обнаружения 
убиквитиновых цепей при помощи присоединенных эпитопной метки и сайта расщепления с последующей обработкой 
протеазой и иммуноблоттингом (табл. 1); (в) – показана схема метода иммунопреципитации, в котором присутствие 
разветвленных цепей детектируется последовательным иммуноблоттингом, ЖХ и МС (табл. 1).

(а) (б) (в)
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взаимодействие или локализацию белка в эука- 
риотических клетках и, таким образом, играют 
важную роль в многофункциональных сигна- 
лах [18]. Рассмотренные выше подходы в основ- 
ном обнаруживают убиквитинированные суб- 
страты и сайты убиквитинирования, но не спо- 
собны определить архитектуру цепей. Существует 
несколько возможностей детекции архитектуры 
цепей, например, для идентификации различных 
топологий используют специфические антитела 
или TUBEs [8].

Важное значение для определения параметров 
круговорота Ub имеет работа Kudriaeva et al. 
(2021) (рис. 4) [7]. В ней авторы использовали 
лентивирусные конструкции, обеспечивающие 
синхронную экспрессию ZsGreen и модифици- 
рованной липоатлигазы LpIA (AAG), конъюги- 
рующей к ε-аминогруппе лизина в составе LAP 
пептида флуорофор резоруфин. В результате ана- 
лиза флуоресценции клеток HEK293T, экспрес- 
сирующих LAP-Ub и ZsGreen-LpIA (AAG), было 
установлено, что время полужизни убиквитина 

в клетках млекопитающих составляет τ1/2 ~ 4 ч. 
Динамическое равновесие между процессами 
убиквитинирования и деубиквитинирования 
соответствовало 6–7 молекулам Ub на субстрат. 
Отношение флуоресценции ZsGreen и резоруфина 
позволило определить стабильность вариантов Ub. 
Так, стабильность снижалась в ряду WT > R27K >  
> R29K > R33K > R6K > R11K > R63K > R48K >  
> UbK0VV. Профилирование стабильности вари- 
антов Ub методом FACS выявило, что амино- 
кислотный остаток K27 обеспечивает стабильность 
всей молекулы Ub. Анализ полученных данных 
показал, что только каждый четвертый захват 
полиубиквитинового субстрата приводит к потере 
одной молекулы убиквитина из состава всей цепи, 
и что каждая молекула Ub принимает участие в 
среднем в 16 циклах конъюгации, каждые 15 мин 
включаясь в новые цепи.

Подробное описание методов, позволяющих 
изучать гетеротипические цепи, представлено в 
табл. 1.

Рис. 4. (а) – Схема методики PRIME, примененной в работе Kudriaeva et al. [7]. Показана синхронная экспрессия 
резоруфин-лигазы и белка интереса, а также обработка клеток резоруфином; (б) – схема профилирования стабильности 
убиквитина у млекопитающих [7]. Стабильные линии клеток HEK293T с одновременной экспрессией вариантов 
LAP-UbK0 с заменой R на K и TagBFP-LplA(AAG), смешанные в равном соотношении, обрабатывали резоруфином, 
инкубировали с DMSO или ингибитором протеасомы в течение 2 ч и далее фракционировали с применением проточной 
цитометрии. Фракции клеток с разным соотношением флуоресценции TagBFP и резоруфина подвергали ПЦР для 
амплификации геномного кластера, кодирующего соответствующий вариант убиквитина, и далее NGS-секвенированию. 
Показан график зависимости распространенности вариантов убиквитина от их стабильности. Сокращения: гДНК – 
геномная ДНК.

-

(а) (б)
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3. ФУНКЦИИ УБИКВИТИНОВЫХ ЦЕПЕЙ

3.1. K6-цепи

Известно, что цепи K6 (рис. 5) регулируют 
митофагию [28, 41–43]. 

Интересно, что на лишенных природного 
убиквитина клетках U2OS, в которые был введен 
экзогенный убиквитин, было показано, что у 
популяций клеток с заменой на аргинин K6 или 
K63 наблюдается задержка митофагии. Кроме 
того, методом протеомики AQUA рассчитано, что 
во время деполяризации митохондрий происходит 
шестикратное увеличение содержания K6-, 
K11-, K48- и K63-связанных полиубиквитинов, 
образованных при участии убиквитинлигазы 
Parkin. Деубиквитиназа USP30 избирательно 
удаляет цепи K6 и K11 с белков внешней 
мембраны митохондрий. Другой аналогичный 
фермент, USP8, удаляет полиубиквитины, свя- 
занные через K6, с Parkin, и препятствует ауто- 
убиквитинированию Parkin, что говорит о роли 
данных форм убиквитина в контроле качества 
митохондрий [42]. Помимо этого выявлено, что 
численность K6-связанных цепей не растет при 
ингибировании протеасомы [44, 45]. Считается, 
что полимеры с данным типом связи участвуют 
в репарации ДНК, осуществляемой при помощи 
фермента E3 BRCA1–BARD1. Под воздействием 
УФ-лучей содержание K6- и K33-связанных цепей 
возрастает [46].

3.2. K11-цепи

Цепи K11 (рис. 6) способствуют протеасом- 
ному гидролизу субстратов и завершению ми- 
тоза [23, 47]. Так, количество подобных полиуби- 
квитинов возрастает во время деятельности уби- 
квитинлигазы APC/C в течение митоза [48]. Также 
цепи K11 регулируют прогрессию клеточного 
цикла, способствуя деградации его медиаторов 
[49]. K11-цепи не только регулируют прохождение 
клеточного цикла, но и участвуют в клеточном 
ответе на гипоксию [47]. Функция данных форм 
во врожденном иммунитете иллюстрируется 
деградацией факторов, ответственных за это 
явление [50]. Так, белок STING под действием при- 
соединенных K11-цепей продолжает функцио- Та
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нировать в клетке [50]. После этого запускается  
активация интерферонов I типа и провоспалитель- 
ных цитокинов [51]. Считается, что убиквитин- 
лигаза RNF26, прикрепляющая к субстратам 
K11-полиубиквитины, регулирует метаболизм 
интерферонов I типа, и что данный процесс про- 
текает времязависимо [50]. Кроме того, известно, 
что K11- и K48-формы, модифицирующие белок 
Beclin-1, регулируют протеолиз [52]. Более того, 
убиквитинирование данного белка K11-цепями 
противодействует аутофагии и способствует 
реакции интерферонов I типа после гидролиза 
белка Beclin-1.

3.3. K27-цепи

Методом масс-спектрометрии с множествен- 
ным мониторингом реакций обнаружено, что  

K27-связанные конъюгаты (рис. 7) присоединя- 
ются к гистону H2A, и что данная разновидность це- 
пей преобладает на хроматине во время повреж- 
дения ДНК [47, 53].

Благодаря гомотипическим цепям K27 к месту 
повреждения ДНК направляются такие белки 
репарации, как 53BP1, Rap80, RNF169 и RNF168 
[53]. Аналогично отсутствие K27-соединенных 
полиубиквитинов на гистонах H2A и H2A.X пре- 
пятствует ответу на повреждение ДНК, поскольку 
его медиаторы (53BP1, Rap80, RNF168 и RNF169)  
не получают убиквитиновый сигнал для начала  
ответной реакции [53]. Кроме того, убиквити- 
нирование TRIM23 вышеупомянутыми цепями 
приводит к повышению активности TBK1 и, 
в свою очередь, к фосфорилированию p62 и 
аутофагии при появлении в клетке вирусных ДНК 
и РНК [54]. Любопытно, что аналогичный фермент 
TRIM26 тоже модифицируется вышеуказан- 
ными цепями при запуске сигнального пути RLR  
и после фосфорилирования данной убикви- 
тинлигазы при помощи TBK1 [50]. Впоследствии 
белок NEMO связывается с K27-полимерами 
на убиквитинлигазе TRIM26, что повышает 
экспрессию провоспалительных цитокинов, 
интерферонов I типа и интерферон-стимули- 
рованных генов (ISGs) [5]. Опубликованы данные 
об участии подобных полимеров в иммунном 
ответе на экзогенную ДНК микроорганизмов [55]. 
Так, STING подвергается убиквитинированию 
K27-связанными формами при помощи белка 

 

Рис. 5. Кристаллическая структура K6-связанного 
диубиквитина как пример гомотипических цепей K6 
(PDB: 2XK5). Показана изопептидная связь между 
остатком K6 проксимального убиквитина и C-концом 
аксиального.

 

Рис. 6. Кристаллическая структура K11-связанного 
диубиквитина как пример гомотипических цепей K11 
(PDB: 2MBQ). Показана изопептидная связь между 
остатком K11 аксиального убиквитина и C-концом 
проксимального.

 

Рис. 7. Кристаллическая структура K27-связанного 
диубиквитина (PDB: 5J8P) как пример гомотипических 
цепей K27. Показаны остаток K27 аксиального 
убиквитина и C-конец проксимального.
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AMFR, что повышает активность серин-треони- 
новой протеинкиназы TBK1, что, в свою очередь, 
дает возможность фактору транскрипции IRF-3  
фосфорилироваться и запустить экспрессию 
интерферонов I типа [55]. Появились сообщения 
и о том, что присоединение K27-цепей к NEMO 
активирует каскад RLR, транскрипционный фак- 
тор NF-κB и IRF3 [6]. Предполагается, что белки, 
ответственные за врожденный иммунитет, такие 
как Rhbdd3, прикрепляются к полиубиквитинам 
на белке NEMO [7]. После этого K27-полимеры 
образуются на Rhbdd3, и к ним приближается 
деубиквитиназа A20, которая расщепляет цепи 
K63 на NEMO, что ослабляет сигналинг NF-κB [7]. 
Таким образом, Rhbdd3 регулирует деятельность 
дендритных клеток и препятствует развитию 
Th17-клеточного колита на мышиной модели 
[8]. Обнаружено, что благодаря убиквитинлигазе 
TRIM40 происходит убиквитинирование це- 
пями K27 и K48 рецептора опознавания пат- 
терна RIG-I и RIG-I-подобного рецептора MDA5,  
что приводит к протеолизу данных субстратов [56]. 
Также выяснено, что к белку MAVS присоеди- 
няются цепи K27 при участии убиквитинлигазы 
TRIM21 [57, 58]. Аналогичную функцию вы- 
полняет E3-фермент MARCH8 [59]. Сходным 
действием обладает и убиквитинлигаза RNF34, 
убиквитинирующая MAVS цепями K27 и K29  
[60]. Известно, что K27-полиубиквитины задейст- 
вованы в реакции иммунной системы на ДНК-
вирусы или бактерии рода Listeria [61, 62]. Опи- 
сано и совместное действие гомотипических це- 
пей в клетке. Так, предполагается, что K27- и K63-
формы запускают каскад TAK1 [10]. Установлено, 
что K27- и K33-цепи участвуют в реакции на 
стресс [63].

3.4. K29-цепи

Цепи K29 (рис. 8) участвуют в протеолитичес- 
кой деградации [23].

Выявлено, что гомотипические цепи K29 пред- 
ставляют собой наиболее многочисленный вид 
полимеров с нестандартной архитектурой [64–66]. 
Например, есть данные о том, что убиквитинлигаза 
Smurf1 присоединяет гомотипические K29-цепи 
к белку Axin [11]. Подобная посттрансляционная 
модификация препятствует связыванию Axin с 

корецепторами Wnt LRP5 и LRP6 (LRP5/6), что 
нарушает присоединение фосфатов к LRP6 и 
способствует подавлению каскада Wnt/β-катенин 
[67]. Кроме того, известно, что деубиквитиназа 
Trabid, ассоциированная с сигналингом выше, 
отщепляет полиубиквитины c K29- и K33-связями 
[65, 68–71]. Считается, что данная E3 осуществляет 
взаимодействие и отщепляет убиквитины с 
APC [72]. Синтез гомотипических цепей K29 
и K48 осуществляется при помощи фермента  
E3 UBE3c/Hul5 [73]. Отщепление первых цепей  
происходит благодаря домену OTU деубикви- 
тиназы TRABID [74]. Имеются данные о том, что 
убиквитинлигаза TRIP12 в одиночку формирует 
K29-связанные убиквитиновые цепи [28]. Это 
было подтверждено методом замены лизина на 
аргинин в мутантных формах убиквитина [28].

3.5. K33-цепи

Поскольку данные цепи (рис. 9) не накапли- 
ваются при нарушении работы протеасомы, счи- 
тается, что они влияют на независимую от про- 
теолиза деятельность клетки [25].

Синтез K11- и K33-цепей происходит при 
участии убиквитинлигазы AREL1 [64, 65]. Пред- 
полагается, что убиквитинирование данным 
ферментом белков, способствующих програм- 
мируемой клеточной гибели (SMAC, HtrA2 и 
ARTS), предотвращает данный процесс [75].  
Обнаружено, что K33-полиубиквитины инги- 
бируют работу Т-клеточного рецептора (TCR) и 
AMPK-родственных протеинкиназ [12, 13]. Также 

 

Рис. 8. Кристаллическая структура K29-связанного 
диубиквитина (PDB: 4S22) как пример гомотипических 
цепей K29. Показаны остаток K29 аксиального 
убиквитина и C-конец проксимального.
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имеются сведения об участии подобных форм в 
транспорте белков после аппарата Гольджи [76]. 
Ранее считалось, что K63-цепи принимают участие 
в секреции и эндоцитозе, способствуя сортировке 
белков мембраны [47]. Теперь выяснено, что 
фермент E3 Cul3–KLHL20 добавляет K33-формы 
к коронину-7 (Crn7) [47]. Полученный конъюгат 
взаимодействует с белком Eps15, что направляет 
его в транс-Гольджи на связывание с F-актином 
и подавляет его деполимеризацию [47].

3.6. K48-цепи

Считается, что чаще всего встречается именно  
этот тип цепей (рис. 10), отвечающих за направ- 
ление на деградацию белков протеасомой [23, 77].

Выявлено, что K48- и K63-полиубиквитины 
контролируют врожденный иммунитет против  

вирусных инфекций [50]. Методом иммуно- 
преципитации определено, что с белком BRD4 
в присутствии PROTAC MZ1 преимущественно 
связываются K48-цепи [14].

Циклические формы K48-цепей образуются  
при участии убиквитин-конъюгирующего фер- 
мента E2-25K [78]. Несмотря на конформацион- 
ные ограничения, подобные цепи могут взаимо- 
действовать с рядом белков [78]. Выявлено, 
что сложнее гидролизовать деубиквитиназой 
циклический диубиквитин, чем линейный [78]. 
По-видимому, при связывании с ферментом 
OTUB1 у циклического диубиквитина происходит 
трансформация конформации в более открытую 
форму, и они начинают взаимодействовать не 
только I44-патчами, но и соседними участками 
[78]. Предположительно, рост злокачественных 
опухолей ассоциирован с транскрипционным 
фактором p53, к которому прикрепляются цепи 
K48 [63].

3.7. K63-цепи

K63-формы (рис. 11) содействуют аутофагии, 
митофагии и утилизации патогенов [77].

Вышеупомянутые полимеры также влияют на 
круговорот белков, эндоцитоз, сборку сигнальных 
комплексов, репарацию ДНК, иммунный ответ и 
активность киназ [23, 49, 79–81]. Предполагается, 
что цепи подобного строения принимают участие 
в митозе, образовании мРНК, проверке правиль- 
ности структуры белков и в различных каскадах  
[32, 82, 83]. Появились свидетельства того, что K63-
полиубиквитины взаимодействуют с комплексом 
ESCRT0 и его составляющими, белками STAM и 

 

Рис. 9. Кристаллическая структура K33-связанного ди- 
убиквитина (PDB: 4XYZ) как пример гомотипических 
цепей K33. Показана изопептидная связь между 
остатком K33 аксиального убиквитина и C-концом 
проксимального.

 

Рис. 10. Кристаллическая структура K48-связан- 
ного диубиквитина (PDB: 3AUL) как пример гомоти- 
пических цепей K48. Показаны остаток K48 аксиаль- 
ного убиквитина и C-конец проксимального.

 

Рис. 11. Кристаллическая структура K63-связанного 
диубиквитина (PDB: 2JF5) как пример гомотипических 
цепей K63. Показаны остаток K63 аксиального уби- 
квитина и C-конец проксимального.
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Hrs [15]. После разрушения структуры на обеих 
цепях ДНК фермент E3 RNF8, формирующий 
K63-полимеры на гистоне H1 и белке L3MBTL2, 
привлекает к месту повреждения белки репа- 
рации, такие как 53BP1 и BRCA1 [84, 85]. Таким 
образом, функционирование убиквитинлигаз 
RNF8 и RNF168 приводит к убиквитинированию 
K63-, K48- и K27-цепями областей хроматина 
с двухцепочечными разрывами ДНК [16, 17]. 
Выявлено, что специфичность убиквитинлигазы 
к связям K48 и K63 определяется типом амино- 
кислоты на C-конце HECT-домена [86]. Отмечено, 
что в отличие от E3, присоединяющих K48- или  
K63-цепи, на C-конце убиквитинлигазы TRIP12  
находится серин [28]. Обнаружено, что присоеди- 
ненный валин на C-конце данной убиквитин- 
лигазы меняет селективность на K48-цепи [28].

4. ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ  
ПОЛИУБИКВИТИНОВЫХ ЦЕПЕЙ  
РАЗЛИЧНЫХ ТИПОВ ВЕТВЛЕНИЯ

Согласно последним данным, разветвленные 
цепи (рис. 12) составляют 5–20% всех убиквити- 
новых цепей в клетке [18, 19]. Кроме того, из- 
вестно, что представленность разветвленных це- 
пей изменяется, реагируя на различные стимулы; 
например, инфицирование бактериями влияет 
на содержание разветвленных K6/K48-цепей, 
образованных при участии NleL [87, 88]. Счи- 
тается, что M1/K63-цепи ответственны за акти- 
вацию NF-κB [32]. Разветвленные цепи K48/K63 
участвуют в сигналинге NF-κB и собираются 
адаптерным белком TRAF6 и убиквитинлигазой 

HUWE1 IL-1β-зависимо [20]. Также они за- 
действованы в каскадах апоптоза [28] и про- 
теасомной деградации [29]. Цепи K29/K48 уско- 
ряют PROTAC-направленную деградацию суб- 
стратов и участвуют в протеасомном гидролизе  
[28, 29]. Кроме того, они контролируют ЭПР-ассо- 
циированную деградацию (ERAD) у млеко- 
питающих и убиквитин-зависимую деградацию 
(Ub fusion degradation) у дрожжей [28]. Сборка 
данных цепей осуществляется при помощи уби- 
квитинлигазы TRIP12 и комплекса CRL2VHL 
[28]. K11/K48-цепи направляют на деградацию 
субстраты, участвующие в клеточном цикле, 
экспрессии генов и контроле качества белков, 
регулируют митоз (при формировании APC/C) 
[14, 21]. Смешанные цепи K11/K48, вероятно, 
регулируют репарацию двухцепочечных разрывов 
ДНК [22]. Выявлено, что белок C9orf72 – субстрат 
K11/K48-убиквитинирования [31]. Обнаружено, 
что деубиквитиназа UCH37 предпочтительнее 
связывается с разветвленными K6/K48-цепями, 
чем с цепями K11/K48 или K48/K63 [38]. Более 
того, выяснено, что смешанные цепи Ub–6Ub–48Ub 
и Ub–48Ub–6Ub почти не деубиквитинируются 
[38]. Цепи K48/K63 участвуют в ответе на введе- 
ние IL-1β [22]. K11/K63-цепи, вероятно, участвуют 
в интернализации рецепторов [36]. Кроме того, 
считается, что образование смешанных цепей 
происходит во время эндоцитоза или иммунного 
ответа [20]. Сообщалось, что разветвленные це- 
пи модифицируют эффекты, вызванные гомоти- 
пическими цепями [89].

 

Рис. 12. Разветвленные К11/К48 (PDB: 6OQ1) (а) и К48/К63 цепи (PDB: 7NPO) (б).

(а) (б)
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5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Убиквитинирование является одной из наи- 
более сложных для идентификации и изучения 
посттрансляционной модификаций из-за сложной 
структуры – образования цепей различной длины  
и типов связей, а также динамической регуляции. 
Конформация убиквитиновой цепи играет важней- 
шую  роль в регуляции функции субстратов в 
различных физиологических и патологических 
клеточных процессах. Для идентификации уби- 
квитинирования белка было разработано мно- 
жество экспериментальных и вычислительных 
подходов, однако на настоящий момент экспери- 
ментальные методы – единственный способ полу- 
чить представление об архитектуре убиквити- 
новых цепей. Вместе с тем ни один из существую- 
щих методов не может однозначно идентифи- 
цировать топологию и длину разветвленных цепей. 
Таким образом, для понимания архитектуры 
убиквитиновой цепи, ее точной структуры, а также 
физиологической функции крайне необходимо 
развитие новых методологий.
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Ubiquitination, one of the most common posttranslational modifications of proteins, has a significant impact 
on its functions, such as stability, activity and cellular localization. Disorders in the processes of ubiquiti-
nation and deubiquitination are associated with various oncological and neurodegenerative diseases. The 
complexity of ubiquitin signaling – monoubiquitination and polyubiquitination with different lengths and 
types of interconnections between ubiquitins – determines their versatility and ability to regulate hundreds 
of different cellular processes. Advanced biochemical, mass spectrometric and computational methods are 
required for in-depth understanding of the mechanisms of assembly and disassembly, detection of ubi- 
quitin chains and their signal transmission. Recent scientific achievements make it possible to identify the  
ubiquitination of proteins and the structure of ubiquitin chains, however, there are still a considerable number 
of unresolved issues in this area. Current review claims for a detailed analysis of the current understanding 
of the architectonics of the ubiquitin chains.

Keywords: ubiquitin, polyubiquitin, ubiquitin chains, ubiquitin-proteasome system, ubiquitin ligase,  
deubiquitinase
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рами базовых принципов организации трансмембранных доменов (ТМД) белков и их роли в 
функционировании клетки на основании полученного опыта исследований БМБ. Среди основных 
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непосредственный вклад в нее динамичного мембранного окружения, центральная роль ТМД в 
функционировании рецепторных систем клетки и взаимосвязь всех компонентов белок-мембранных 
комплексов в передаче сигналов в норме и при патологиях.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Выбор темы работы для ее представления в  
настоящем специальном номере журнала “Биоор- 
ганическая химия”, посвященном 90-летию со 
дня рождения академика Ю.А. Овчинникова, не 
случаен. Так, именно Юрий Анатольевич, будучи 
директором ИБХ АН СССР, в конце 1970-х – 
начале 1980-х гг. инициировал и очень активно, в 
свойственной ему манере, поддерживал проведе- 
ние в ИБХ и в смежных научных организациях 
междисциплинарных исследований мембранных 
белков (МБ). Можно смело утверждать, что это был 
настоящий перелом в формулировке планов НИР 
Института и организаций, работающих в данной 
области, включая институты биоорганической 
химии в других городах и республиках СССР. 
В результате большая часть лабораторий ИБХ 
начала движение этим курсом. Кроме того, и сам 
журнал “Биоорганическая химия”, созданный 
Юрием Анатольевичем в 1975 г., с тех пор яв- 
ляется “хранителем традиций” научного поиска 
в изучении МБ, основы которого были заложены 
еще первым составом редколлегии журнала под 
руководством юбиляра.

В отличие от водорастворимых белков (глобу- 
лярных, неупорядоченных, структурных и проч.), 
МБ имеют в своем составе участки (домены), взаи- 
модействующие с клеточной мембраной либо  
с мембранами клеточных органелл. По типу свя- 
зывания с мембраной МБ делятся на интеграль- 
ные, периферические и так называемые “белки-
трансформеры”. В настоящей работе речь пойдет 
о первых из них, хотя многие из рассматриваемых 
ниже принципов организации МБ и подходов к их 
изучению применимы и к двум другим классам. 
Разнообразные интегральные МБ, несколько 
тысяч которых закодировано в геноме человека [1],  

обладают общим свойством – наличием транс- 
мембранного (ТМ) домена (ТМД). Этот домен,  
вне зависимости от сложности своей структур- 
ной организации, отвечает за ряд базовых функ- 
ций: локализацию в мембране, связь между 
цитоплазматическими и внеклеточными доме- 
нами, а также гомо- и гетероолигомеризацию. 
Необходимо отметить, что многие представители 
этого класса – важные элементы клеточной сиг- 
нализации, в которой ТМД, как это будет показано 
ниже, играют ключевую роль. 

Первые успехи в установлении пространст- 
венной структуры интегральных МБ были дос- 
тигнуты для белков, обладающих большими 
по размеру ТМД, состоящими как минимум из 
нескольких α-спиралей. Так, в фотореакционном 
центре Rhodopseudomonas viridis (первая прост- 
ранственная структура белка с ТМД [2]) их по  
пять на субъединицу, в бактериородопсине (БР)  
и родопсине – по семь и т.д. Кроме того, на 
основании экспериментальных данных были 
построены модели поринов, обладающих пол- 
ностью β-структурными ТМД. В этих случаях 
именно размер мембраносвязанных участков 
способствовал получению структурных данных с 
атомарным разрешением. Во-первых, в массивных 
ТМД наблюдается лишь относительно неболь- 
шая конформационная подвижность – за счет 
сильных взаимодействий между ТМ-сегментами 
(ТМС), что облегчает сбор экспериментальной 
информации. Во-вторых, структура таких прочно 
упакованных комплексов в гораздо меньшей 
степени зависит от особенностей водно-липидного 
окружения, хотя, конечно, его роль нельзя исклю- 
чать. Это упрощает реконструкцию МБ в мембрано- 
подобных средах при проведении структурных 
исследований. Необходимо отметить, что на этом  
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этапе основное внимание исследователей было 
сосредоточено на структуре, динамическом по- 
ведении, межмолекулярных взаимодействиях 
самих белков, в первую очередь, их ТМД. Так, 
детально были изучены молекулярные процессы, 
обеспечивающие фоторецепцию, в частности 
были выявлены и охарактеризованы, в том 
числе путем установления в экспериментах, 
пространственные структуры интермедиатов 
фотоциклов БР и зрительного родопсина (Р) [3, 4].

Наряду с экспериментальными подходами 
и на их основе активно развивались и методы 
молекулярного компьютерного моделирования. 
И в этом случае акцент делали на анализе свой- 
ств белка, а мембранное окружение часто рас- 
сматривали лишь как инертную матрицу, обла- 
дающую центральным гидрофобным слоем и 
более полярными интерфейсами на границе с 
водой. При этом считали, что мембрана в основном 
нужна для корректной адаптации ТМД белка, 
обеспечивая сохранение нативной структуры 
как его самого, так и внемембранных участков, 
задает правильную мембранную топологию белка 
и дает ему возможность необходимым образом 
взаимодействовать с партнерами в клетке – дру- 
гими белками, лигандами и проч. Со временем, 
по мере накопления структурных данных, стало 
ясно, что помимо указанных выше трудностей 
и ограничений экспериментальных методов, 
понимание важнейших деталей структурной орга- 
низации и, следовательно, механизмов работы 
МБ – гораздо более сложная задача, чем представ- 
лялось ранее. Например, одним из достижений 
в изучении белков с массивными ТМД стала 
идентификация их промежуточных состояний – 
интермедиатов, обладающих своими структурными 
особенностями, а также описание с высоким прост- 
ранственно-временным разрешением переходов 
между ними. Однако для большинства других 
классов МБ решение этой задачи все еще оставалось 
недостижимым, хотя любой МБ, участвующий в 
передаче сигналов и информации, транспорте 
ионов и вещества, несомненно, обладает набором 
подобных промежуточных состояний. Последние, 
однако, не поддаются простой идентификации, 
как, например, в случае фоторецепции. Одна из 
основных проблем – отсутствие методов фик- 

сации интермедиатов в состояниях, пригодных 
для структурных исследований современными 
методами. Более того, во многих случаях ТМД не 
статичны. Примерами служат белки с небольшим 
числом ТМС, претерпевающие в ходе работы 
сильные конформационные изменения, включая 
участие в межмолекулярных взаимодействиях с 
партнерами по клеточной мембране, что особенно 
характерно для сигнальных рецепторов. При этом 
водно-липидное окружение – динамическая среда, 
являющаяся активным участником процессов 
упаковки и функционирования белков, и ее влияние 
особенно значимо для указанных выше МБ. 
Однако эффекты среды необходимо учитывать и 
для белков с обширными ТМД – как было показано 
недавно, даже одиночные молекулы липидов 
клеточной мембраны могут играть ключевую 
роль в работе ионных каналов, например, таких 
как белки семейства TRP (Transient Receptor 
Potential), являющихся термочувствительными 
сенсорами [5].

2. БИТОПНЫЕ МЕМБРАННЫЕ БЕЛКИ –  
УНИКАЛЬНАЯ СИСТЕМА  

В ИССЛЕДОВАНИИ ТРАНСМЕМБРАННЫХ  
ДОМЕНОВ

Принимая во внимание всю сложность задач, 
стоящих перед исследователями, стремящимися 
расшифровать с атомистическими деталями орга- 
низацию и механизмы действия МБ, представ- 
ляется разумным начать работу, выбрав в качестве 
объектов наиболее “простые” с точки зрения струк- 
туры объекты – битопные МБ (БМБ), имеющие в 
своем составе единственный ТМД в α-спиральной 
конформации длиной ~20–30 а.о. В случае ре- 
цепторных тирозинкиназ (РТК), типичных пред- 
ставителей данного класса, это составляет всего  
несколько процентов от общей длины последо- 
вательности (например, в рецепторе фактора роста 
тромбоцитов, PDGFRA – 1089 а.о.). И в то же 
время, несмотря на свой незначительный размер, 
ТМД играет ключевую роль в функционировании 
РТК – достаточно одной точечной замены в его  
последовательности, чтобы вызвать патологичес- 
кую активацию рецептора [6, 7], которая может 
затем привести к развитию онкологических и дру- 
гих заболеваний. Иными словами, незначитель- 
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ное изменение в ТМД способно кардинально 
влиять на характер клеточной сигнализации. 
При этом кажущаяся простота БМБ с лихвой 
компенсируется высокодинамичным характером 
их поведения в мембране – они формируют, 
как правило, непрочные комплексы с белками-
партнерами. Кроме того, небольшие размеры 
ТМД обусловливают значительное влияние на 
их поведение окружающей мембраны, причем 
вклад взаимодействий с водно-липидной средой 
может превалировать над таковым для белок-
белковых контактов. Своеобразным “триггером”, 
способствовавшим началу работ по теме иссле- 
дований БМБ, стал анализ единственной на тот 
момент пространственной структуры ТМ-димера 
гликофорина А человека (GpA) [8]. Отметим, что 
по перечисленным выше причинам указанная 
модель, полученная K. MacKenzie методом спек- 
троскопии ЯМР в мицеллах детергента, увидела 
свет значительно позднее (в 1997 г.), чем первые 
модели фотореакционного центра (1985) [2], БР 
(1975) [9] и других белков с массивными ТМД. 

БМБ – обширный класс МБ, по данным базы 
Uniprot [10] в геноме человека содержится ~103 
последовательностей I типа (ориентация N→C из 
внеклеточного пространства в цитоплазму), среди 
которых 64 – РТК, а также ~300 последовательностей 
II типа (ориентация C→N из внеклеточного прост- 
ранства в цитоплазму). Поэтому, с одной стороны, 
изучение таких спиральных ТМД важно для 
понимания функции большого числа МБ, и в то 
же время минимально возможный размер этой 
системы делает ее уникальным исследовательским 
объектом для установления фундаментальных 
принципов организации ТМД и их роли в функ- 
ционировании клетки. Такие ТМ-спирали обла- 
дают ключевой способностью к ассоциации в  
мембране. Например, в функциональном сос- 
тоянии РТК обычно находятся в виде димеров, 
включая их ТМД. Димер ТМ α-спиралей – “мини- 
мальная функциональная единица”, он демонстри- 
рует все базовые принципы работы, свойственные 
более сложноорганизованным ТМД белков: 
специфическую ассоциацию (упаковка в гомо- и 
гетероолигомеры), возмущение бислоя и адап- 
тацию к нему, переключение между разными 
состояниями, активирующие ТМ-мутации, и, 

наконец, передачу сигнала и аллостерическую 
коммуникацию между внеклеточными и цитоплаз- 
матическими доменами МБ (например, рецеп- 
торным и киназным в случае РТК). Именно эти 
базовые принципы, выявленные в ходе изучения 
спиральных ТМД, и рассмотрены ниже. 

3. УНИВЕРСАЛЬНЫЙ ПРИНЦИП УПАКОВКИ  
ТРАНСМЕМБРАННЫХ СПИРАЛЕЙ

Уже в одних из первых исследований МБ, 
выполненных на БР, был обнаружен интересный 
феномен – изолированные α-спирали в липидном 
бислое способны формировать укладку, сходную  
с таковой в исходном ТМД белка [11]. Это указы- 
вает на то, что непосредственная организация 
ТМД – взаимное расположение спиралей, области  
формирования контакта между спиралями (интер- 
фейсы) – определяется не столько специфической 
работой клеточных машин, отвечающих за сбор- 
ку МБ в мембране (транслокон) [12], сколько 
аминокислотной последовательностью спиралей 
и липидным окружением. Таким образом, сущест- 
вуют базовые физико-химические принципы, 
которые определяют, каким образом спирали 
будут взаимодействовать в мембране. В прос- 
тейшем случае такие принципы будут опре- 
делять организацию спирального ТМ-димера. 
Необходимость решения практической задачи 
предсказания пространственной конфигурации 
димеров ТМД для битопных белков потребовала 
определения ключевых принципов упаковки 
спиралей, которые были реализованы в алгоритме 
PREDDIMER [13]. Он позволяет предсказывать 
ансамбль пространственных димерных конфи- 
гураций для заданных аминокислотных после- 
довательностей. В отличие от методов, выяв- 
ляющих разные мотивы димеризации в ТМ-
последовательностях (например, GxxхG [14]) и 
на основании этого реконструирующих прост- 
ранственные структуры димеров, в PREDDIMER 
задача решается в общем виде, без непосредствен- 
ной привязки к анализу белковых последова- 
тельностей. Димеризация в данном случае пред- 
ставлена как поиск оптимального соответствия 
между взаимодействующими α-спиралями, описы- 
ваемыми в виде цилиндрических поверхностей 
с картированными физико-химическими свойст- 
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вами. Под соответствием понимается комплемен- 
тарность рельефа (способность сформировать 
плотный контакт) и гидрофобности поверхности 
в области контакта. Кроме того, экспонированная 
поверхность димера должна соответствовать 
липидному окружению. Данные принципы, зало- 
женные в основу алгоритма, отражают характер 
взаимодействия в мембранном окружении и, как  
будет показано далее, имеют сходную с гидро- 
фобным эффектом энтропийную природу. В дан- 
ном случае α-спирали в димере упаковываются 
таким образом, чтобы минимизировать шерохо- 
ватость поверхности и соответствующее возму- 
щение бислоя (см. далее), и при этом полярные 
остатки стремятся взаимодействовать друг с дру- 
гом, не имея более выгодных партнеров внутри 
бислоя. Несмотря на кажущуюся простоту, алго- 
ритм показал свою эффективность не только в 

предсказании ТМ-димеров, но и тримеров [15–17],  
тетрамеров [18], эффекта точечных мутаций [19], 
а также в дизайне специфических пептидных 
модуляторов (“перехватчиков”, см. далее), нацелен- 
ных на ТМ-домены [20] (рис. 1). Это, в первую 
очередь, иллюстрирует относительную универ- 
сальность принципов упаковки спиралей, исполь- 
зованных в алгоритме. Подобная универсальность 
позволяет работать с любыми аминокислотными 
последовательностями (например, созданными 
de novo), а не только с биологическими, для ко- 
торых существует возможность получить множест- 
венные выравнивания с гомологами, как, напри- 
мер, в популярном алгоритме предсказания бел- 
ковых структур с использованием нейронных 
сетей AlphaFold [21, 22]. Важная особенность 
алгоритма PREDDIMER – не поиск уникального 
единичного решения, а выдача ранжированного 

 

Рис. 1. Структурные, динамические и функциональные аспекты исследования ТМ-доменов БМБ с помощью 
молекулярно-биофизических методов моделирования. Для иллюстрации использованы ТМД и полноразмерный 
рецептор PDGFRA.
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набора реалистичных конфигураций ТМ-димера 
(лево- и правозакрученные, параллельные, рис. 1) 
для заданных последовательностей, реализация 
которых будет определяться конкретным липид- 
ным окружением (см. далее).

4. АДАПТАЦИЯ К МЕМБРАННОМУ  
ОКРУЖЕНИЮ И “МЕМБРАННЫЙ ОТВЕТ”

Исследования динамического поведения ТМ-
димеров в липидных бислоях с помощью методов 
моделирования (в первую очередь, молекулярной 
динамики, МД) и спектроскопии ЯМР выявили 
непосредственное влияние липидного окружения 
на соответствующую ему конфигурацию спиралей 
в димере [23–25]. Например, соотношение между 
“гидрофобной толщиной” бислоя и длиной ТМ-
участка может определять топологию димера и его 
наклон в мембране [23]. Более того, в зависимости 
от параметров бислоя, энергетически выгодными 
могут быть разные димерные состояния (например, 
с малым или большим углом скрещивания между 
спиралями) из доступного набора, полученного на 
основании алгоритма PREDDIMER [24]. Таким 
образом, смена липидного окружения может при- 
водить к смене конфигурации ТМ-димера [24] и,  
например, к соответствующей активации рецеп- 
тора [25]. Известно, что ряд РТК активен только  
в определенном мембранном окружении (липид- 
ные рафты) [26–29]. Следовательно, ТМ-димер –  
своеобразный сенсор свойств липидной среды 
и то же время триггер разных состояний рецеп- 
тора в процессе сигнализации. При этом после- 
довательности ТМД кодируют не какое-то уни- 
кальное единичное димерное состояние, а статис- 
тический ансамбль различных состояний, реали- 
зация которых зависит от энергетического эффекта 
димеризации в конкретном липидном окружении 
[24]. Поэтому полноценное рассмотрение ТМ-
димеров возможно лишь на уровне ансамблей 
состояний, что дает важную теоретическую 
основу для подхода, реализованного в алгоритме 
PREDDIMER. Наличие ансамбля состояний ТМ-
димера дает возможность понимания механичес- 
кого вклада ТМД в функционирование рецепто- 
ров. Например, наиболее энергетически выгодное 
состояние ТМ-димера может соответствовать его 
конфигурации в неактивном рецепторе, в то время 

как активная конфигурация оказывается отделена 
существенным энергетическим зазором, а также 
возможными промежуточными состояниями. В  
таком случае переход в активное состояние потре- 
бует дополнительного энергетического вклада, 
например, вследствие перестройки рецепторных 
доменов при связывании лиганда. В то же время 
благодаря возмущению, возникающему в результате 
внесения точечной мутации [30] (см. далее), или 
изменению среды [24] может происходить пере- 
распределение состояний в доступном ансамбле, 
в результате чего наиболее выгодным становится 
активное состояние. Рассмотрение ТМ-димеров 
на уровне ансамблей состояний, а не единичной 
статичной конфигурации, дает фундаментальную 
основу в определении роли ТМД в процессе 
активации рецепторов, в том числе вследствие 
патологических ТМ-мутаций (см. далее). 

Детальное понимание физического механизма, 
по которому бислой влияет на энергетику различ- 
ных состояний и наиболее вероятную конфи- 
гурацию ТМ-димера, требует изучения так назы- 
ваемого “мембранного ответа”, или специфи- 
ческого возмущения мембраны, вызванного 
присутствием ТМС (рис. 1) [24, 25, 31]. Например, 
ТМ-димер может вызывать упорядочивание (“замо- 
раживание”) липидного окружения, что отража- 
ется на невыгодном энергетическом вкладе мемб- 
раны в энергию димеризации, в то же время в случае 
соответствия между конфигурацией ТМ-димера 
и параметрами бислоя наблюдается обратный 
эффект [24]. Более тонкие аспекты мембранного 
ответа связаны с возмущением липидного окру- 
жения внутри бислоя (гомогенности упаковки 
гидрофобных цепей), вносимым экспонированной 
поверхностью ТМ-спиралей в мономером и ди- 
мерном состояниях. Например, заметное умень- 
шение степени гетерогенности упаковки ли- 
пидов (возмущения) в процессе димеризации за  
счет изменения свойств экспонированной поверх- 
ности ТМ-спиралей связано с увеличением конфи- 
гурационной энтропии липидов и выгодным вкла- 
дом мембраны в свободную энергию димериза- 
ции [31]. Интересно, что данный эффект зависит от 
аминокислотного состава ТМ-спирали и особен- 
но выражен для ТМ-димеров, имеющих протяжен- 
ный интерфейс димеризации, который организован 
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по принципу “лейциновой молнии” (leucine zipper),  
в то время как ассоциация спиралей с преоблада- 
нием аминокислотных остатков с малыми боко- 
выми группами может приводить к снижению 
конфигурационной энтропии липидов и быть 
менее выгодной [31]. Таким образом, оптимизация 
экспонированной поверхности ТМ-димера в 
соответствии с липидным окружением, которая 
влияет на характер упаковки спиралей и их кон- 
фигурацию в димере, имеет выраженную энтро- 
пийную природу. Адаптация к липидному окру- 
жению и соответствующий энтропийный эффект 
могут также лежать в основе переключения между 
неактивным и активным состоянием ТМ-димера, 
что указывает на возможность непосредственного 
участия мембраны в работе рецептора [25]. 

5. АКТИВИРУЮЩИЕ МУТАЦИИ  
В ТРАНСМЕМБРАННЫХ ДОМЕНАХ

Спонтанная активация рецепторов (в отсутст- 
вие сигнала, например, специфического лиганда) 
также может быть следствием точечных амино- 
кислотных замен в их ТМ-доменах. Например, 
для ряда РТК известны ТМ-мутации, которые 
активируют рецептор, в то время как никакого 
реального взаимодействия с молекулой-акти- 
ватором (например, фактором роста) не наблю- 
дается [6, 7, 32]. Такие нарушения в системе 
клеточной сигнализации, когда, например, мутант- 
ная РТК “самовольно” инициирует каскады, акти- 
вирующие процессы роста и деления клетки без  
“команды” извне, могут зачастую приводить к  
развитию наследственных заболеваний, а также  
разных форм рака [6, 7, 32]. Поэтому выявление 
механизмов активации рецепторов вследствие 
патологических наследственных и фенотипических 
мутаций в их ТМ-доменах – не только важная 
фундаментальная, но и социально значимая задача. 
Важным этапом в решении этой задачи стало 
понимание, что требуется рассмотрение эффекта 
мутаций на уровне ансамблей ТМ-димеров [19, 30],  
а также в различных молекулярных контекстах 
(рис. 1) – изолированные ТМ-димеры [32], встроен- 
ные в модельные мембраны [19, 30] олигомеры 
более высокого порядка и полноразмерные ре- 
цепторы [18] (см. далее). Внесение точечной за- 
мены может влиять на упаковку ТМ-спиралей в 

димере, например, нарушая плотный контакт между 
спиралями в нативных конфигурациях и делая 
более выгодно упакованными альтернативные 
конфигурации димеров (изменение величины 
угла скрещивания между осями или типа закрутки 
спиралей). Это, в свою очередь, изменяет мембран- 
ный ответ в случае мутантных ТМ-димеров. 
Описанные эффекты лежат в основе влияния 
ТМ-мутаций на энергию ассоциации спиралей 
в ансамбле доступных состояний. Этот эффект 
можно оценить экспериментально в достаточно гру- 
бом приближении (например, системы TOXCAT 
[33]), а также детально исследовать помощью 
расчетов Монте–Карло и МД димерных состояний 
в модельных мембранах. В последнем случае 
атомистический уровень рассмотрения позволяет 
предложить физико-химический механизм акти- 
вирующих мутаций. Например, такие ТМ-мутации 
могут вызвать перераспределение в ансамбле 
состояний и уменьшить энергетический зазор 
между неактивной и активной конфигурацией 
димера, увеличивая вероятность спонтанного 
переключения [30]. Более того, если в нативном 
ансамбле обычно существует доминантное (неак- 
тивное) состояние, отделенное от других состояний 
энергетическим зазором, то вследствие мутации 
может наблюдаться вырожденность ансамбля 
с большей вероятностью переключений между 
разными состояниями. Этот принцип можно 
проиллюстрировать с помощью конструирования 
de novo активирующих мутаций в ТМД РТК, 
используя в качестве критерия дизайна степень 
вырожденности ансамбля мутантного димера [24].

Активирующие мутации могут влиять не 
только непосредственно на упаковку ТМ-спира- 
лей в димере, но и на способность формировать 
олигомеры более высокого порядка. Для изо- 
лированных мутантных ТМ-доменов РТК может 
наблюдаться тенденция к олигомеризации [24], 
отсутствующая у нативного домена, и, например, 
к формированию стабильных тетрамеров [18]. 
Это позволяет предложить также возможный 
биохимический механизм активации рецепторов 
с помощью ТМ-мутаций вследствие увеличения 
их склонности к олигомеризации. В таких олиго- 
мерах рецепторов повышается вероятность спон- 
танной реакции автофосфорилирования в резуль- 
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тате аномально высокой локальной концентра- 
ции киназных доменов и большего числа вариан- 
тов взаимной ориентации [18], что может также  
лежать в основе неспецифической (патологичес- 
кой) сигнализации. Интересно, что для многих 
патологических мутаций в белках различного типа 
наблюдается эффект повышения склонности к 
агрегации [34]. Поэтому такой механизм действия 
мутаций, видимо, является общим для многих 
систем клетки. 

Необходимо отметить, что помимо энергетичес- 
ких эффектов ТМ-мутаций наблюдается непос- 
редственное влияние таких замен на динамичес- 
кое поведение спиралей в димере, а также на 
возможную коммуникацию внутри рецептора  
(см. далее). Поэтому понимание механизма дейст- 
вия той или иной мутации требует также исследо- 
вания динамического поведения ТМ-димеров.

6. ДИНАМИЧЕСКАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ  
ТРАНСМЕМБРАННЫХ ДИМЕРОВ,  

АЛЛОСТЕРИЧЕСКАЯ КОММУНИКАЦИЯ  
И ПЕРЕДАЧА СИГНАЛА

Рассматриваемые ТМ-димеры представляют 
собой динамическую систему, в которой индиви- 
дуальные спирали обладают вращательными и 
поступательными степенями свободы. Характер 
движений спиралей в ТМ-димере зависит от 
ряда факторов, таких как аминокислотный состав 
(например, присутствие полярных, заряженных 
и ароматических остатков), пространственная 
конфигурация (угол скрещивания и закрутка 
спиралей), липидное окружение (гидрофобная 
толщина, фазовое состояние, химический состав) 
и молекулярный контекст (изолированный ТМ- 
димер, полноразмерный рецептор). В изоли- 
рованном димере в отсутствие внешних механи- 
ческих импульсов, как в полноразмерном рецеп- 
торе, движения спиралей модулируются непос- 
редственно мембраной. Наряду с биофизическими 
методами, такими как ЯМР-спектроскопия, клю- 
чевым инструментом исследования динамичес- 
кого поведения подобных систем выступают 
расчеты МД, которые позволяют моделировать 
движения в ТМ-димере с характерными време- 
нами в пико-микросекундном диапазоне и с ато- 
марным разрешением. Этот метод позволяет выяв- 

лять характеристические паттерны подвижности 
ТМ-спиралей (рис. 1). Например, в зависимости 
от конфигурации димера наблюдаются частичные 
обратимые повороты спиралей относительно 
своих осей (движение по типу “шестеренок”), 
смешение спиралей друг относительно друга вдоль 
нормали к бислою (движение по типу “поршня”), 
а также поступательные движения относительно 
шарнира (движение по типу “ножниц”) [16, 19].  
Такой паттерн подвижности определяет характер 
смещения N- и C-концевых участков относительно 
друг друга, а также синхронизацию этих изме- 
нений. Так, в случае движения спиралей по типу 
шестеренок изменения положения N-концевых 
участков полностью согласованы с таковыми в 
С-концевой области [19]. В случае полноразмерной 
РТК такой паттерн подвижности может играть 
ключевую роль в передаче сигнала от рецепторных 
доменов к киназным таким образом, что изме- 
нение конфигурации рецепторных доменов через  
ТМД влияет на взаимную ориентацию киназных  
доменов и их возможную активацию (автофос- 
форилирование). С другой стороны, в случае дви- 
жения по типу ножниц за счет появления шарнира 
возможно механическое разобщение между N- и 
C-концевыми участками и нарушение передачи 
сигнала. Такое разобщение может возникнуть 
вследствие точечной мутации, как, например, в 
случае канцерогенной замены V536E в рецепторе 
PDGFRA [19, 32]. Замена алифатического остатка 
на полярный (Glu протонирован в бислое) меняет 
характер взаимодействия в центре ТМ-димера: 
вместо слабых ван-дер-ваальсовых контактов 
появляется “кросс-сшивка” из нескольких водо- 
родных связей, выполняющих функцию шарнира. 
Таким образом, эффект активирующих ТМ-
мутаций может быть связан и с нарушением ком- 
муникации внутри рецептора, и с “потерей конт- 
роля” над конфигурацией цитоплазматических 
доменов.

Аллостерическую коммуникацию в общем 
виде можно представить как обмен информацией 
между пространственно удаленными участками 
макромолекулы. Например, в случае РТК (рис. 1)  
белок (димер в активной форме) состоит из нес- 
кольких функциональных блоков, или доменов: 
рецепторных (внеклеточных), трансмембранных 



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

406 ПОЛЯНСКИЙ и др.

(ТМ) и киназных (цитоплазматических). В этих 
доменах можно также выделить дополнительные 
функциональные элементы. Рецепторные домены  
имеют модульную организацию и, например,  
как в случае PDGFRA (рис. 1), состоят из после- 
довательной цепочки пяти иммуноглобулиновых 
доменов (c сайтом связывания фактора роста 
во втором домене). Киназный домен, в свою 
очередь, включает активный сайт, активацион- 
ную и каталитическую петлю. Гипотетически 
функционирование рецептора можно представить 
как передачу изменения конфигурации гибких 
рецепторных доменов в результате связывания 
димерного фактора роста через ТМ-область к 
киназным доменам, которые для активации должны 
принять асимметричную конфигурацию в димере. 
По аналогии с концепцией “белок–машина” 
Д.С. Чернавского, в простейшем виде такой 
рецептор можно рассматривать как механическую 
систему, в которой импульс передается вдоль 
аминокислотной цепи от N- к С-концу в виде 
последовательного изменения конфигураций.  
При этом димерные ТМД – своеобразное “бутылоч- 
ное горлышко” в коммуникации между рецеп- 
торными (регуляторными) и киназными (катали- 
тическими) доменами. Более сложные ТМД, как 
в случае G-белок-опосредованных рецепторов 
(GPCR), структурных гомологов БР, также 
играют ключевую роль в функционировании этих 
белков: специфические изменения конфигурации 
ТМД в ответ на связывание различных лиган- 
дов могут селективно модулировать взаимо- 
действие с G-белком или аррестином и запускать 
соответствующие клеточные каскады [35]. Иссле- 
дования динамических механизмов функцио- 
нирования рецепторов требуют знания их прост- 
ранственной структуры в полноразмерном виде.  
В отличие от более структурированных GPCR,  
для подвижных битопных белков кристаллогра- 
фические данные можно получить только для 
изолированных киназных или рецепторных доме- 
нов [36]. Полноразмерная структура (в низком 
разрешении) может быть исследована с помощью 
современной электронной микроскопии (ЭМ) и  
молекулярного моделирования. При этом кон- 
фигурация ТМД в димерной РТК обычно недос- 
тупна ЭМ, поэтому для реконструкции полнораз- 

мерной молекулы необходимо использовать дан- 
ные ЯМР-спектроскопии [37] и моделирования 
(например, модели PREDDIMER) [18]. Развитие 
методов предсказания пространственной струк- 
туры белков на основании множественных вырав- 
ниваний с использованием нейронных сетей 
(AlphaFold [21]) в сочетании с ЭМ, возможно, 
позволит более эффективно решать задачу получе- 
ния пространственной структуры полноразмер- 
ных битопных рецепторов в разном олигомерном 
состоянии. Однако на сегодняшний день приме- 
нимость AlphaFold для данной задачи ограничена 
ввиду сложности топологии МБ.

Знание пространственной структуры битопного 
рецептора в димерном состоянии, например, 
РТК, дает возможность детально исследовать 
механизмы коммуникации внутри молекулы, в  
частности с помощью расчетов МД. Стоит отме- 
тить, что такие модельные системы имеют внуши- 
тельные размеры. Например, в случае рецептора 
PDGFR (рис. 1) полная МД-система (димер рецеп- 
тора ~2000 а.о., липидный бислой, ионы и моле- 
кулы воды) обладает размерами 14 × 14 × 25 нм3 и 
в полноатомном представлении содержит ~0.5 млн 
атомов. Однако развитие высокопроизводитель- 
ных вычислительных платформ (в том числе с ис- 
пользованием графических ускорителей) позво- 
ляет на сегодняшний день осуществлять МД таких  
систем в полноатомном разрешении в микро- 
секундном диапазоне [37]. На основании таких 
расчетов можно описывать характеристические 
движения в рецепторе и выявлять механические 
аспекты передачи сигнала, например, с помощью 
анализа гармонических мод (собственных векто- 
ров) [19]. Такой анализ в случае рецептора PDGFRA  
(рис. 1) показывает, что изменение угла скрещива- 
ния ТМ-спиралей и их поворот относительно 
друг друга сопряжены с изменением взаимной 
ориентации киназных и рецепторных доменов. 
Таким образом, данные моделирования непос- 
редственно указывают на то, что полноразмерный 
димерный рецептор представляет собой дина- 
мическую систему сопряженных элементов, в  
которой изменения конфигурации в одних (на- 
пример, в ТМД) отражаются на взаимной ориен- 
тации остальных. Поэтому модификация дина- 
мики ТМ-димера в случае мутации, как было 
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7. БИОМЕДИЦИНСКИЕ ПЕРСПЕКТИВЫ:  
“МОЛЕКУЛЫ-ПЕРЕХВАТЧИКИ”,  

НАЦЕЛЕННЫЕ НА ТРАНСМЕМБРАННЫЕ  
ДОМЕНЫ БИТОПНЫХ БЕЛКОВ

Помимо сравнительной простоты БМБ и их  
чрезвычайно важной роли в процессах клеточ- 
ной сигнализации, важен тот факт, что МБ с одним  
или двумя ТМС потенциально могут сильно реа- 
гировать на взаимодействие с внешними мембра- 
носвязанными агентами. Как отмечалось выше, 
причина кроется в самой природе олигомеров 
ТМД – их конформационной подвижности и 
отсутствии прочного связывания. Таким образом, 
появляется возможность модулирования функ- 
ции этих белков в клетке путем направленного воз- 
действия на их ТМД, что имеет важное практи- 
ческое значение в разработке новых подходов сов- 
ременной биомедицины для лечения социально-
значимых заболеваний, таких как рак. Подобное 
вмешательство может иметь различную природу: 
как с помощью других молекул, влияющих на 
ТМД, так и опосредованно – за счет изменения 
эффектов среды. В первом случае речь идет о так 
называемой концепции “молекул-перехватчиков” 
(ПХ), в качестве которых выступают как другие 
ТМ-пептиды (“пептиды-перехватчики”), так и 
молекулы иной природы, включая, например, 
низкомолекулярные соединения и проч. К настоя- 
щему времени были опубликованы результаты 
успешного применения пептидов-перехватчиков 
как для БМБ, так и для ряда других белков с 
небольшими ТМД, способными к олигомеризации 
[20, 39, 40]. В роли пептидных ПХ можно при- 
менять, например, и мутантные формы ТМС, 
анализируя их воздействие как на структурно-
динамические характеристики димеров, так и на 
их работу в клетке. В качестве мишени действия 
ПХ может выступать весь ТМ-димер и/или обра- 
зующие его индивидуальные α-спирали. Кроме 
того, мишенью могут быть и белковые системы, 
не относящиеся непосредственно к целевому 
ТМД (например, его примембранные участки); 
способные взаимодействовать с ним ТМС сосед- 
них белков-партнеров и т.д. При выборе стратегии 
проектирования и применения ПХ возможно 
несколько вариантов:

показано ранее, будет оказывать влияние и на 
подвижность сопряженных доменов, а также 
может лежать в основе аллостерического (активи- 
рующего) эффекта мутации. Однако эту гипотезу 
необходимо подтвердить в последующих исследо- 
ваниях мутантных форм рецепторов. 

Детальную картину коммуникации между раз- 
личными позициями (аминокислотными остат- 
ками) внутри рецептора позволяют получать рас- 
четы взаимной информации по данным МД [38]. 
Взаимная информация – величина, используемая 
в теории информации, которая позволяет оцени- 
вать согласованность между различными пози- 
циями в макромолекуле, например, в виде дву- 
мерных (2D) матриц попарных значений для всех 
аминокислотных остатков. Так, для рецептора 
PDGFRA анализ 2D взаимной информации поз- 
воляет выявлять наличие внутри молекулы 
информационных кластеров – групп остатков, 
демонстрирующих согласованное изменение 
степеней свободы и обменивающихся инфор- 
мацией (изменение конфигурации одного сопря- 
жено с изменением структуры других остатков из 
данного кластера). Интересно, что такие кластеры 
могут быть перколирующими и пронизывают 
весь рецептор. Например, в рецепторе PDGFRA 
такой кластер образуют остатки, обменивающиеся 
информацией с центральной позицией в ТМД  
(V536), в которой обнаружена мутация, акти- 
вирующая Glu (рис. 1). Интересно, что наиболее 
высокая интенсивность коммуникации в этой  
позиции наблюдается с рецепторными участ- 
ками, связывающими фактор роста, а также с актив- 
ным центром киназного домена, включающего 
активационную петлю. Таким образом, внутри ре- 
цептора можно выявить обширную сеть комму- 
никации между доменами и оценить непосред- 
ственный вклад ТМД в эту коммуникацию. Такой  
информационный обмен может, например, реали- 
зовываться в виде механического сопряжения, 
как было описано выше. В дальнейшем расчеты 
взаимной информацию по данным МД позволят 
детально изучать вклад трансмембранных и 
других патогенных мутаций в коммуникацию 
внутри рецепторов и выявлять специфические 
паттерны активации.
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1) ПХ образует с мишенью комплекс, более 
прочный, чем исходный ТМ-димер. В результате 
ПХ конкурирует за связывание с мономерами 
природного димера, блокируя (сильно меняя) 
его работу в клетке. В случае гомодимера речь 
идет об одном варианте ПХ, а при рассмотрении 
гетеродимера возможны и две разновидности ПХ, 
селективно распознающие каждый из мономеров 
мишени;
2) ПХ связывается с уже сформированным ТМ-
димером, полностью не разрушая его, т.е. не 
замещая один из исходных мономеров. После этого 
мишень может по-прежнему функционировать, но 
с измененными характеристиками, например, с 
параметрами активации/деактивации, отличаю- 
щимися от свойственных природному рецептору;
3) ПХ непосредственно не взаимодействует с  
мишенью, а связывается, например, с примембран- 
ным участком ТМ-димера либо с ТМД сосед- 
них белков. Отметим, что это достаточно распрост- 
раненный случай, поскольку БМБ, такие как 
РТК, часто работают “в оркестре”, т.е. большими 
группами близко расположенных димеров. По- 
добное взаимодействие может влиять как на 
структурно-динамические свойства самой ТМ- 
мишени, так и на свойства ее локального окру- 
жения (водно-липидной среды, присутствия рядом  
других белков и т.д.). В частности, одно из пос- 
ледствий этих процессов – изменение локальной 
диэлектрической проницаемости среды, в свою 
очередь, способное сильно менять параметры 
Н-связей и других взаимодействий с участием 
ТМ-димера; как следствие, его работа также 
будет нарушена. К указанному варианту можно 
отнести и еще слишком мало изученные эффекты 
аллостерии, за счет которых вызываемые ПХ 
возмущения в отдалении от мишени потенци- 
ально способны повлиять на ее работу в клетке 
(см. выше).

8. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе проиллюстрирована много- 
гранность исследовательских вопросов, в фокусе 
которых находятся ТМД битопных белков, а  
также ряд установленных за последние 20 лет  
принципов их организации и участия в функцио- 

нировании МБ. Изучение этих разных аспектов 
требует привлечения широкого арсенала био- 
физических и модельных подходов, которые поз- 
воляют определять конфигурацию ТМ-димеров, 
описывать их динамику и энергетические характе- 
ристики, стабильность, эффекты мутаций, роль  
липидного окружения, исследовать аллостери- 
ческую коммуникацию и роль ТМД в передаче 
сигнала, а также проектировать молекулы-пере- 
хватчики. В частности, были представлены ре- 
зультаты использования молекулярно-биофизи- 
ческой платформы, созданной в ИБХ РАН для  
исследования структуры, динамики и функции МБ  
(преимущественно БМБ), причем в качестве 
основного экспериментального метода получения  
структурных данных используется гетероядерная 
ЯМР-спектроскопия в растворе. Этот подход 
хорошо себя зарекомендовал в анализе конфор- 
мационно пластичных олигомеров небольшого 
размера (димеры, тетрамеры), способных менять 
упаковку ТМС под влиянием мембранного окру- 
жения, ПХ различной природы и т.д. Однако с 
его помощью не удается получать структурную 
информацию высокого разрешения для МБ 
с массивными ТМД – большинства классов 
рецепторов (включая GPCR), ионных каналов, 
фотореакционных центров и т.д. Для изучения 
подобных объектов традиционно применяют 
методы рентгеноструктурного анализа (РСА), а в 
последние годы – крио-ЭМ. Учитывая сложность 
структурной организации этих мезоскопических 
белок-мембранных систем, а также необходимость 
расшифровки атомистических деталей их работы 
в клеточной мембране, применения одних лишь  
методов РСА и крио-ЭМ совершенно недос- 
таточно. Как обсуждалось выше для БМБ, тре- 
буется комплексное изучение проблемы – сог- 
ласованное применение экспериментальных и 
вычислительных методов. Именно поэтому в 
мире созданы и давно действуют международные 
консорциумы по изучению мембранных белков –  
как глобальные (Membrane Protein Structural Bio- 
logy Consortium), так и региональные [41]. Отме- 
тим, что такие объединения существуют в том 
числе по отдельным аспектам проблематики, 
например, посвященным анализу МБ методами 
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МД (Membrane Protein Structural Dynamics Consor- 
tium). 

Многолетний исследовательский опыт авто- 
ров показывает, что такое комплексное рассмотре- 
ние позволяет прийти к пониманию не только 
специфической роли ТМД, но и принципов функ- 
ционирования мембранных рецепторов в целом, 
эффектов патологических мутаций и выработке 
новых стратегий в терапии. Таким образом, 
несмотря на кажущуюся простоту системы “димер 
ТМ-спиралей”, чтобы выявить принципы, по 
которым она работает, требуется систематический 
(“холистический”) подход и в то же время серьез- 
ные исследования на каждом уровне. Более того, 
как было показано, ТМД – это потенциальный 
ключ к понимаю механизма работы рецепторов, 
поскольку они играют в нем центральную роль. 
Связывая внеклеточные и цитоплазматические 
домены, ТМД отвечают за локализацию белка в 
мембране и его взаимодействие с мембранным 
окружением. Другими словами, они представляют 
собой своего рода точку отсчета в понимании 
молекулярных аспектов клеточной сигнализации и 
передачи информации. Авторы выражают надежду 
на то, что разработанные методы, технологии, 
алгоритмы, а также накопленный опыт изучения 
разных типов МБ, находящихся в специфическом 
мембранном окружении, вносят ценный вклад 
в понимание общих принципов организации и 
работы белок-мембранных комплексов – одних из 
самых сложных молекулярных систем в биологии.
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This work presents in a systematic manner key modeling results corroborated by experimental biophysical 
data and obtained by the authors during long-term research on bitopic (single-pass) membrane proteins 
(BMP), which are the crucial elements of cell signaling. The manuscript does not claim to be a compre-
hensive review on the topic, whereby the authors did not aim to describe accurately the current state of the 
art, given the numerous reliable publications. Rather, it is an essay illustrating the authors’ understanding 
of the basic principles in organization of transmembrane protein domains (TMD) and their contribution 
to the cell functioning. Among the key topics highlighted in the present work are the fine-tuned processes 
of TMD oligomerization and direct contribution of the dynamic membrane environment to this process, 
the key role of TMD in the functioning of cell receptors and mutual relations between all components of 
protein-membrane complexes during the signal transduction in normal and pathological conditions.
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QSAR – количественное соотношение структура–свойство; GFAT – глутаминфруктозо-6-фосфатаминотрансфераза; CCN3 –  
сверхэкспрессируемый ген нефробластомы; PPAR-γ – гамма-рецептор, активируемый пролифератором пероксисом; Nrf2 – 
ядерный фактор, связанный с эритроидным фактором 2.
# Автор для связи: (тел. +7 (977) 358-52-97; эл. почта: borozdina@bibch.ru).
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1. ВВЕДЕНИЕ

Около 422 миллионов человек во всем мире 
живут с сахарным диабетом, большинство из них –  
из стран с низким и средним уровнем дохода; с  
диабетом напрямую связаны 1.5 миллиона смер- 
тей ежегодно. Глобальный отчет Всемирной орга- 
низации здравоохранения о диабете показывает, 
что число взрослых, больных сахарным диабетом, 
увеличилось почти в 4 раза с 1980 г. до 422 мил- 
лионов, с предположительным ростом до 693 мил- 
лионов человек к 2045 г. [1, 2]. Заболевание 
характеризуется высоким уровнем глюкозы в  
крови из-за дефицита концентрации и/или актив- 
ности инсулина – гормона поджелудочной железы, 
участвующего в обмене глюкозы [3]. 

В последнее десятилетие было разработано 
много пероральных лекарственных препаратов для 
лечения сахарного диабета 2-го типа (СД2) [4]. К 
основным мишеням, на которые действуют данные 
препараты, относятся стимуляторы секреции 
инсулина, имитаторы и сенсибилизаторы инсулина, 
а также ингибиторы α-амилаз [5]. Эффективность 
и безопасность новых зарегистрированных пре- 
паратов еще предстоит подробно изучить [3].  
На данный момент в стандартной терапии СД2 в  
качестве пероральных препаратов широко при- 
меняют метформин и акарбозу [6].

Необходимость в разработке терапевтических 
препаратов с меньшим количеством побочных 
эффектов до сих пор не удовлетворена из-за 
ограниченной эффективности более низких доз 
[7, 8]. В будущем разработка терапевтических 
средств для лечения сахарного диабета должна 
следовать целостному подходу. По мнению 
Kanwal et al. [9], стратегии разработки лекарств 
должны быть нацелены на изучение механизмов 
эффективного гликемического контроля. Поиск 
новых мишеней – важный этап в формировании 
новых терапевтических стратегий для лечения 
СД2. Новые препараты должны иметь более 
выраженную эффективность и смягчать прогрес- 
сирование вызванных диабетом сердечно-сосудис- 
тых осложнений [9].

У веществ природного происхождения во  
множестве исследований подтверждено выражен- 
ное сродство к мишеням, ответственным за раз- 

витие патологических процессов при СД2. На 
данный момент растет интерес к биоактивным 
пептидам, фитохимическим препаратам, низко- 
молекулярным препаратам из других природ- 
ных источников как к более безопасным и много- 
обещающим противодиабетическим средствам 
[10, 11]. 

2. ТРАНСПОРТЕРЫ ГЛЮКОЗЫ (GLUT)

Транспортеры глюкозы (GLUT) переносят 
глюкозу через клеточные мембраны методом 
упрощенной диффузии. Поглощение глюкозы 
клеткой опосредовано GLUT, а метаболизм 
глюкозы – фосфорилированием глюкокиназой. 
GLUT4 – это инсулинозависимый переносчик 
глюкозы, который обнаружен в сердце, скелетных 
мышцах, жировой ткани и мозге, он присутствует 
в цитоплазме клеток в везикулах, из которых 
транслоцируется на плазматическую мембрану 
под действием инсулина (рис. 1). Такое инсулин-
направленное рекрутирование GLUT4 приводит 
к 10–20-кратному увеличению транспорта глю- 
козы. Дефектная транслокация GLUT4 – приз- 
нак инсулинорезистентности, важного предшест- 
венника СД2 [12].

2.1. Активаторы GLUT

Выявление изменений в поглощении сахара 
метаболически нарушенными клетками привело 
к разработке терапевтических подходов, направ- 
ленных на транспорт глюкозы. Наряду с развитием 
диетотерапии были разработаны прямые методы 
модуляции переноса глюкозы в клетку [13]. Инсу- 
лин вызывает быструю транслокацию GLUT4 из 
везикул в плазматическую мембрану мышечной и 
жировой ткани [14]. Метформин снижает резис- 
тентность клеток к инсулину, индуцируя трансло- 
кацию GLUT4 [15]. Основные механизмы, лежа- 
щие в основе эффекта метформина на GLUT4-
опосредованный транспорт глюкозы, представ- 
ляют собой изменения в медиаторах сигнального 
пути инсулина, активацию AMPK, эпигенетичес- 
кие модификации и усиление транспорта через  
GLUT4 [16].

В настоящее время метформин – препарат 
первого выбора и наиболее часто используемое 
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противодиабетическое лекарственное средство. 
Первоначально метформин был получен из гале- 
гина, обнаруженного в лекарственном растении 
Galega officinalis [17]. Однако метформин в его 
эффективных дозах (500 или 1000 мг в сутки) 
часто вызывает побочные эффекты со стороны 
желудочно-кишечного тракта и противопоказан 
при нарушении функции почек [18]. Другие 
вещества из природных источников также де- 
монстрируют способность активировать GLUT. 
Экстракт женьшеня (Panax ginseng C.A. Mey) 
усиливает экспрессию GLUT1 и GLUT4 в печени, 
мышцах и значительно снижает уровень глюкозы 
в крови натощак у людей с СД2, добавки с 
женьшенем в том числе приводили к снижению 
у людей с СД2 постпрандиального уровня глю- 
козы (наблюдаемого после приема пищи) [19]. При- 
менение экстракта женьшеня в дозе 200 мг/кг  
в течение 12 недель у крыс с диабетом приводит 
к повышению экспрессии GLUT4, что, вероятнее 
всего, связано с содержанием сапонина гингенозида 
R1 в экстракте Panax ginseng (табл. 1). Водные 
экстракты листьев одуванчика Taraxacum officinale 
оказывают гипогликемическое действие у крыс с 
диабетом при хроническом введении экстракта в 
дозе 2.4 г/кг в течение 4 недель. Гипогликемичес- 
кое действие экстракта связывают с содержанием 

флавоноидов, фенольных соединений, сапонинов 
и полисахаридов [20]. Полифенолы экстракта 
корицы способствуют транслокации GLUT4 в кле- 
точной культуре [21, 22]. Пептиды Glycine max 
IAVPGEVA, IAVPTGVA и LPYP в концентрации 
500 мкМ при инкубации в течение 24 ч в культу- 
рах клеток печени усиливают поглощение глю- 
козы посредством активации GLUT1, GLUT4 и  
модулируют метаболизм глюкозы путем актива- 
ции Akt и AMPK [23].

3. СУБСТРАТ ИНСУЛИНОВОГО  
РЕЦЕПТОРА 1 (IRS1)

Снижение уровня экспрессии мРНК IRS1 – один 
из основных патологических механизмов разви- 
тия диабета. IRS1 играет жизненно важную роль 
в стимулируемом инсулином пути метаболизма 
глюкозы, а дефект его экспрессии приводит к 
нарушению метаболизма глюкозы за счет из- 
менений в активности нижестоящих ферментов 
и киназ [24]. IRS1 – субстрат тирозинкиназы 
инсулинового рецептора, играющий центральную 
роль в пути передачи стимулируемого инсулином 
сигнала (рис. 1). Поэтому ген IRS1 широко изу- 
чался как ген-кандидат в терапии СД2 [25]. IRS1 
играет доминирующую роль в скелетных мышцах. 
Он имеет решающее значение для нормального 

 

Рис. 1. Пути регулирования инсулинорезистентности, метаболизма жиров и глюкозы при СД2. Перспективными 
способами регулирования инсулинорезистентности считаются ингибирование 11β-HSD1, p38 MAPK, PTР1B, 
DPP-4, активация IRS1 и GLP-1R. Транслокации GLUT4 на поверхность мембраны способствует снижению 
инсулинорезистентности. Для активации окисления FFA и снижения окислительного стресса предлагается активация 
AMPK и PGC-1α, повышение GLP-1 и GIP, уменьшение экспрессии FFAR. 
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тирозинфосфатазами. PTP1β дефосфорилирует 
как инсулиновый рецептор, так и субстрат инсу- 
линового рецептора и служит, таким образом, отри- 
цательным регулятором инсулиновой сигна- 
лизации (рис. 1) [30, 31]. Поэтому повышенная 
экспрессия PTP1β приводит к развитию инсулино- 
резистентности и снижению толерантности к 
глюкозе [32].  

4.1. Ингибиторы PTP1β

В клинических исследованиях сообщается о 
неблагоприятных исходах применения ингибиторов 
PTP1β, что привело к их исключению из II фазы 
испытаний [32]. Ведутся поиски ингибиторов 
PTP1β в природных источниках. Корица (Cinnamon 
verum, Cinnamon zeylanicum, а также корица 
китайская, вьетнамская и малабарская) содер- 
жит большое разнообразие активных молекул в 
листьях (эвгенол и фенольные соединения – рутин, 
катехины, кверцетин, кемпферол, изорамнетин), 
коре (коричный альдегид, коричный спирт, 
коричная кислота и фенольные соединения – 
процианидины, MHCP15, катехины), камфору в 
корнях, а также транс-циннамилацетат в плодах 
и циннамилацетат в цветах. Структуры фракции 
полифенолов корицы C. burmannii, очищенной 
методом ВЭЖХ, представляют собой тримеры, 
тетрамеры, олигомеры и смеси мономеров про- 
цианидина. Фракция полифенолов из корицы 
имитирует инсулин, повышает чувствительность 
к инсулину за счет ингибирования PTP1β. Водо- 
растворимая фракция полифенолов из корицы 
ингибирует тирозинфосфатазу, ингибирует дефос- 
форилирование и активирует фосфорилирование 
рецепторов инсулина в клеточной культуре фибро- 
бластов мыши (табл. 1) [21, 22]. α-Метиларто- 
флаванокумарин из можжевельника Juniperus 
chinensis высокоэффективно ингибирует PTP1β 
и может связываться с каталитическими и ал- 
лостерическими сайтами PTP1β при проведе- 
нии молекулярного докинга. Кроме того, α-метил- 
артофлаванокумарин значительно увеличивает 
поглощение глюкозы и уменьшает экспрессию 
PTP1β в культуре инсулинорезистентных клеток 
печени, подавляет фосфорилирование IRS1 и 
дозозависимо повышает уровни белка IRS1, киназ 
PI3K и Erk1 [33]. 

роста и дифференцировки мышечных волокон, 
инсулинозависимого поглощения глюкозы и 
синтеза гликогена [26]. IRS1 сам по себе не обладает 
киназной активностью, но фосфорилируется после 
связывания с активированными рецепторами. 
IRS1 фосфорилируется по нескольким остаткам 
тирозина, которые служат сайтами стыковки для 
различных сигнальных молекул, каждая из которых 
затем инициирует отдельные сигнальные пути, 
которые способствуют усвоению инсулина [27]. 
Низкие уровни экспрессии и уровня белка IRS1 
связаны с развитием резистентности к инсулину и 
СД2 у людей и мышей, гетерозиготных по нулевым 
аллелям IR и IRS1. Следовательно, IRS1 – важная 
мишень в терапии инсулинорезистентности при 
СД2 [28].

3.1. Активаторы IRS1

Сообщается о биологической активности экс- 
тракта кожуры граната Punica granatum как анти- 
оксиданта у крыс с экспериментальным сахарным 
диабетом, у которых наблюдались заметные уве- 
личения экспрессии уровня мРНК IRS1 при приеме  
водного экстракта кожуры граната в дозах 100, 200 
и 350 мг/кг в течение 21 недели (табл. 1). Можно 
предположить, что гипогликемические эффекты 
могут быть усилены за счет восстановления транс- 
крипции IRS1 в печени на фоне диабета. Экстракт 
Gelidium elegans помимо воды, углеводов и белка 
имеет высокое содержание полифенолов: 8.79 мг 
на 1 г водоросли. Полифенолы в составе экстракта 
G. elegans, применяемые для мышей с диабетом в 
дозах 50 и 200 мг/кг, активируют сигнальный путь 
инсулина через IRS1 и фосфоинозитид-3-киназы 
(PI3K), а также с помощью увеличения уровня 
экспрессии GLUT4. Параллельно активность 
митоген-активируемой протеинкиназы (MAPK) 
выявлена у крыс с сахарным диабетом, получав- 
ших перорально экстракт G. elegans в дозе 200 мг/кг  
в день в течение 5 недель [29].

4. ПРОТЕИНТИРОЗИНФОСФАТАЗА 1β  
(PTP1β)

Передача сигналов через инсулиновый рецеп- 
тор зависит от баланса между фосфорилированием 
остатков тирозина протеинтирозинкиназами и  
дефосфорилированием остатков тирозина протеин- 
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5. ПУТЬ AMPK/SIRT1/PGC-1α

5'-Аденозинмонофосфат-активируемая про- 
теинкиназа (AMPK) и сиртуин 1 (SIRT1) напрямую 
влияют на экспрессию транскрипционного коак- 
тиватора рецептора γ, активирующего проли- 
фератор пероксисомы 1 (PGC-1α). PGC-1α посред- 
ством AMPK и SIRT1 играет важную роль в регу- 
ляции энергетического гомеостаза в различных 
тканях, включая скелетные мышцы. Снижение 
энергетического запаса клетки приводит к повы- 
шению экспрессии AMPK и SIRT1, что, в свою  
очередь, активирует PGC-1α [34]. AMPK активи- 
руется, когда ATP быстро расходуется с образо- 
ванием большого количества AMP. AMPK увели- 
чивает активность SIRT1, что приводит к деаце- 
тилированию PGC-1α (рис. 1). PGC-1α связан с 
репликацией и биогенезом митохондрий. AMPK –  
одна из наиболее многообещающих мишеней как 
для профилактики, так и для лечения СД2 [35].  
При сахарном диабете снижение уровня SIRT3 
вместе с PGC-1α в скелетных мышцах может 
привести к митохондриальной дисфункции, уси- 
лению окислительного стресса и инсулинорезис- 
тентности. Сигнальный путь AMPK/PGC-1α сни- 
жает инсулинорезистентность путем модуляции 
липогенеза в печени и синтеза жирных кислот. 
Следовательно, активация передачи сигналов 
инсулина вместе с путем, связанным с AMPK/SIRT/
PGC-1α, может быть терапевтическим механизмом 
для облегчения повреждения скелетных мышц 
при диабете [36].

PGC-1α поддерживает энергетический гомео- 
стаз и регулирует экспрессию генов инсулина и 
митохондриального биогенеза и, таким образом, 
предотвращает митохондриальную дисфункцию 
и метаболические нарушения, связанные с нару- 
шением функции адипоцитов [36–38]. PGC-1α –  
нижестоящий сенсор метаболических, гормональ- 
ных и воспалительных сигнальных молекул. В 
состоянии голодания α-клетки поджелудочной 
железы синтезируют и высвобождают глюкагон 
для поддержания нормального уровня глюкозы 
в крови. Глюкагон связывается со своим рецеп- 
тором, присутствующим на гепатоцитах, и впослед- 
ствии запускает процесс регулирования PGC-
1α. PGC-1α может коактивировать несколько 

факторов транскрипции, включая ядерный фак- 
тор гепатоцитов-4α и фактор транскрипции, 
кодируемый геном FOXO1 (FOXO1), и, следова- 
тельно, контролировать транскрипцию ферментов, 
регулирующих скорость глюконеогенеза. Однако 
после еды β-клетки поджелудочной железы 
синтезируют и выделяют инсулин, связывающийся 
с его рецептором, что запускает фосфорилирование 
Akt, которое, в свою очередь, ингибирует PGC-1α. 
Это приводит к стимуляции синтеза гликогена и 
торможению глюконеогенеза в печени [36].

Активация AMPK в настоящее время признана 
многообещающей стратегией для лечения СД2. 
Так, метформин, один из наиболее широко 
назначаемых препаратов при СД2, обладает 
сильным антигипергликемическим эффектом, 
частично за счет увеличения экспрессии PGC-1α 
через AMPK [36]. 

5.1. Регуляторы пути AMPK/SIRT1/PGC-1α 

Гинзенозид Rg2 из корня женьшеня Panax gin- 
seng подавляет глюконеогенез в печени посред- 
ством сигнального пути AMPK/PGC-1α при инку- 
бации культур клеток HepG2, DU145, HCT116 
с гингенозидом в концентрации 25 или 50 мкМ  
в течение 4 ч (табл. 1) [39]. Берберин, выделен- 
ный из Rhizome coptidis, может увеличивать фос- 
форилирование AMPK и снижать экспрессию 
PGC-1α при пероральном введении диабетическим 
крысам в течение 7 дней в дозе 100 мг/кг. Монас- 
цин и анкафлавин, полученные из красного 
дрожжевого риса, при пероральном введении 
мышам с сахарным диабетом в течение 5 не- 
дель в дозе 5 мг/кг приводит к снижению накоп- 
ления у мышей жирных кислот, что частично 
опосредовано активацией AMPK и последующим 
стимулированием окисления жирных кислот 
с помощью PGC-1α [40]. Экстракт Lespedeza 
bicolor содержит множество антиоксидантных 
соединений (генистеин, кверцетин, даидзеин, 
катехин, лютеолин и нарингин), при введении 
экстракта в дозах 100 и 250 мг/кг в течение 12 не- 
дель диабетическим мышам наблюдается 
улучшение метаболизма в скелетных мышцах 
посредством регуляции пути AMPK/SIRT1/PGC-
1α [36].
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6. ПУТЬ Akt/Erk1/2/P38 MAPK

Akt представляет собой серин/треониновую  
протеинкиназу, которая обладает антиапоптоти- 
ческим действием и является одной из основных 
последующих мишеней сигнального пути PI3K.  
Инактивация Akt, ключевого регулятора жизне- 
способности клеток, характерна для дегенератив- 
ных заболеваний и патологической гибели кле- 
ток, вызванной стрессом [41]. Нарушение пере- 
дачи сигналов через Akt снижает поглощение 
глюкозы и транслокацию GLUT4, что приводит 
к развитию СД2 [24]. Сигнальный путь Erk1/2 
также участвует в формировании диабетической 
нейропатии. p38 MAPK, который связан с ини- 
циацией апоптоза клеток и остановкой клеточного 
цикла, экспрессируется в гломерулярных мезанги- 
альных клетках в условиях гипергликемии [41]. 
Erk1/2 активируются гормонами и факторами 
роста, участвуют в контроле клеточной пролифе- 
рации и дифференцировки путем стимуляции 
факторов транскрипции [42]. МАРК могут фосфо- 
рилировать большое количество протеинкиназ 
и факторов транскрипции, тем самым регулируя 
клеточное развитие, выживание и гибель. Акти- 
вация передачи сигналов MAPK при стрессе 
обычно прекращается с помощью MAPK-фос- 
фатаз и тирозинфосфатаз [42]. Гипергликемия 
может привести к нарушению инсулиновой 
сигнализации за счет активации каскада МАРК. 
МАРК фосфорилирует IRS1, основную мишень 
инсулинового сигнального каскада, что приводит к 
нарушению активности нижестоящих компонентов 
инсулиновой сигнализации (рис. 1) [43]. 

6.1. Регуляторы пути Akt/Erk1/2/p38 MAPK 

Бетаин из свеклы Beta vulgaris уменьшает фос- 
форилирование Akt, Erk1/2, p38 MAPK в количестве 
1, 5 и 10 мкM в культуре клеток почек мышей,  
но усиливает его условиях гипергликемии (табл. 1)  
[41]. Gelidium elegans – красная водоросль, произ- 
растающая в Азиатско-Тихоокеанском регионе, – 
содержит 8.79 мг полифенолов на 1 г водоросли, 
а также другие компоненты: углеводы (47.6%),  
белок (16.9%), влагу (5.1%) и золу (24.1%). Вве- 
дение водного экстракта диабетическим мышам 
в дозе 200 мг/кг в течение 5 недель замедляет 

увеличение массы тела и повышение уровня 
глюкозы в крови, потенциально за счет акти- 
вации GLUT4 и Akt, а также блокирования пути  
MAPK [24]. 

7. ПУТЬ ФОСФОИНОЗИТИД-3-КИНАЗА  
(PI3K)/ПРОТЕИНКИНАЗА B (Akt)/МИШЕНЬ  

ПУТИ РАПАМИЦИНА (mTOR)

Путь PI3K/Akt/mTOR у млекопитающих играет 
жизненно важную роль в развитии широкого 
спектра патологических расстройств, в том числе 
диабета и рака. Инсулин в основном связывается 
с α-субъединицей инсулиновых рецепторов в 
печени, скелетных мышцах и жировой ткани, 
тем самым активируя фосфорилирование IRS1.  
Фосфорилированный IRS1 связывается с p85,  
регуляторной субъединицей PI3K, что, в свою 
очередь, приводит к фосфорилированию Akt  
и киназы гликогенсинтазы 3 (GSK3) и далее  
влияет на метаболизм глюкозы путем регулирова- 
ния синтеза гликогена, глюконеогенеза и транс- 
порта глюкозы (рис. 1). Таким образом, фармако- 
логическое регулирование пути PI3K/Akt/mTOR – 
перспективная терапевтическая стратегия [44, 45].  

7.1. Регулирование пути PI3K/Akt/mTOR 

Берберин, извлеченный из этанольного экс- 
тракта Coptis chinensis Franch, увеличивает 
инсулин-индуцированное фосфорилирование ти- 
розина IRS1 и рекрутирование p85 в IRS1, а также, 
вероятно, снижает инсулинорезистентность за 
счет регулирования пути PI3K/Akt. Экстракт  
C. chinensis, содержащий 3.6% берберина, вводи- 
мый перорально крысам с диабетом в дозах 80, 
120 и 180 мг/кг в течение 24 недель, приводит к  
снижению гликированного гемоглобина, глюкозы 
в крови, холестерина и аполипопротеина А1  
(табл. 1) [46]. Экстракт листьев Psidium guajava  
предположительно оказывает антигипергли- 
кемический эффект посредством активации 
сигнального пути PI3K/Akt. Этот эффект связывают 
с наличием в экстракте флавоноидов, фенольных 
кислот, тритерпенов и сесквитерпенов. Экстракт 
Psidium guajava получен путем высушивания 
листьев и замачивания в дистиллированной воде,  
его перорально вводили мышам с диабетом в дозе  
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1638 мг/кг в течение 8 недель, в результате норма- 
лизовался липидный обмен и снизилась инсули- 
норезистентность [47]. Серицин, водораствори- 
мый белок кокона тутового шелкопряда, повы- 
шает экспрессию IR, IRS1, PI3K и Akt в печени диа- 
бетических крыс при его пероральном введении  
в дозах 2.4 и 1.8 мг/кг в течение 35 дней [45].

8. 11β-ГИДРОКСИСТЕРОИДДЕГИДРОГЕНАЗА  
(11β-HSD1)

В качестве перспективной мишени для тера- 
пии СД2 рассматривается фермент 11β-HSD1, 
который катализирует превращение неактивного 
кортизона в активный кортизол [48]. 11β-HSD1 
действует как внутриклеточный переключатель, 
регулирующий действие глюкокортикоидов. Мно- 
жество исследований, проведенных в последние 
десятилетия, подтверждает этиологическую роль 
11β-HSD1 при ожирении и СД2 (рис. 1). У мышей 
с дефицитом 11β-HSD1 наблюдаются повышен- 
ная восприимчивость к глюкозе, снижение инсули- 
норезистентности и глюконеогенеза, улучшение 
липидного обмена [49]. Таким образом, ингиби- 
рование 11β-HSD1 – многообещающая противо- 
диабетическая стратегия.  

8.1. Ингибиторы 11β-HSD1

Экстракт плодов Momordica charantia в объемах  
10, 30 и 50 мкл с концентрацией сухого экстракта  
0.38 г на 0.5 мл DMSO приводит к дозозависи- 
мому снижению выхода кортизола из субстрата  
кортизона in vitro, что опосредовано ингибирова- 
нием 11β-HSD1. Эффективность экстракта  
M. charantia, вероятно, обусловлена гоягликози- 
дами, кугуацинами и гоясапонинами, которые со- 
держатся в плодах M. charantia (табл. 1) [49].  
Водный экстракт зеленого чая Camellia sinensis 
имеет более высокую ингибиторную активность 
11β-HSD1 по сравнению с экстрактами других  
видов чая. Экстракт получают путем вымачива- 
ния 1 г чая в 10 мл воды в течение 90 мин. 
Ингибиторная активность экстракта C. sinensis 
по отношению к 11β-HSD1 обнаруживается  
in vitro при добавлении в субстрат 50 мкл чайного 
экстракта, что связывают с наличием фенольных 
соединений. Этерифицированная форма галловой 
кислоты (–)-эпигаллокатехина из зеленого чая –  

наиболее сильнодействующий природный инги- 
битор 11β-HSD1 [50].

9. FOXO1 (ФАКТОР ТРАНСКРИПЦИИ,  
КОДИРУЕМЫЙ ГЕНОМ FOXO1)

В поджелудочной железе FOXO1 ответственен 
за дисфункцию β-клеток, активация FoxO1 инду- 
цирует стресс и апоптоз панкреатических клеток. 
FOXO1 представляет собой фактор транскрипции, 
который активируется через пути MAPK, Akt и 
Pdx1 [51]. FOXO1 также активируется в печени 
во время состояний, подобных окислительному 
стрессу, и увеличивает активацию множества 
генов глюконеогенеза (рис. 1) [52]. Во время 
ингибирования гена FOXO1 у трансгенных мышей 
снижалась инсулинорезистентность в жировой 
ткани и уменьшалась концентрация глюкозы 
в крови при проведении глюкозотолерантного 
перорального теста. Кроме того, экспрессия FOXO1  
увеличивается у крыс с СД2. Можно сделать 
вывод, что инсулинорезистентность можно сни- 
зить, воздействуя на экспрессию FOXO1 в жи- 
ровой ткани. FOXO1 – перспективная мишень в 
контролировании развития ожирения и развития 
инсулинорезистентности при СД2 [53].

9.1. Ингибиторы FOXO1

Бетаин, извлеченный из Lycium chinense, инги- 
бирует активность FOXO1 и способствует сниже- 
нию окислительного стресса. Бетаин при перо- 
ральном введении диабетическим мышам в дозе  
50 мг/кг в течение 3 недель снижает инсулино- 
резистентность путем ингибирования FOXO1 в 
печени (табл. 1) [54]. Аналогично ресвератрол, 
получаемый из Polygonum cuspidatum, красного 
винограда и красного вина, снижает экспрессию 
FOXO1 и приводит к снижению уровня глюкозы 
в крови и инсулинорезистентности. Ресвератрол 
при пероральном введении крысам при модели- 
ровании сахарного диабета в течение 30 дней в 
дозах 1, 5 и 10 мг/кг приводит к снижению инсу- 
линорезистентности и уровня глюкозы, индук- 
ции экспрессии FOXO1 [53]. Фукоксантин – сое- 
динение из группы ксантофиллов, представляет 
собой природный коричневый пигмент, распрост- 
раненный в водорослях Undaria pinnatifida и 
Hijikia fusiformis. Добавление 1.06 и 2.22% фуко- 
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ксантина в корм мышам с сахарным диабетом 
снижает образование свободных радикалов в 
почках, уровень TNF-α и лептина, а также массы 
жировой ткани [55].

10. FFA-РЕЦЕПТОРЫ (РЕЦЕПТОРЫ  
СВОБОДНЫХ ЖИРНЫХ КИСЛОТ)

FFA (свободные жирные кислоты) с различной 
длиной цепи активируют трансмембранные ре- 
цепторы, такие как FFA1, FFA2 и FFA3. FFA1 в  
значительной степени экспрессируются на β-клет- 
ках поджелудочной железы. Активация этих 
рецепторов также играет важную роль в повыше- 
нии секреции инсулина (рис. 1). Tang et al. пока- 
зали, что активация рецепторов FFA2 и FFA3 на  
β-клетках поджелудочной железы человека инги- 
бирует секрецию инсулина [56]. У мышей с нока- 
утом FFA2 и FFA3 в β-клетках наблюдается зна- 
чительное снижение концентрации глюкозы в  
крови при проведении перорального глюкозо- 
толерантного теста на фоне моделирования СД2, 
а также повышение концентрации инсулина в 
плазме и снижение уровней неэтерифицированных 
свободных жирных кислот. Роль FFA2 и FFA3 в 
регуляции секреции инсулина более заметна при 
ожирении и СД2 [56, 57]. Повышенные уровни 
FFA вызывают потерю β-клеток поджелудочной 
железы и снижение секреции инсулина, что 
приводит к усугублению СД2 [58]. Таким образом, 
регулирование активности рецепторов FFA – один 
из способов снижения инсулинорезистентности 
при СД2.

10.1. Ингибиторы FFA-рецепторов

Имеются данные об эффективности экстракта 
листьев Anredera cordifolia (Tenore) Steen., ко- 
торое предположительно опосредовано через FFA1- 
рецептор. Экстракт A. cordifolia содержит 1.35% 
флавоноидов и 1.031% витексина, который пред- 
ставляет собой производное апигенина. Различ- 
ные дозы экстракта A. cordifolia (25, 50 и 100 мг/кг)  
при введении перорально в течение 3 недель 
значительно снижают уровень глюкозы в крови 
у крыс с сахарным диабетом, аналогично глибен- 
кламиду, производному сульфонилмочевины 
(табл. 1) [59]. Свободные жирные кислоты спо- 
собствуют развитию инсулинорезистентности, 

что опосредовано нарушением сигнализации 
через β-аррестин-2. Обнаружено, что фракция 
флавоноидов (нарингенин, кемпферол, изорам- 
нетин, изорамнетин-3-О-неогесперидозид, тифа- 
неозид и др.), выделенная из Pollen typhae, вво- 
димая перорально в течение 4 недель в дозе  
0.2 г/кг диабетическим крысам, снижает инсулино- 
резистентность посредством влияния на FFA-
рецепторы [58].

11. ГЛЮКАГОНОПОДОБНЫЙ ПЕПТИД-1  
(GLP-1) И ГЛЮКОЗОЗАВИСИМЫЙ  

ИНСУЛИНОТРОПНЫЙ ПОЛИПЕПТИД (GIP)

GLP-1 – один из инкретиновых гормонов, 
который секретируется L-клетками в дистальном 
отделе подвздошной кишки и толстой кишке. 
GLP-1 высвобождается после приема пищи и  
обнаруживается в жировой ткани. GLP-1 задер- 
живает опорожнение желудка, увеличивает сек- 
рецию инсулина и снижает секрецию глюкагона. 
GLP-1 и GIP способствуют глюкозозависимой 
секреции инсулина аддитивным образом (рис. 1). 
Секреция инсулина может быть косвенно усилена 
с помощью ингибиторов дипептидилпептидазы-4 
(DPP-4), которые снижают деградацию эндо- 
генных инкретинов и приводят к повышению 
концентрации циркулирующих биологически 
интактных форм GLP-1 и GIP [60].  

GLP-1 – один из наиболее эффективных пре- 
паратов для лечения СД2. GLP-1 увеличивает 
секрецию инсулина β-клетками поджелудочной 
железы и уменьшает высвобождение глюкагона 
из α-клеток поджелудочной железы. Кроме того, 
GLP-1 может стимулировать пролиферацию 
β-клеток поджелудочной железы и замедлять 
прогрессирование СД2. Однако применение GLP-1  
затруднено из-за короткого периода полураспада 
в крови (<2 мин) благодаря протеиназной актив- 
ности DPP-4 в отношении к GLP-1 [61, 62]. 

11.1. Агонисты GLP-1 и GIP

Предпринято много попыток разработать аго- 
нисты рецептора GLP-1. В последние годы эксе- 
натид, лираглутид и семаглутид привлекли зна- 
чительное внимание в лечении СД2. По сравнению 
с нативным GLP-1, эти агонисты устойчивы к 
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деградации DDP-4 и имеют более длительный 
период полувыведения из плазмы. Как и натив- 
ный GLP-1, агонисты связываются с рецепторами 
GLP-1, экспрессируемыми на β-клетках поджелу- 
дочной железы, и индуцируют секрецию инсу- 
лина глюкозозависимым образом [61]. Муджаро 
(тирзепатид) – “первый в своем классе” инъекцион- 
ный препарат, который активирует как экспрессию 
GIP, так и GLP-1 [23].

Фруктаны из Agave tequilana  F.A.C. Weber 
активируют рецепторы GLP-1 у диабетических 
мышей при потреблении 10 г в течение 5 недель,  
что проявляется в улучшении липидного и углевод- 
ного метаболизма и увеличении концентрации 
проглюкагонового пептида (табл. 1) [11]. Один из 
наиболее перспективных агонистов рецепторов 
GLP-1, используемых в настоящее время для 
лечения диабета, – это экседин-4. Он был получен 
из яда Heloderma suspectum и одобрен FDA в  
2005 г. в качестве лекарственного средства при  
СД2. Эксенатид представляет собой более мощ- 
ную синтетическую версию экседина-4 [10]. 

11.2. Ингибиторы DPP-4

DPP-4 разрушает инкретиновые гормоны GLP-1  
и GIP, тем самым подавляя глюкозозависимую 
секрецию инсулина поджелудочной железой 
(рис. 1). Следовательно, ингибирование DPP-4 
продлевает активность инкретиновых гормонов 
и их агонистов, что позволяет регулировать пост- 
прандиальный уровень глюкозы [20].

Экстракты одуванчика Taraxacum officinale про- 
являют in vitro высокую ингибирующую актив- 
ность DPP-4 в связи с содержанием в составе 
хлорогеновой кислоты, лютеолина и кверцетина. 
Присутствие олеаноловой кислоты в экстракте 
Momordica charantia способствует умеренной инги- 
бирующей активности DPP-4 in vitro [20]. Иссле- 
дования in vitro и in vivo показали, что проциа- 
нидины из экстракта семян Vitis vinifera L. при- 
водят к снижению уровня DPP-4 и экспрессии его 
гена в клетках кишечника человека. Экстракты 
Commiphora mukul Engl. и Terminalia arjuna при 
введении перорально в дозе 200 мг/кг в течение 
4 недель диабетическим крысам вызывают гипо- 
гликемический эффект, опосредованный инги- 

бированием DPP-4 [11]. В казеине козьего молока,  
обработанного трипсином и химотрипсином, 
идентифицированы новые пептиды, ингибирую- 
щие DPP-4. Из пяти новых идентифицирован- 
ных пептидов – MHQPPQPL, SPTVMFPPQSVL, 
VMFPPQSVL, INNQFLPYPY и AWPQYL – 
пептид INNQFLPYPY проявляет наибольшую 
ингибирующую активность с IC50 = 40.08 мкМ. 
Расщепленные трипсином белки верблюжьего 
молока продуцируют пептиды FLQY, FQLGASPY, 
ILDKEGIDY, ILELA, LLQLEAIR, LPVP, 
LQALHQGQIV, MPVQA и SPVVPF, которые 
успешно ингибируют DPP-4 [10]. Пептиды, инги- 
бирующие DPP-4, часто характеризуются высо- 
ким содержанием гидрофобных аминокислот, 
таких как аланин, глицин, изолейцин, лейцин, 
фенилаланин, пролин, метионин, триптофан и  
валин. Например, взаимодействия между DPP-4  
и пептидами фасоли KTYGL и AKSPLF заклю- 
чаются в основном в Н-, гидрофобных, полярных 
и катионных π-связях [23]. 

12. НАТРИЙ-ГЛЮКОЗНЫЙ  
КОТРАНСПОРТЕР ТИПА 2 (SGLT2)

Несмотря на значительные колебания еже- 
дневного поступления глюкозы и потребности 
организма в ней, гомеостатические механизмы 
поддерживают уровень глюкозы в плазме в 
узком диапазоне, со средним уровнем ~ 4–5 мМ  
в течение суток. Реабсорбция глюкозы в клубоч- 
ковый фильтрат – основной механизм, с по- 
мощью которого почки влияют на гомеостаз глю- 
козы. У людей без сахарного диабета концен- 
трация глюкозы в моче очень мала или же глю- 
коза в моче полностью отсутствует [63]. SGLT2  
отвечает за реабсорбцию глюкозы в сегментах 1 и  
2 проксимальных канальцев, при этом он реаб- 
сорбирует >90% глюкозы. SGLT1 реабсорбирует 
остаточную глюкозу в сегменте 3 проксимальных 
канальцев. У мышей, нокаутированных по SGLT2, 
SGLT1 компенсировал и реабсорбировал до 35% 
отфильтрованной глюкозы [64]. Скорость почеч- 
ной реабсорбции глюкозы повышена у людей с 
СД2 на 20–40%, что опосредовано повышением 
экспрессии SGLT2 [63]. Активность SGLT связана  
с котранспортом натрия и глюкозы, который 
осуществляется за счет Na/K-АТФазы, что облег- 
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чает перенос глюкозы против внутриклеточного 
градиента. SGLT2 представляет собой основную 
терапевтическую мишень при СД2 [64]. 

12.1. Ингибиторы SGLT2

Ингибиторы SGLT2 могут изменять экспрессию 
IL-6, адипонектина и сывороточного лептина и 
улучшать функцию жировой ткани, повышать 
уровни липопротеинов низкой и высокой плот- 
ности и снижать уровень триглицеридов [65]. Эти 
препараты действуют независимо от инсулина, 
однако применение ингибиторов SGLT приводит  
к риску возникновения кетоацидоза [64]. Флаво- 
ноид флоризин, который можно выделить из коры 
яблони Malus domestica, обладает ингибирующей 
активностью в отношении SGLT1 и SGLT2. Этот  
эффект был продемонстрирован и для производ- 
ного флоризина, ипрафлоризина, который вво- 
дили диабетическим мышам в течение 4 недель 
в дозе 3 мг/кг, в то время как флоризин проявлял 
свою эффективность в более высокой дозе –  
100 мг/кг (табл. 1). Производные флоризина, такие  
как канаглифлозин, дапаглифлозин, эмпаглиф- 
лозин, ипраглифлозин и эртуглифлозин, уже одоб- 
рены FDA для лечения СД2 [66, 67]. Серглиф- 
лозин, дапаглифлозин и некоторые тиогликозиды 
в настоящее время находятся в стадии разработки 
из этого класса препаратов [9]. Три соединения со 
структурой на основе изофлавоноидов, а именно 
мааккиаин, вариабилин и формононетин из 
экстракта Sophora flavescens, обладают мощной 
ингибирующей активностью in vitro в отноше- 
нии SGLT2, но не SGLT1. Это предположительно 
связано с наличием гидроксильной функцио- 
нальной группы в изофлавоноидах. Соединения, 
выделенные из коры Acer nikoense, два цикли- 
ческих диарилгептаноида, ацерогенин А и В, 
продемонстрировали ингибирование как SGLT1, 
так и SGLT2 in vitro [68].

13. α-ГЛИКОЗИДАЗЫ

α-Амилаза представляет собой фермент, кото- 
рый может гидролизовать α-D-(1,4)-гликозидные 
связи в крахмале или полисахаридах. Крахмал и 
полисахариды должны быть гидролизованы до 
дисахаридов и олигосахаридов, которые затем 

гидролизуются α-гликозидазой до моносахаридов 
и только тогда всасываются в портальную вену 
печени через тонкий кишечник, что приводит к 
повышению концентрации глюкозы в крови после 
приема пищи [69, 70]. 

13.1. Ингибиторы α-гликозидаз

Действие ингибиторов α-гликозидаз заключа- 
ется в замедлении расщепления и всасывания 
углеводов [69, 71]. Акарбоза, природный ингиби- 
тор α-гликозидаз, была обнаружена у бактерий 
рода Actinoplanes [72]. Акарбоза структурно по- 
хожа на природные олигосахариды, но имеет в 
104–105 раз большее сродство к α-гликозидазам. 
Эффект α-гликозидаз заключается в снижении 
постпрандиального уровня глюкозы в крови. 
Поскольку снижение концентрации глюкозы в  
крови приводит к значительному снижению сти- 
муляции синтеза и секреции инсулина, гипер- 
инсулинемия также уменьшается [18, 73]. Кроме 
того, замедленное переваривание углеводов и  
расщепление олигосахаридов приводит к тому,  
что непереваренные углеводы достигают ниж- 
них отделов тонкой кишки и стимулируют сек- 
рецию GLP-1 (рис. 2) [69]. Поскольку GLP-1 
задерживает опорожнение желудка, снижает 
секрецию глюкагона и регулирует секрецию 
инсулина, то становится объяснимым, почему 
длительное лечение акарбозой приводит не 
только к снижению постпрандиального уровня 
глюкозы, но и к снижению концентрации глюкозы 
натощак [74]. Большое разнообразие генов, 
кодирующих ингибиторы α-амилаз, обнаружено 
в геномах бактерий рода Streptomyces [75–78]. 
Дифлоретогидроксикармалол, выделенный из 
Ishige okamurae, обладает большим ингибирую- 
щим действием в отношении α-гликозидазы и  
α-амилазы по сравнению с акарбозой. Дифлорето- 
гидроксикармалол при однократном введении 
перед глюкозотолерантным тестом в дозе 100 мг/кг  
проявляет более высокую ингибиторную актив- 
ность по сравнению с акарбозой у мышей с 
сахарным диабетом (табл. 1) [79]. Admassu et al.  
выделили пептидные ингибиторы α-амилазы из  
высушенной водоросли Porphyra spp. – GGSK  
и ELS. Эти пептиды демонстрируют ингиби- 
торную активность in vitro по отношению к 
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α-амилазе, встраиваясь в аллостерический центр 
α-амилазы и ингибируя связывание фермента с 
полисахаридами [80]. Tysoe et al. впервые опи- 
сали хелиантамид, высокоэффективный ингиби- 
тор панкреатической α-амилазы, который выде- 
лен из актинии Stichodactyla helianthus. Это 
первый представитель нового структурного класса 
ингибиторов гликозидаз. Однако в отличие от 
вышеперечисленных пептидов, хелиантамид свя- 
зывается с активным сайтом α-амилазы и вклю- 
чает ингибиторный мотив YIYH [81]. В Тихо- 
океанском институте биоорганической химии  
им. Г.Б. Елякова ДВО РАН выделили и охарак- 
теризовали структуру магнификамида – пеп- 
тида, обнаруженного в слизи морской анемоны 
Heteractis magnifica. Магнификамид ингибирует 
панкреатическую и слюнную α-амилазы млеко- 
питающих in vitro эффективнее, чем акарбоза. 
Так же как и хелиантамид, магнификамид содер- 
жит ингибиторный мотив YIYH. Кроме того, 
магнификамид обладает устойчивостью в кис- 
лой среде желудка и при физиологических тем- 
пературах предположительно из-за наличия трех 
дисульфидных связей, что делает доступным 
пероральное применение этого пептида [82–84].

Пептиды фасоли пинто – LSSLEMGSL- 
GALFVCM, PLPLHMLP, PPMHLP, PPHMGGP, 
PLPWGGAGF и PPHMLP – продемонстрировали 
превосходное ингибирование α-амилазы in vitro  
[23]. При гидролизе яичного белка с использо- 

ванием алкалазы было получено восемь пептидов, 
среди которых RVPSLM и TPSPR проявили наи- 
большую ингибирующую активность в отноше- 
нии α-гликозидазы [10]. С помощью молекуляр- 
ного докинга установлено, что ингибирующую 
активность в отношении α-глюкозидазы имеют 
производные халкона из коры корня Morus alba: 
морусальбинс A–D, альбацин B, макроурин G, 
юнанензин A, мулберрофуран G и K, альбанол B,  
а также линалоол, выделенный из плодов Corian- 
drum sativum [85]. 

14. ГЛУТАМИНФРУКТОЗО-6-ФОСФАТ- 
АМИНОТРАНСФЕРАЗА (GFAT)

GFAT – важная мишень, используемая в тера- 
пии СД2, т.к. он играет центральную роль в пути 
биосинтеза гексозамина и участвует в катализе 
первой и ограничивающей скорость стадии 
образования гексозамина [86]. GFAT катализи- 
рует образование глюкозамин-6-фосфата. По- 
вышенная активность GFAT, по-видимому, связана 
с инсулинорезистентностью, постпрандиальной 
гипергликемией и окислительным стрессом при  
СД2. Недавние результаты показали, что гексо- 
заминовый путь, регулируемый GFAT, ответст- 
венен за развитие сосудистых осложнений при 
СД2, особенно диабетической нефропатии. Сле- 
довательно, GFAT – многообещающая терапев- 
тическая мишень для лечения СД2 и его ослож- 
нений [87].

 

Рис. 2. Эффект ингибиторов α-амилаз при СД2. Ингибиторы α-амилаз не только снижают пиковую концентрацию 
глюкозы при приеме пищи, но и запускают механизмы регулирования инсулинорезистентности и метаболизма FFA 
через секрецию GLP-1, а также непосредственно через предотвращение гипергликемии.
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14.1. Ингибиторы GFAT

Цианидин-3-О-глюкозид, содержащийся в 
черном рисе, обладает сильной антиоксидантной 
и антирадикальной активностью в отношении 
гидроксильных и супероксидных радикалов. Он  
уменьшает воспаление жировой ткани и стеатоз 
печени у диабетических крыс и тем самым сни- 
жает гипергликемию у мышей с диабетом. С ис- 
пользованием молекулярного докинга опреде- 
лено, что цианидин-3-О-глюкозид демонстри- 
рует большую аффинность связывания с GFAT,  
чем нативный лиганд глюкозо-6-фосфат [85]. В рас- 
тении Euphorbia thimifolia Linn. идентифициро- 
вано семь биологически активных соединений, 
которые проявляют высокую аффинность связы- 
вания с GFAT in vitro: космозиин, кверцетин-3-
галактозид, кверцитрин, корилагин, 1-О-галлоил-
β-D-глюкоза, β-амирин и тараксерол [85]. 

15. CCN3, ИЛИ NOV  
(СВЕРХЭКСПРЕССИРУЕМЫЙ ГЕН  

НЕФРОБЛАСТОМЫ)

Недавно была открыта роль CCN3 как цито- 
кина, играющего роль в метаболических наруше- 
ниях, связанных с ожирением и инсулинорезис- 
тентностью. NOV – ген, кодирующий CCN3. Кон- 
центрация CCN3 в плазме значительно повышена 
у пациентов с ожирением и гиперлипидемией, 
что коррелирует с повышением концентрации 
С-реактивного белка, индексом массы тела и  
массы висцерального жира. Блокирование CCN3  
может предотвратить ожирение и повысить чув- 
ствительность тканей к инсулину, уменьшить  
воспаление в жировой ткани у диабетических 
мышей [88]. CCN3 – мишень для транскрип- 
ционного фактора FoxO1, являющегося важ- 
ным медиатором передачи сигналов инсулина в 
β-клетках поджелудочной железы. CCN3 может  
ингибировать пролиферацию β-клеток, что приво- 
дит к снижению секреции инсулина в β-клетках  
поджелудочной железы. Таким образом, антаго- 
нисты CCN3 можно рассматривать как потенци- 
альные препараты для лечения СД2 [89–91]. 

15.1. Ингибиторы CCN3

В связи с недавним открытием роли CCN3/
NOV в развитии СД2 открывается возможность 

поиска ингибиторов CCN3/NOV. Ресвератрол, 
природный нефлавоноидный полифенол, может 
улучшить усвоение глюкозы адипоцитами путем  
снижения инсулинорезистентности in vitro [92, 93], 
что позволяет предположить его потенциальное 
терапевтическое воздействие при СД. Ресвератрол 
увеличивает потребление глюкозы и экспрессию 
miR-23a-3p, адипонектина, лептина, PI3K и 
Akt, а также снижает экспрессию CCN3/NOV в 
культуре адипоцитов диабетических мышей при 
его применении в концентрации 0.1 мкМ в течение 
24 ч (табл. 1) [94].

16. PPAR-γ (ГАММА-РЕЦЕПТОР,  
АКТИВИРУЕМЫЙ ПРОЛИФЕРАТОРОМ  

ПЕРОКСИСОМ)

PPAR представляют собой факторы транс- 
крипции, принадлежащие к суперсемейству белков 
ядерных рецепторов и играющие решающую 
роль в контроле многих процессов в организме 
человека [94]. PPAR-γ связываются с различными 
эндогенными лигандами, жирными кислотами и 
эйкозаноидами и таким образом регулируют рабо- 
ту > 100 генов, поддерживающих метаболичес- 
кий гомеостаз в клетке [95]. Специфическое уда- 
ление PPAR-γ из клеток жировой ткани, мозга, 
мышц и макрофагов изменяет гомеостаз глю- 
козы. Эпигенетические модификации или пост- 
трансляционные модификации в структуре PPAR-γ  
считаются многообещающими путями лечения 
различных метаболических заболеваний, в том 
числе СД2 [96]. При активации рецепторов PPAR-γ 
регулируется углеводный обмен и существенно 
повышается чувствительность к инсулину у тка- 
ней [97, 98].

16.1. Активаторы PPAR-γ

PPAR-γ – одна из важнейших ядерных мишеней 
для тиазолидиндионов. Однако тиазолиндионы 
имеют ряд побочных эффектов, таких как сердеч- 
ная недостаточность, увеличение веса, рак моче- 
вого пузыря, увеличение объема плазмы [52, 94].  
Куркумин из Curcuma longa проявляет противо- 
диабетическую эффективность, аналогичную 
тиазолидиндиону. Дозозависимая регуляция кур- 
кумином PPAR-γ предотвращает рост гепатоцитов 
крыс за счет стимуляции клеточного цикла и ин- 
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дукции апоптоза: 24-часовая инкубация с 50 мкМ  
куркумина подавляет рост гепатоцитов на 63%.  
Предположительно, куркумин оказывает противо- 
воспалительное действие in vivo за счет регуляции 
рецептора PPAR-γ, что приводит к снижению 
экспрессии провоспалительного медиатора NF-κB  
[99]. Полифенолы из кожуры Punica granatum 
играют значительную роль в его гипогликемичес- 
ком действии по нескольким путям, включая 
повышение чувствительности инсулиновых 
рецепторов, повышение активности PPAR-γ и 
уровня параоксоназы 1. Диабетические мыши  
при пероральном введении экстракта граната в 
течение 5 месяцев в объеме 300 мкл, который 
содержит 0.35 ммоль полифенолов, демонстри- 
руют снижение массы тела, триацилглицеридов 
и холестерина на фоне повышения уровня пара- 
оксоназы 1 (табл. 1) [100].

17. Nrf2 (ЯДЕРНЫЙ ФАКТОР, СВЯЗАННЫЙ  
С ЭРИТРОИДНЫМ ФАКТОРОМ 2)

Nrf2 – главный регулятор окислительно-
восстановительного гомеостаза. В ответ на 
стресс Nrf2 перемещается в ядро, где связыва- 
ется с генами, содержащими антиоксидантный 
чувствительный элемент [101]. Эти гены кодируют  
белки, участвующие в реакции клетки на окисли- 
тельный стресс, а также ферменты детоксикации 
и метаболические ферменты [102]. Таким обра- 
зом, активация Nrf2 запускает экспрессию фер- 
ментов, которые непосредственно нейтрализуют 
активные формы кислорода, повышают клеточ- 
ную антиоксидантную защиту, снижают уровень 
глюкозы в крови через запуск пентозофосфатного 
пути окисления глюкозы. Таким образом, акти- 
вация Nrf2 – возможное решение проблемы 
окислительного стресса, связанного с гипергли- 
кемией [103, 104]. На ранних стадиях сахарного 
диабета уровень Nrf2 повышается, т.к. он дейст- 
вует в виде естественной защиты организма от 
гипергликемии. Однако адаптивный процесс, 
по-видимому, дает сбой на более поздних ста- 
диях при хронической гипергликемии. Хими- 
ческая или генетическая активация Nrf2 увели- 
чивает чувствительность тканей к инсулину у 
диабетических мышей [105]. Таким образом, 
экзогенная активация сигнального пути Nrf2 

может служить средством поддержки эндогенных 
антиоксидантных систем и предотвращения 
развития или прогрессирования СД2.

17.1. Активаторы Nrf2

Недавно было обнаружено, что метформин 
приводит к снижению инсулинорезистентности 
благодаря активации Nrf2 [103]. Куркумин, 
кверцетин, ксантогумол, сульфорафан, лакцистин, 
ресвератрол, рапамицин, коричный альдегид и 
полисахарид из Lycium barbarum активируют 
Nrf2 in vitro и in vivo. Полисахариды из Lycium 
barbarum в дозе 100 мг/кг на модели СД2 у 
мышей C57BL/6 проявляют гипогликемические 
свойства в глюкозотолерантном тесте, а также 
взаимодействуют с PI3K и Nrf2 в клеточных 
культурах в концентрациях 100–600 мкг/мл 
(табл. 1) [105]. Куркумин из Curcuma longa 
был идентифицирован как активатор Nrf2 и 
его нижестоящих мишеней. У крыс с диабетом 
куркумин в дозах 100 и 200 мг/кг, вводимый в 
течение 16 недель, активировал в печени Akt и 
Erk1/2, являющиеся вышестоящими киназами 
Nrf2 [106].

18. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В терапии СД2 наиболее распространены и эф- 
фективно используются природные соединения –  
полифенолы (в диапазонах доз 50–1638 мг/кг  
in vivo), в том числе флавоноиды растительных 
экстрактов, которые эффективны in vitro и in vivo  
в отношении PPAR-γ, PI3K/Akt/mTOR, Akt/
Erk1/2/p38 MAPK, GLUT и в особенности IRS1 
(полифенолы из граната и водоросли Gelidium 
elegans в дозах 50–350 мг/кг in vivo) и FFAR (фла- 
воноиды в дозах 25 мг/кг – 200 мг/кг in vivo).  
Берберин (80, 100, 120 и 180 мг/кг in vivo) и бетаин 
(50 мг/кг in vivo), а также пигменты ресвератрол  
(1, 5 и 10 мг/кг in vivo) и фукоксантин (1.06 и 2.22% 
в корме лабораторных животных) показывают 
противодиабетическую активность в отношении 
сравнительно новых терапевтических мишеней 
для лечения СД2: FOXO1, CCN3, PI3K/Akt/
mTOR, AMPK/SIRT1/PGC-1α. Корица, женьшень 
и куркума – источники соединений, имеющих 
высокую активность в отношении PTP1β, AMPK/ 
SIRT1/PGC-1α и Nrf2 при лечении СД2. Перспек- 
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тивными соединениями для лечения СД2, кото- 
рые на сегодняшний момент в большом объеме  
изучены in silico, являются пептиды из расти- 
тельных экстрактов, молочных белков и ядов, 
которые активны в отношении GLUT, DPP-4 и 
α-гликозидаз. 

Таким образом, научно-технические дости- 
жения позволяют трансформировать традицион- 
ную медицину в эффективный метод поиска 
лекарств на основе природных компонентов для 
лечения СД2 [107–110].
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Many studies confirm that substances of natural origin have a pronounced affinity for type 2 diabetes 
mellitus (T2DM) therapeutic targets. At the moment, there is growing interest in bioactive peptides, 
phytochemicals, and drugs from other natural sources as highly effective, safe and promising antidiabetic 
agents. Natural sources are a promising resource for regulating several pathological pathways in T2DM. 
The review describes ways to mitigate insulin resistance and tissue sensitivity to glucose through PTP1β 
(protein tyrosine phosphatase 1β), GLP-1R (glucagon-like peptide receptor), DPP-4 (dipeptidyl peptidase-4), 
AMPK (adenosine monophosphate activated protein kinase), MAPK (mitogen-activated protein kinase). 
Regulation of obesity and oxidative stress development through CCN3 (nephroblastoma overexpressed 
gene), PPAR-γ (peroxisome proliferator-activated receptor γ), Nrf2 (nuclear factor erythroid-related factor 
2), FFAR (free fatty acid receptors), 11β-HSD1 (11β-hydroxysteroid dehydrogenase). Regulation of hyper-
glycemia through alpha-amylase inhibitors, regulation of glucose metabolism through GFAT (glutamine 
fructose-6-phosphate aminotransferase), FOXO1 (forkhead box protein O1), GLUT4 (glucose transporter 
type 4), PGC-1α (receptor gamma coactivator 1α activating peroxisome proliferator). The review examines 
the use of natural sources, from which low-molecular-weight and peptide compounds are used as T2DM 
targets modulators.
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Открытие новых классов регуляторных молекул метаболизма человека и животных всегда приводит 
к широкомасштабному исследованию их биохимических, физиологических и фармакологических 
свойств. Одним из таких классов молекул около 20 лет назад стал сероводород (H2S) и его производ- 
ные – активные формы серы (АФС): персульфиды, полисульфиды, нитрозотиолы, сульфеновые кис- 
лоты и др. Было показано участие АФС во множестве физиологических и патологических процессов: 
регуляции тонуса сосудов, воспалении, долговременной потенциации в центральной нервной 
системе и т.д. Изменение уровней АФС или паттернов модификации их мишеней ассоциировано с 
широким спектром патологий: сердечно-сосудистых, онкологических, нейродегенеративных и др. Для 
части этих процессов изучены механизмы, которые связаны с прямой модификацией регуляторных 
(NF-κB, Keap1) или эффекторных (GafD, eNOS, TRPA1) белков посредством реакций остатков 
цистеинов и металл-содержащих центров с АФС. Наличие разных регулируемых ферментативных 
систем, продуцирующих АФС, а также большое количество их молекулярных мишеней позволяют 
рассматривать H2S и его производные в качестве важного класса малых регуляторных молекул. H2S 
причисляют к классу так называемых “газотрансмиттеров” наряду с оксидом азота(II) и монооксидом 
углерода. За последние 20 лет накопился огромный массив данных о биохимии данных соединений 
и подходов к их изучению. 
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1. ВВЕДЕНИЕ

Около 20 лет назад исследователи вниматель- 
нее начали рассматривать биологическую роль 
активных формы серы (АФС): сероводорода (H2S)  
и его производных, главные из которых – поли- 
сульфиды, персульфиды, нитрозотиолы (рис. 1).  
Для этого класса соединений была показана сиг- 
нальная функция внутри клетки, что обусловлено 
реакционной способностью с большим коли- 
чеством внутриклеточных мишеней [1–3]. 

За два десятилетия были выпущены сотни 
работ о биохимических, физиологических и потен- 
циально терапевтических аспектах АФС, однако 
ввиду крайне широкой сферы участия данных 
соединений в функционировании организма по-
прежнему остается множество белых пятен в 
этой области исследований [4–8]. Для АФС было 
показано вовлечение во множество глобальных 
процессов, например, в борьбу с окислительным 
стрессом, вызываемым различными биологически 
значимыми оксидантами, такими как супероксид 
анион-радикал (О2·–), пероксид водорода (H2O2), 
хлорноватистая кислота (HOCl) и др. [9]. H2S 
взаимодействует с реакционноспособными соеди- 
нениями напрямую, снижая их концентрации, но 
также участвует в регуляции экспрессии некоторых 
генов, кодирующих белки антиоксидантных 
систем [10]. Одними из первых физиологических 
эффектов, показанных для H2S, были кардиопро- 
текторное [11] и вазодилатирующее действие [2, 12],  

механизм которых до сих пор не до конца ясен. 
Также для АФС показано антиапоптотическое [13, 
14] влияние на клетки, нелинейные концентра- 
ционные эффекты выявлены для анти- и провоспа- 
лительного действия АФС [15]. С различными 
изменениями в уровне внутриклеточных АФС 
ассоциируют большое количество патологических 
процессов: болезнь Гентингтона и Альцгеймера, 
ишемический инсульт, различные типы онколо- 
гических заболеваний, сепсис и многие другие 
[16–19].

2. ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА  
И МЕТАБОЛИЗМ АФС

H2S (сероводород) – токсичный газ с сильным 
неприятным запахом “тухлых яиц”, хорошо раст- 
воримый в воде и обладающий высокой способ- 
ностью проникновения через липидный бислой. 
В водных растворах представляет слабую двух- 
основную кислоту (реакции (1) и (2)):

H2S  HS– + H+, (1)

HS–  S2– + H+.   (2)

Значение рКа1 для первой реакции составляет 
6.84 при 37°C [20], в то время как рКа2 при 25°C 
определено разными исследователями в диапазоне 
от 12.5 [21] до 19 [22]. При физиологических 
значениях рН (7.4) и 37°C соотношение форм HS– 

и H2S составляет ~4 : 1, при этом концентрация 
формы S2– крайне мала (10−12 M) [23]. Далее в 
тексте под “H2S” мы будем подразумевать как 

3.	 ОСНОВНЫЕ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ И МИШЕНИ АФС 443
3.1. Влияние АФС на сердечно-сосудистую систему 444
3.2. Влияние АФС на нервную систему 446

3.3. Влияние АФС на эндокринную систему 447

3.4. Участие АФС в реакциях воспаления 448
4.	 ДЕТЕКЦИЯ АФС 449

4.1. Прямая детекция АФС 449
4.2. Методы прижизненной детекции АФС 449
4.3. Биохимические методы детекции АФС 451
4.4. Детекция АФС-опосредованных модификаций белков 452

5.	 ЗАКЛЮЧЕНИЕ 454
СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 455



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

438 РАЕВСКИЙ и др.

непосредственно форму H2S, так и HS–. H2S 
(особенно в форме HS–) – сильный нуклеофил, это 
связано с локализованным отрицательным заря- 
дом, высокой поляризуемостью и сравнительно 
низкой электроотрицательностью атома серы. 
Однако в отличие от тиолят-анионов, у которых 
“RS–”-группа связана с углеродом, после первой 
реакции с электрофилом (реакция (3)), может  
вновь произойти реакция ионизации и последую- 
щее взаимодействие с другим электрофилом 
(реакция (4)):

HS– + E1
+ → E1-SH,    (3)

E1S– + E2
+ → E1-S-E2. (4)

Так, реакция H2S с дисульфидами идет при- 
мерно на порядок медленнее, чем реакции соот- 
ветствующих тиолятов (тиол-дисульфидный об- 
мен), что связано с более сильным положительным 
индуктивным эффектом, более высокой поля- 
ризуемостью и сольватационным эффектом пос- 
ледних [24]. В составе H2S сера находится в  
степени окисления –2. В клетке H2S – сильный 
двухэлектронный восстановитель, его окисли- 
тельно-восстановительный (ОВ) потенциал Ео´ 

(HS2
−, H+ /2HS−) против водородного электрода 

составляет –0.23 B, что сопоставимо с ОВ-потен- 
циалами цистеина и глутатиона [25]. Однако 
одноэлектронный ОВ-потенциал (S∙−, H+/HS−) 
против водородного электрода равен +0.91 В [26],  
что сопоставимо с соответствующими значени- 
ями для тиолов (E°(RS∙, H+/RSH) = +0.96 В). 
Одноэлектронное окисление происходит эффек- 
тивно из-за большой скорости дальнейших 
реакций образующегося сульфанил-радикала HS∙, 
которые приводят к образованию персульфидов 
(Н2S2) [27]. H2S может окисляться до разных 
продуктов: сульфатов (SO4

2–), сульфитов (SO3
2–), 

тиосульфатов (S2O3
2–), полисульфидов (RSSnSR) 

и элементарной серы (Sn) (рис. 1). В последнее 
время все больший интерес исследователей вы- 
зывает перекрестный (crosstalk) сигналинг, 
опосредованный H2S и оксидом азота (NO) [28].  
Взаимодействие H2S с NO приводит к образова- 
нию стабильных нитрозотиолов (HS–NO) и нитрок- 
силов (HNO), появляющихся в результате распада 
HS–NO [9]. HNO, как донор частицы NO+, обла- 
дает отличным от NO паттерном реакционной спо- 
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генеалогические связи, обсуждаемыми далее в тексте.
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собности: так, нитроксил может напрямую реаги- 
ровать с тиолами с образованием сульфинов и 
дисульфидов [29].

Сигналинг и паракринная регуляция с учас- 
тием H2S обусловлены его способностью прони- 
кать через мембрану благодаря высокому коэф- 
фициенту распределения гидрофобная фаза/вода. 
Проницаемость мембраны для сероводорода по- 
вышается в условиях более низкого значения рН 
[24]. Трансмембранный перенос H2S осущест- 
вляется с высокой скоростью (11.9 см/с) и, по 
всей видимости, без участия транспортеров и 
каналов [30]. Благодаря высокой мембранной 
проницаемости и большому количеству потен- 
циальных мишеней для взаимодействия, что 
определяет, как будет описано ниже, регуляцию 
физиологических эффектов, H2S причисляют к 
важным сигнальным молекулам в группе газо- 
трансмиттеров наряду с оксидом азота(II) и моно- 
оксидом углерода (CO) [31]. 

H2S образуется в клетках человека и других 
млекопитающих благодаря работе нескольких 
ферментов, участвующих в метаболизме серо- 
содержащих аминокислот: пиридоксаль-5-
фосфат-зависимых цистатионин-β-синтазы 
(ЦБС, EC 4.2.1.22), цистатиониновой γ-лиазы/
цистатионазы (ЦГЛ, EC 4.4.1.1) и пиридоксаль-
независимой 3-меркаптопируватсульфотранс- 
феразы (3-МСТ, EC 2.8.1.2) (рис. 2). Данные 
ферменты имеют различные профили тканевой 
экспрессии, отличаются по эффективности син- 
теза H2S, субстратной специфичности и меха- 
низмам регуляции активности, что в совокупности 
позволяет тонко контролировать уровни внутри- 
клеточного H2S [32].

ЦБС проявляет наибольшую активность в  
тканях мозга, особенно в астроцитах [33], но 
также в эндотелии сосудов и плазме крови [34].  
В качестве субстрата для синтеза H2S этот фер- 
мент может использовать либо две молекулы 
цистеина, либо пару цистеин–гомоцистеин. 
ЦБС содержит регуляторный гем-содержащий 
домен, который способен взаимодействовать и 
с другими газотрансмиттерами NO или CO, что 
при этом значительно снижает ферментативную 
активность ЦБС и влияет на сигналинг [35]. Свя- 

зывание S-аденозилметионина (SAM), метабо- 
лита метионина и одного из основных кофер- 
ментов метилирования, наоборот, увеличивает 
каталитическую активность ЦБС [36]. Однако  
одновременно с этим происходит увеличение 
аффинности гема к CO и NO, что ускоряет 
их связывание и ингибирование [36]. При 
окислительном стрессе наблюдается глутатиони- 
лирование ЦБС, эта модификация также приво- 
дит к увеличению активности фермента [37], 
что позволяет повысить продукцию цистеина и 
усилить синтез глутатиона в клетке. 

ЦГЛ – фермент, который демонстрирует 
наибольшую H2S-продуцирующую активность 
в сердце, печени, сосудах, плазме крови [38] и 
использует для синтеза H2S в первую очередь 
гомоцистеин либо цистеин [39] (рис. 2). ЦГЛ 
увеличивает ферментативную активность в 
присутствии комплекса Са2+–кальмодулин [40]. 
В целом для ЦГЛ и ЦБС характерна субстратная 
неразборчивость (enzyme promiscuity), поскольку 
ферменты катализируют несколько реакций. По 
всей видимости, это связано с особенностями 
пиридоксаль-зависимого катализа. Большая 
часть реакций, катализируемых ЦГЛ и ЦБС, 
сопровождается выделением H2S, однако в 
связи с высокими KM для субстратов и низкими 
концентрациями некоторых из субстратов, далеко 
не все из этих реакций вносят значимый вклад в 
образование H2S.

3-МСТ, локализованная как в матриксе мито- 
хондрий, так и в цитоплазме, катализирует обра- 
зование H2S из 3-меркаптопирувата. Наибольшая 
H2S-продуцирующая активность для 3-МСТ 
показана в мозге, почках и некоторых иммун- 
ных клетках [41]. 3-Меркаптопируват обра- 
зуется при трансаминировании цистеина цис- 
теинаминотрансферазой (ЦАТ, EC 2.6.1.3) либо 
при прямом окислительном дезаминировании 
D-цистеина оксидазой D-аминокислот (ДАО, ЕС 
1.4.3.3), в ходе которого также образуется H2S. 
Реакция, катализируемая 3-МСТ, происходит 
с переносом атома серы с 3-меркаптопирувата 
на остаток цистеина фермента. В ходе реакции 
образуется стабильный персульфид 3-МСТ и  
пируват, фермент регенерирует при атаке нуклео- 
фила на персульфид. Наиболее эффективно с 



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

440 РАЕВСКИЙ и др.

персульфидом 3-МСТ реагирует тиоредоксиновая 
система, также с убывающей эффективностью в 
представленном ряде соединений взаимодейст- 
вуют цианид-ион, дигидролипоат, цистеин, гомо- 
цистеин и глутатион [42]. Про регуляцию актив- 
ности 3-МСТ на сегодняшний день известно мало.

Источником H2S в организме млекопитающих 
также служит кишечная микробиота, в частности 
его образуют бактерии рода Desulfovibrio, исполь- 
зующие сульфат в качестве конечного акцеп- 
тора электронов в дыхательной цепи и восстанав- 
ливающих его до сероводорода [18]. H2S может 
также образовываться при распаде тиосуль- 
фатов – продуктов окисления соединений серы в 
митохондриях [43]. 

Основные реакции H2S с биомолекулами – свя- 
зывание и/или редокс-реакции с металл-содер- 
жащими центрами, перекрестный сигналинг с  
активными формами кислорода (АФК) и актив- 
ными формами азота (АФА), а также редокс-
реакции с клеточными производными цистеинов 
с образованием персульфидов.

H2S взаимодействует с металл-содержащими 
и гемовыми центрами [44] (рис. 3). Во-первых, 
H2S может координировать непосредственно  
ион металла; во-вторых, H2S способен восстанав- 
ливать ион металла с образованием радикалов 
HS∙ и последующих продуктов окисления; 
в-третьих, H2S может ковалентно модифици- 
ровать гемовые порфирины [45]. Например, в 
низких концентрациях H2S связывает и восста- 
навливает ион Fe3+ в одном из центров цитохром с- 
оксидазы (комплекс IV дыхательной цепи, ЕС 
1.9.3.1), что увеличивает ее сродство к кислороду 
и усиливает тканевое дыхание [46, 47]. При более 
высоких внутриклеточных концентрациях H2S ко- 
валентно связывает гемовые центры цитохром с- 
оксидазы и восстанавливает ион Сu2+, что при- 
водит к ингибированию и разобщению дыхатель- 
ной цепи [46, 48]. Также при связывании с гемо- 
выми белками в аэробных условиях H2S окисляется 
с образованием персульфидов и тиосульфатов 
(рис. 4) [49]. 

Для избавления от избытков H2S и биосин- 
теза окисленных форм серы существуют внутри- 
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Рис. 2. Основные пути образования H2S в организме млекопитающих. ЦБС – цистатионин-β-синтаза, ЦГЛ – циста- 
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клеточные ферментативные системы катаболизма 
H2S, из них основной – митохондриальный путь 
окисления H2S (рис. 4). Первую реакцию, в ко- 
торой происходит двухэлектронное окисление 
H2S до тиосульфата или персульфида глутатиона 
(GSSH) в зависимости от акцептора (сульфит или  
глутатион (GSH)) и восстановление убихинона  
до убихинола, катализирует фермент внутрен- 
ней митохондриальной мембраны – сульфохинон- 

редуктаза (СХР, EC 1.8.5.4) [50]. Электроны при 
этом поступают в ЭТЦ, таким образом, сульфид 
– первый открытый неорганический донор 
электронов в дыхательной цепи млекопитаю- 
щих [50]. Далее, если продуктом реакции является 
тиосульфат, он вступает в роданазную реакцию и 
образует GSSH. Затем так или иначе образован- 
ный GSSH окисляется персульфиддиоксигена- 
зой (ПДО, EC 1.13.11.18) до сульфит-иона и 
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Рис. 3. Основные АФС-опосредованные модификации белковых молекул, пояснения в тексте. 

Рис. 4. Митохондриальный метаболизм H2S и взаимодействие с компонентами дыхательной цепи. CytC – цитохром с, 
Q – убихинон, QH2 – убихинол, ПДО – персульфиддиоксигеназа, СХР – сульфохинонредуктаза, СО – сульфитоксидаза, 
III – третий комплекс дыхательной цепи убихонол-цитохром с-редуктазы, IV – четвертый комплекс дыхательной цепи 
цитохром с-оксидазы.
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GSH; сульфит-ион затем окисляется до сульфата 
сульфитоксидазой (СО, EC 1.8.3.1) [51]. 

Считается, что главный механизм, обусловлива- 
ющий участие H2S в клеточном сигналинге, 
основан на окислительной посттрансляционной 
модификации остатков цистеинов – персуль- 
фидации (рис. 3) [33], которая имеет место в 
физиологических условиях и повышается в ус- 
ловиях окислительного стресса. Подобно другим 
окислительным модификациям тиоловых групп  
белков, персульфидация может как активировать, 
так и инактивировать отдельные белки, таким  
образом, потенциально адаптируя их функ- 
ции к изменяющимся условиям. Кроме того,  
персульфидация может предотвращать необ- 
ратимое окисление тиолов. Однако до сих пор 
точный механизм этого процесса не установлен 
[52]. Предполагают, что существует два основных 
механизма неферментативной персульфидации 
белков. Во-первых, некоторые тиоловые группы 
белков могут вступать в две последовательные 
реакции: сначала с пероксидом водорода (H2O2), 
а затем с H2S, что приводит к образованию пер- 
сульфидов. Во-вторых, ряд белков может взаи- 
модействовать непосредственно с H2S по дисуль- 
фидной связи с образованием персульфидов 
[53]. Однако обе реакции протекают медленно 
и не могут объяснить тот факт, что множество 
белков обнаружено в персульфидированном 
состоянии даже в отсутствие окислительного 
стресса. Также известно, что низкомолекуляр- 
ные персульфиды, например, персульфиды глута- 
тиона и цистеина (GSSH и Cys-SSH), образую- 
щиеся в клетках, способны переносить единич- 
ные атомы серы на тиолы [54], однако их учас- 
тие в трансперсульфидации пока не было подт- 
верждено. Также существует предположение, 
что посттрансляционная персульфидация белков 
осуществляется ферментативно с помощью одной 
или нескольких серных трансфераз. Недавно были 
получены экспериментальные подтверждения 
этих предположений [52]. Было показано, что 
3-MСT – фермент, который ассоциируется в  
основном с генерацией H2S и, как ранее счита- 
лось, способен переносить атомы серы на тио- 
ловые группы только двух белков – тиоредоксина 
и MOCS3/Uba4 для последующего тиолирования 

тРНК и урмилирования белков [55], – обладает 
персульфидирующей активностью по отноше- 
нию к гораздо более широкому кругу белков. 
Так, например, в условиях in vitro, а также 
в экспериментах на культуре дрожжей было 
установлено, что даже флуоресцентный белок 
roGFP и бычий сывороточный альбумин являются 
акцепторами атомов серы от 3-MСT. Также 
в экспериментах in vitro было показано, что 
данный фермент – не основной производитель 
неорганических полисульфидов, что еще раз  
подтверждает идею о том, что прямое транс- 
сульфирование – преобладающий способ 3-МСТ- 
опосредованной персульфидации белков. Кроме  
того, на культуре клеток человека было проде- 
монстрировано, что истощение пула 3-МСТ при- 
водит к общему снижению уровня персульфи- 
дации белков [52]. Вышеописанные данные в 
совокупности с существовавшими ранее наблю- 
дениями, что сверхэкспрессия 3-МСТ увеличивает 
содержание внутриклеточной “связанной” суль- 
фановой серы (S0), потенциально указывающее 
на прямую роль этого фермента в общей пер- 
сульфидации белков [56], позволяют заключить, 
что 3-МСТ действительно обладает способностью 
персульфидировать различные белки в физио- 
логических условиях.

Персульфиды наряду с полисульфидами – 
наиболее широко исследуемые АФС, вместе эти 
соединения называют соединениями сульфановой 
серы или просто сульфановыми соединениями. 
Путей их образования несколько, некоторые 
пути биосинтеза были уже рассмотрены выше,  
однако оставшиеся занимают не менее важное 
место в биохимии АФС. Так, H2S может реа- 
гировать напрямую с дисульфидами, особенно 
в компартментах, в которых их концентрация 
повышена вследствие окислительных условий, 
например, в люмене эндоплазматического рети- 
кулума [57]. Другой путь образования персуль- 
фидов – реакция H2S c остатками сульфеновых 
кислот (–SOH) в белках или низкомолекулярных 
соединений, образующихся в клетке в ходе 
окисления гипогалогенными кислотами и/или 
пероксидами [24]. Третий путь – реакция H2S 
с остатками нитрозотиолов (RSNO) в белках и 
низкомолекулярных соединениях [58].
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Показана важная роль котрансляционного 
встраивания персульфидов цистеина, генери- 
рующихся при катализе цистеил-тРНК-синте- 
тазами (ЕС 6.1.1.16) реакций образования соот- 
ветствующих цистеил-тРНК. Таким образом, пер- 
сульфид цистеина можно считать протеиногенной 
аминокислотой, поскольку он встраивается в 
полипептидную цепь уже на этапе трансляции 
вместо соответствующих цистеинов [59]. Это 
может играть следующую физиологическую 
роль: образование сульфонов цистеина в 
клеточных условиях необратимо и наблюдается 
при выраженном или локальном окислительном 
стрессе, у персульфидированных же остатков 
окисляется дистальный атом серы, который может 
быть отсоединен антиоксидантными системами 
клетки с восстановлением интактного остатка 
цистеина. Таким образом, в персульфидированном 
состоянии белки лучше защищены от окисли- 
тельного стресса [60].

Пер- и полисульфиды – более реакционноспо- 
собные молекулы, чем H2S. В схожих реакциях 
они проявляют более сильные нуклеофильные 
свойства и рассматриваются в качестве непосред- 
ственных участников сигналинга H2S. Это свя- 
зано с их более низкими значениями рКа отно- 
сительно тиолов и H2S, что приводит к высо- 
кой доступности анионной формы, но, в то 
же время, с наличием α-эффекта [24, 61–63].  
Интересны и электрофильные свойства сульфа- 
новых соединений, практически не выраженные 
у H2S и тиолов. Так, полисульфиды могут высту- 
пать в качестве электрофилов в реакциях с  
низкомолекулярными тиолами и остатками цис- 
теина белков с образованием политиолирован- 
ных остатков цистеина (R-(S)n-SH) с разным 
количеством атомов серы. В дальнейшем при 
наличии пространственно близких остатков 
цистеина или других тиолов могут образовываться 
ди-, три-, тетра- и пентасульфидные связи 
[64]. H2S не способен напрямую производить 
подобные модификации, хотя в экспериментах с 
его экзогенной добавкой наблюдались похожие 
эффекты, что, вероятно, связано с использованием 
предоксиленных доноров H2S [61].

Для персульфидации как регуляторной 
модификации показаны также механизмы ее 

удаления. В этом участвуют две ферментативные 
антиоксидантные системы: тиоредоксиновая и 
глутаредоксин-глутатионредуктазная [65, 66].  
Они осуществляют NADPН-зависимую депер- 
сульфидацию остатков CysSSH и персульфидов 
глутатиона с образованием H2S и соответствую- 
щих тиолов. Однако на сегодняшний день остается 
малоизученной регуляция этих процессов и их 
эффективность для различных белковых мишеней.

3. ОСНОВНЫЕ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ  
ЭФФЕКТЫ И МИШЕНИ АФС

Сероводород и его производные, в первую 
очередь, поли- и персульфиды, –это сигнальные 
молекулы, которые активно участвуют в регуляции 
физиологических и биохимических процессов 
не только в клетках и тканях млекопитающих, но 
также у бактерий и растений. Первые исследования 
регуляторной роли H2S были начаты в конце  
ХХ века в рамках его влияния на нейромодуляцию 
[1]. У млекопитающих эндогенный H2S контро- 
лирует целый ряд физиологических процессов 
и участвует в регуляции патогенеза различных 
заболеваний, таких как гипертония, атеросклероз, 
инфаркт миокарда и др. [16]. Для H2S и его 
производных показана антиапоптотическая ак- 
тивность, что важно при изучении действия H2S 
как эффекторной молекулы в модели ишемии-
реперфузии и воспаления. Например, H2S-опосре- 
дованная персульфидация остатка Cys-38 субъе- 
диницы р65 белка NF-κB (nuclear factor kappa-
light-chain enhancer of activated B cells) приводит 
к его транслокации в ядро и к активации экспрес- 
сии TNFR (рецептор фактора некроза опухолей)-
ассоциированного фактора, каспазы-8-c-FLP 
и клеточных ингибиторов апоптоза [8, 67]. 
Экспрессия TNFR также приводит к повышению 
экспрессии ЦГЛ, что приводит к увеличению 
продукции H2S [14]. Также H2S персульфидирует 
остаток Cys-151 белка Keap1 (Kelch-like ECH-
associated protein 1), что по неизвестному пока 
механизму приводит к транслокации белка Nrf2  
(NF-E2-related nuclear factor 2) в ядро и к актива- 
ции экспрессии цитопротекторных белков, таких  
как глутатион-S-трансфераза, ферритин, эпоксид- 
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гидролаза [40, 68]. Кроме того, H2S персуль- 
фидирует остаток Cys-341 белка МЕК1 и инду- 
цирует последующее фосфорилирование ERK1/2 
с дальнейшей активацией PARP1 (poly ADP-ribose 
polymerase 1), что в целом приводит к активации 
путей репарации ДНК [69]. Таким образом, АФС 
оказывают влияние на основные сигнальные 
пути, функционирующие в различных системах 
организма.

3.1. Влияние АФС  
на сердечно-сосудистую систему

К настоящему моменту установлено, что АФС 
оказывают влияние на сердечно-сосудистую 
систему, в частности снижают повреждающее 
действие ишемии-реперфузии на миокард, сти- 
мулируют ангиогенез, вызывают расслабление 
гладкой мускулатуры и участвуют в регуляции 
артериального давления [10]. Одна из первых 
обнаруженных биологических активностей H2S –  
вазодилатация [7], поэтому влияние H2S на сос- 
тояние сосудов представляет собой важный фак- 
тор при исследовании механизмов развития таких 
патологических состояний, как артериальная 
гипертензия и ишемия-реперфузия. Данное свой- 
ство H2S применяют при создании препаратов  
для лечения гипертонии, для этого разрабаты- 
ваются доноры H2S в качестве антигипертен- 
зивных препаратов [4]. Однако механизм H2S-
опосредованной дилатации еще не до конца изу- 
чен. Известно, что H2S стимулирует вазодилатацию 
посредством активации АТФ-зависимого калие- 
вого канала в результате персульфидации, что 
приводит к гиперполяризации гладкомышечных 
клеток в стенках сосудов [70]. Воздействие на 
Ca2+-зависимые К+-каналы, наоборот, вызывает 
их блокирование, что, вероятно, ввиду различной 
концентрационной зависимости и степени пред- 
ставленности не приводит к вазоконстрикции [71]. 
При этом действие H2S происходит синергично с 
∙NO. Поэтому имеет место либо непосредственное 
взаимодействие H2S и ∙NO, либо с ферментами 
синтеза ∙NO. Совместное действие H2S и ∙NO 
связано также с образованием нитрозотиолов в 
нейронах, регулирующих тонус сосуда [72]. Нитро- 
зотиолы активируют TRPA-каналы и повышают 
концентрацию кальция внутри нейрона. В резуль- 

тате происходит экзоцитоз везикул с кальцитонин-
ген-родственным пептидом (ПРГК), который, в свою 
очередь, активирует рецептор, ассоциированный 
с G-белком, на гладкомышечной клетке в стенке 
сосуда [73]. Это событие способствует активации 
аденилатциклазы, синтезу цАМФ и активации 
протеинкиназы А. Протеинкиназа А потенциально 
способна повышать активность эндотелиальной 
∙NO-синтазы [73]. Персульфидация цистеина в 
положении 443 ∙NO-синтазы повышает актив- 
ность фермента, что приводит к увеличенной про- 
дукции ∙NO и, в свою очередь, к активации раство- 
римой гуанилатциклазы. При этом известно, что 
H2S усиливает связывание ∙NO гуанилатцик- 
лазой [74]. Синтез цГМФ активируется, а его рас- 
пад подавляется в результате связывания H2S c 
ионами Zn2+ в составе фосфодиэстеразы. Опи- 
сываемые эффекты приводят к вазодилатации 
(рис. 5) [75]. 

Различные эндотелиальные сигналы, напри- 
мер, сигналинг фактора роста эндотелия сосудов 
(VEGF – Vascular endothelial growth factor), 
осуществляемый с участием НАДФН-оксидаз и  
образованием H2O2 в качестве сигнальной моле- 
кулы, приводит к увеличению экспрессии и  
активности ЦГЛ. В свою очередь, ЦГЛ – наибо- 
лее важный и активный фермент синтеза H2S  
в сердечно-сосудистой системе [76, 77]. Повы- 
шенный уровень H2S и АФС приводит к увеличе- 
нию активности эндотелиальной синтазы оксида  
азота и гуанилатциклазы по описанному выше 
механизму, что и запускает последующие кас- 
кады, которые приводят к пролиферации и диф- 
ференцировке эндотелиальных клеток, стимули- 
руя ангиогенез [72]. Также H2S может дозозави- 
симо увеличивать количество миоэпителиальных 
клеток, влиять на их миграцию и образование 
миотуб посредством Akt-сигнального пути. У 
мышей, нокаутных по ЦГЛ, было подавлено обра- 
зование микрокапилляров, а H2S способствовал 
усилению ангиогенеза через сигнальный путь 
MAPK (митоген-активированная протеинки- 
наза). В качестве молекулярного переключателя 
H2S специфически разрывает дисульфидную 
связь Сys-1045–Сys-1024 в рецепторе фактора 
роста эндотелия сосудов второго типа (VEGFR2) 
и приводит к изменению его конформации, что 



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

445РЕДОКС-АКТИВНЫЕ СОЕДИНЕНИЯ СЕРЫ У МЛЕКОПИТАЮЩИХ 

развития атеросклероза, аритмий, гипертрофии 
и инфаркта миокарда и др. При этом кардио- 
протекторный эффект достигается путем повы- 
шения уровня фосфорилирования серин-триони- 
новой протеинкиназой RACα, а также посредст- 
вом транслокации в ядро респираторного фактора 
1 и фактора 2, связанного с эритроидом-2, что 
активировало антиапоптотический сигналинг, ин- 
гибировало апоптоз и повышало биогенез мито- 
хондрий [80]. Таким образом, АФС (в частности 

приводит к стимуляции ангиогенеза [78]. Кроме 
того, H2S усиливает активность сигнального транс- 
дуктора и активатора транскрипции 3 (STAT3), а 
также увеличивает фосфорилирование мишени 
рапамицина (mTOR) через путь VEGFR2 и сти- 
мулирует пролиферацию эндотелиальных кле- 
ток [79]. 

H2S обладает кардиопротекторным дейст- 
вием. Показано, что как эндогенный, так и 
экзогенный H2S способствует предотвращению 

Аксон симпатического 
(парасимпатического)

нейрона

Рецептор ПРГК

Гиперполяризация

ПРГК
Вазодилатация

                                   
                          Ca2+-активируемый  K+-канал

цАМФ
цГМФ

ГМФ
АЦ

ГЦ

Рецептор VEGF

Эндотелиоцит

Миоцит

ФДЭ

ЦГЛ

ПРГК

ПРГК

ГЦ

Вазодилатация

Ангиогенез

ГЦ
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Рис. 5. Регуляция вазодилатации посредством H2S и ∙NO. ПРГК – кальцитонин-ген-родственный пептид, КАТФ-канал – 
АТФ-зависимый К+-канал, АЦ – аденилатциклаза, ГЦ – гуанилатциаклаза, ЦГЛ – цистатионин-γ-лиаза, VEGF – фактор 
роста сосудистого эндотелия, eNOS – эндотелиальная синтаза оксида азота(II), NOX – НАДФН-оксидаза.
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H2S) – это важные регуляторы метаболизма 
сердечно-сосудистой системы. 

3.2. Влияние АФС на нервную систему

Как было описано выше, в нервной системе 
экспрессируется ЦБС – один из основных фер- 
ментов, обеспечивающих эндогенный синтез  
H2S. Методами иммуногистохимического иссле- 
дования было показано, что данный фермент 
локализован в астроцитах и микроглие, а также 
в некоторых нейронах, например, в клетках  
Пуркинье и нейронах гиппокампа [81]. ЦБС-опос- 
редованная продукция H2S связана с активацией 
Ca2+/кальмодулинового сигнального пути после 
возбуждения нейронов. АФС и, в частности, 
H2S оказывают воздействие на нервную систему 
посредством модуляции нейротрансмиссии [40]. 
Так, например, известно, что глутамат – один 
из основных нейромедиаторов, вовлеченных 
в процессы обучения, формирования памяти, 
долговременной потенциации, действующий 
на рецепторы N-метил-D-аспартата (NMDA). 
При этом H2S способствует увеличению токов, 
связанных с данным рецептором, путем актива- 
ции аденилатциклазы и нижележащих каскадов 
циклического аденозинмонофосфата (цАМФ)/
протеинкиназы А. Была показана персульфидация 
NR2A-субъединицы NMDA-рецептора, которая, 
по всей видимости, и ответственна за описанные 
выше эффекты [82]. Кроме того, АФС способны 
оказывать влияние непосредственно на секрецию 
глутамата, усиливая ее, что приводит к гибели 
нейронов в результате глутамат-опосредованной 
эксайтотоксичности [83]. Другой пример влия- 
ния H2S на рецепторы нейромедиаторов – воз- 
действие на рецептор гамма-аминомасляной кис- 
лоты (ГАМК). ГАМК – основной тормозный 
медиатор, а дефицит ГАМКэргического тормо- 
жения приводит к фебрильным судорогам и по- 
вышенной возбудимости нейронов. H2S умень- 
шает повреждение гиппокампа, вызванное пов- 
торяющимися припадками, за счет усиления 
ГАМКергического торможения. Причем данный 
эффект реализуется не благодаря увеличению 
количества нейромедиатора, а в результате повы- 
шения количества рецепторов, что показано как 
на уровне мРНК, так и на уровне белка [84]. 

Вероятно, это происходит в результате повышения 
внутриклеточной концентрации кальция как за 
счет активации каналов типа TRPA, Ca2+-каналов 
T- и L-типов, так и стимуляции кальций-зависимой 
транскрипции [85, 86]. Также в экспериментах на 
культурах микроглии и астроцитов было показано, 
что мишенью H2S выступают Cl–/HCO3

– и Na+/H+-
обменники, воздействие на которые приводит к 
развитию ацидоза [87]. Также важная функция H2S  
в нервной системе – ингибирование окислитель- 
ного стресса. Так, например, H2S предотвращает 
HOCl-опосредованную инактивацию α1-антитрип- 
сина, окисление белков, цитотоксичность и пере- 
кисное окисление липидов [88]. H2S также защи- 
щает эндотелиальные клетки мозга от метионин-
индуцированного окислительного стресса [89].

Во время развития различных нейродегене- 
ративных заболеваний наблюдается изменение 
уровня эндогенной продукции АФС. У пациен- 
тов, страдающих от болезни Альцгеймера, регис- 
трировали пониженный уровень H2S [90]. При 
этом в экспериментах на культурах нейрон-по- 
добных клеток было показано, что при участии 
сигнального пути PI3K/Akt H2S способствует сни- 
жению уровня экспрессии белка BACE-1, ко- 
торый отвечает за синтез β-амилоида [91]. При  
моделировании болезни Альцгеймера на пер- 
вичной культуре и линии BV-2 было показано, что 
H2S может защищать микроглию от β-амилоид-
индуцированного (Aβ-индуцированного) по- 
вреждения, подавляя продукцию таких медиато- 
ров воспаления, как NO и TNF-α в культуре кле- 
ток, обработанных Aβ [92]. Также предполо- 
жительно H2S подавляет продукцию Аβ в самих 
нейронах за счет ингибирования гликозилирова- 
ния белка-предшественника и активности γ-сек- 
ретазы, отрезающей Аβ от самого белка-предшест- 
венника [93] (рис. 6). 

Также сниженный уровень H2S характерен 
для болезни Гентингтона. Это связано с тем, что 
мутантный гентингтин ингибирует SP1 – транс- 
крипционный активатор ЦГЛ. Уровень экспрессии 
данного фермента снижается, что закономерно 
приводит к сокращению продукции H2S [94]. 

Подробно исследована цитопротекторная роль 
H2S при болезни Паркинсона (БП). Эта болезнь 
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ассоциируется со значительным снижением пер- 
сульфидации убиквитинлигазы Parkin, которая 
при патологии модифицирована в значительно 
меньшей степени, нежели в норме. В норме 
персульфидация Parkin по определенным остаткам 
увеличивает ее убиквитинлигазную активность, 
таким образом, количество дефектных белков 
в цитоплазме снижается [95]. В модификации 
ферментов также важен баланс персульфидации 
и нитрозилирования. Так, персульфидация акти- 
вирует Parkin, а нитрозилирование, напротив, 
снижает ее активность [95]. Известно, что поли- 
сульфидирование оказывает нейропротекторное 
действие, влияя на такие белки, как Keap1, каналы 
TRPA1, гораздо сильнее, чем H2S [96]. Описанные 
выше данные свидетельствуют об исключительно 
важной регуляции баланса АФС для нормального 
функционирования нервной системы.

3.3. Влияние АФС на эндокринную систему

Среди всех органов эндокринной системы 
поджелудочная железа и влияние на нее АФС 

наиболее изучены. Высвобождение инсулина из 
островков Лангерганса –критическое событие 
при регуляции метаболизма глюкозы и патогенезе 
инсулинорезистентности. Экзогенный H2S в  
физиологически значимых концентрациях зна- 
чительно подавляет индуцированное глюко- 
зой высвобождение инсулина. Такое же влия- 
ние эндогенного H2S на высвобождение инсу- 
лина было показано в экспериментах со сверх- 
экспрессией ЦГЛ. В то же время нокдаун гена  
фермента приводил к противоположному резуль- 
тату [97]. Ингибиторный эффект H2S в значи- 
тельной степени связан со стимуляцией АТФ-
чувствительных калиевых каналов в β-клетках 
[97]. На культуре клеток INS-1E было показано, 
что сверхэкспрессия ЦГЛ вызывает апоптоз и 
снижает жизнеспособность клеток, равно как и 
воздействие экзогенного H2S, из-за ингибирования 
киназы 1/2 (ERK1/2) с одновременной активацией 
p38 MAPK. Проапоптотический эффект H2S обус- 
ловлен активацией эндоплазматического рети- 
кулума [98]. 	

Аβ

Нейровоспаление
МикроглияВнеклеточное пространство
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Рис. 6. АФС-опосредованная регуляция в нейронах, пояснения в тексте. NMDAR – ионотропный рецептор NMDA, 
APP – белок-предшественник амилоида, TRPA1 – член 1 подсемейства А переходных рецепторных потенциальных 
ионных каналов (Transient receptor potential cation channel subfamily A member 1), Nrf2 – ядерный фактор 2, связанный 
с E2 (nuclear E2 related factor 2), Keap1 – келч-подобный ECH-ассоциированный белок 1 (Kelch-like ECH-associated 
protein 1).
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Таким образом, АФС могут оказывать двой- 
ственное воздействие на различные системы ор- 
ганов в зависимости от концентрации, демонстри- 
руя как протекторные, так и повреждающие 
свойства. 

3.4. Участие АФС в реакциях воспаления

Воспаление – физиологическая защитная реак- 
ция организма, возникающая в ответ на повреж- 
дение тканей или появление патогенного раздра- 
жителя, направленная на удаление продуктов и  
агентов повреждения. Воспалительные реак- 
ции могут быть острыми и хроническими. Хрони- 
ческое воспаление – спутник большого количества 
заболеваний, поэтому оно считается самой рас- 
пространенной причиной смертности [99]. Из- 
вестно, что в регуляции воспалительных реакций 
задействованы АФК и АФА [100]. В последние 
годы все активнее идет исследование участия 
АФС в патогенезе воспалительных заболеваний. 
Так, было показано благотворное влияние H2S  
при различных сердечно-сосудистых, нейро- 
дегенеративных и костно-мышечных заболева- 
ниях с воспалительным компонентом, таких как 
остеоартрит. Считается, что этот эффект связан с 
реакциями персульфидации. Однако все больше 
экспериментальных данных свидетельствует о 
том, что не сероводород, а полисульфиды отвечают 
за эту посттрансляционную модификацию бел- 
ков [101]. Было показано, что полисульфиды и  
персульфиды обладают антиоксидантным и про- 
тивовоспалительным действием. Они гораздо 
эффективнее нейтрализуют пероксид водорода, 
чем H2S. Эти соединения также ингибируют 
синтез таких факторов, как TNF-α и IFN-β, ко- 
торые продуцируются макрофагами в ответ на 
вызванную липополисахаридами активацию 
Toll-подобного рецептора 4-го типа (TLR4) [102].  
В экспериментах с индукцией развития гепатита при  
помощи конканавалина-А также была показана  
противовоспалительная активность полисуль- 
фидов. Пероральное введение дипропилполи- 
сульфидов экспериментальным животным при- 
водило к снижению экспрессии таких марке- 
ров воспаления, как IL-1β, IL-12 и IL-16, при  
одновременном повышении экспрессии противо- 
воспалительного маркера – IL-10 [103]. 

Однако существует большое количество данных 
о том, что H2S обладает и провоспалительной 
активностью. Так, например, при исследовании 
панкреатита было показано, что уровень H2S, 
вырабатываемого ЦБС и ЦГЛ, повышен на фоне 
признаков воспаления и развития острой фазы 
заболевания. Применение ингибиторов фермен- 
тов синтеза H2S способствовало облегчению тече- 
ния болезни [104]. При этом доноры, обеспечи- 
вающие медленное высвобождение сероводо- 
рода, также демонстрировали противовоспали- 
тельное воздействие [105]. В печени наблюдается 
наибольший конститутивный уровень экспрес- 
сии ЦГЛ, что приводит к достаточному высо- 
кому базовому уровню H2S. Это закономерно, 
учитывая, что печень – ключевой орган для 
производства и выведения H2S [106]. Эндогенно 
вырабатываемый H2S участвует в регуляции 
метаболизма глюкозы, липидов и ксенобиотиков 
в печени [107]. Изменение уровня эндогенной 
продукции H2S приводит к ряду заболеваний пе- 
чени, включая фиброз, цирроз, а также некоторые 
виды онкологических заболеваний [108]. Низкий 
уровень H2S обеспечивает цитопротекторный 
эффект, в то время как высокая концентрация 
H2S может оказывать гепатотоксическое действие 
[109]. Кроме того, H2S принимает участие в  
некоторых аспектах функционирования почек,  
например, в регуляции водно-солевого баланса –  
скорости клубочковой фильтрации и реабсорб- 
ции натрия и калия [110]. Ферменты, ответст- 
венные за биосинтез H2S (ЦБС, ЦГЛ и 3-MСT), 
обнаруживаются практически во всех частях 
почки, при этом в проксимальных канальцах 
уровень их экспрессии относительно высок [111,  
112]. При развитии сепсиса наблюдают повы- 
шенный уровень H2S в плазме крови и повышен- 
ный уровень экспрессии ЦГЛ, в то время как вве- 
дение ингибиторов фермента способствует сни- 
жению уровня инфильтрации почек лейкоци- 
тами [113]. 

Таким образом, роль АФС в реакциях воспа- 
ления неоднозначна и требует дополнительного 
исследования. Широко применяемый метод те- 
рапии и подавления воспалительных реакций –  
использование стероидных гормонов и иммуно- 
супрессоров, однако эти средства обладают ши- 
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роким спектром побочных эффектов. Дан- 
ные, полученные за последние несколько лет,  
свидетельствуют в пользу того, что потенциаль- 
ными терапевтическими агентами могут слу- 
жить доноры АФС, однако при их использо- 
вании следует учитывать скорость высвобождения 
АФС.

4. ДЕТЕКЦИЯ АФС

Существуют два основных подхода к детек- 
ции АФС: прямой, когда определяется концент- 
рация эффекторной молекулы, и косвенный, при 
котором анализируются АФС-опосредованные 
модификации белков. В данном разделе мы 
остановимся на основных методах определения 
уровней H2S, пер- и полисульфидов.

4.1. Прямая детекция АФС

Методы этой группы позволяют количественно 
или полуколичественно определять концентрацию 
целевых соединений в биологических образцах. 
В целом их можно разделить на две большие 
группы. К первой относятся методы, которые 
можно применять для мониторинга внутри- 
или внеклеточных концентраций АФС in vivo, 
ко второй –методы in vitro, подразумевающие 
получение препаратов с нарушением целостности 
исследуемых объектов. 

4.2. Методы прижизненной детекции АФС

Для прижизненного исследования подходят раз- 
личные инструменты визуализации, такие как  
флуоресцентные красители, генетически кодируе- 
мые флуоресцентные биосенсоры и методы, осно- 
ванные на принципе гигантского комбинацион- 
ного рассеяния [114, 115]. 

Среди флуоресцентных красителей выделяют 
несколько групп. Механизм их функционирования 
основан на различных реакционных свойствах 
АФС (рис. 7): нуклеофильных, окислительно-
восстановительных и способности преципитиро- 
вать ионы металлов.

Одна из наиболее широко представленных групп 
красителей использует окислительно-восстано- 
вительные свойства H2S [116]. Разработано боль- 
шое количество проб, способных восстанавли- 

ваться при реакции с H2S, самые широко представ- 
ленные из них содержат азидную (–N3, рис. 7а) 
или нитрогруппу (–NO2, рис. 7б) и превращаются 
в соответствующие аминопроизводные, меняя 
при этом флуоресцентные свойства [117–119].  
Данные красители, однако, реагируют необ- 
ратимо и отличаются довольно низкими харак- 
терными скоростями реакций с H2S, кроме того,  
остается неясной степень интерференции других  
внутриклеточных восстановителей, например, 
тиолов. H2S может вступать в двойные нуклео- 
фильные реакции (реакция (4)), в то время как 
монозамещенные тиолы (глутатион, цистеин), 
более широко представленные в клетке, могут  
вступать только в одну нуклеофильную реак- 
цию (реакция (3)). На основе этого созданы флуо- 
ресцентные зонды с двумя электрофильными 
центрами, способные отличать H2S от похожих 
соединений. H2S способен реагировать с более 
электрофильной частью красителя с образова- 
нием промежуточного продукта, содержащего 
свободную SH-группу, которая, в свою очередь, 
может подвергаться присоединению по Михаэлю 
или спонтанной циклизации с изменением пара- 
метров флуоресценции зонда [120] (рис. 7в). 
Существуют также красители, работающие на  
основе механизмов присоединения H2S по двой- 
ным углерод-углеродным связям [121, 122], а  
также на реакциях тиолиза [123]. Третья из ос- 
новных групп красителей основана на крайне 
низких произведениях растворимости суль- 
фидов меди(II) и цинка (ПРCuS = 6.4 × 10–36 ;  
ПРZnS = 1.6 × 10–24) [124]. Ион металла в хела- 
тированной форме выступает в качестве тушителя 
флуоресценции, при реакции с H2S происходит 
образование соответствующего сульфида, со- 
провождающееся значительным усилением флуо- 
ресценции (рис. 7г) [125]. Для проб этого типа  
также неясны паттерны селективности, поскольку 
хелатировать или восстанавливать, например, 
ионы Cu2+, могут тиолы и NO. Кроме того, наибо- 
лее эффективно хелатирование происходит с фор- 
мой S2–, которая наименее представлена при физи- 
ологических значениях рН (рН 7.0–7.5) [126].

Зонды для детекции сульфановых соедине- 
ний основаны на реакциях либо нуклеофильных 
(рис. 7д), либо электрофильных (рис. 7е) групп  
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Рис. 7. Флуоресцентные красители для детекции H2S (а–г) и сульфановых соединений (д, е). (а, б) – Представители 
красителей, восстанавливающих H2S до аминогруппы из азидной группы (а) или нитрогруппы (б); (в) – красители с 
двумя электрофильными группами, показана дискриминация H2S от других тиоловых агентов; (г) – преципитационный 
краситель, основанный на образовании CuS из Cu2+, приводящем к усилению флуоресценции; (д, е) – красители, 
реагирующие с сульфановыми соединениями на основе нуклеофильных (д) или электрофильных (е) групп с 
последующим усилением флуоресценции.
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красителя с аналитом с образованием ковалент- 
ных аддуктов и последующим усилением флуорес- 
ценции за счет высвобождения флуорофорной 
части или, наоборот, за счет ослабления туше- 
ния [127–129].

Синтетические красители обладают рядом 
недостатков, осложняющих их применение в био- 
логических системах, среди них – цитотоксичность, 
низкая степень прохождения через клеточные 
мембраны, зачастую необратимость (однора- 
зовость) ответа. Также с точки зрения практичес- 
кого применения коммерчески доступны менее 
десятка из описанных красителей. Однако главный 
недостаток таких красителей – ограничения, свя- 
занные с применением in vivo или направленной 
локализации в определенных внутриклеточных 
компартментах. 

В качестве решения данной проблемы хорошо 
подходят генетически кодируемые флуоресцентные 
биосенсоры на основе GFP-подобных белков, 
которые могут быть легко направлены в различ- 
ные клеточные компартменты (например, в ядро,  
матрикс и межмембранное пространство мито- 
хондрий, ЭПР). Такие инструменты во многих 
случаях представляют безальтернативный подход 
к изучению соединений с высокой реакционной 
способностью в условиях in vivo. Для детекции 
H2S был создан такой белковый биосенсор cpGFP-
Tyr66pAzF на основе GFP, однако он содержит 
хромофор, который синтезируется из неприрод- 
ной аминокислоты – п-азидофенилтирозина (pAzF)  
[130]. Данная аминокислота встраивается на место  
остатка тирозина в последовательность биосен- 
сора и участвует в созревании хромофора, фор- 
мируя структуру, которая не демонстрирует флуо- 
ресцентных свойств по аналогии с азидными 
красителями, рассмотренными выше. Однако при 
реакции с H2S азидная группа восстанавливается 
до аминогруппы, что приводит к значительному 
усилению флуоресценции. Из недостатков следует 
отметить необратимость данной модификации, 
поэтому биосенсор cpGFP-Tyr66pAzF имеет 
“одноразовый” характер действия. Данный тип 
сенсоров не получил широкого применения 
на практике в основном из-за сложности при- 
менения не только в моделях in vivo, но и на 
клеточных культурах, поскольку для сборки такого 

биосенсора в клеточной системе необходимо 
внедрять не только его ген, но и соответствующую 
аминокислоту, ген аминоацил-тРНК-синтетазы и 
аминоацил-тРНК.

Другие генетически кодируемые флуорес- 
центные биосенсоры для регистрации сульфано- 
вых соединений psGFP и psRFP (модифициро- 
ванный mCherry) основаны на внедрении двух 
остатков цистеина вблизи хромофора. Эти редокс- 
активные остатки цистеина расположены на рас- 
стоянии, не позволяющем сформировать между 
ними дисульфидную связь, но доступном для  
образования трисульфидной связи при взаи- 
модействии с пер- и полисульфидами. Форми- 
рование связи между указанными остатками 
флуоресцентного белка приводит к изменению 
его спектральных характеристик [131, 132]. Био- 
сенсоры такого типа неселективны, поскольку 
способны вступать в реакцию со множеством 
биологически значимых окислителей [133, 134]. 

4.3. Биохимические методы детекции АФС

Существует большое разнообразие биохими- 
ческих подходов, связанных с анализом ex vivo 
образцов или гомогенатов, которые позволяют 
провести достаточно точную количественную 
оценку исследуемых модификаций, однако при 
этом теряется информация о пространственной 
и временной динамике АФС. Возможны также  
артефакты измерений, связанные с высвобожде- 
нием лабильной серы, например, из железосер- 
ных кластеров, а также с потерями из выделяемых 
образцов газообразного H2S при физиологичес- 
ких значениях рН [135]. Анализу применений и 
особенностей данных методов посвящено боль- 
шое количество работ [6, 125, 136–138]. Среди  
них наиболее распространены подходы для детек- 
ции H2S с использованием колориметрических 
методов c образованием производных, например, 
на основе метиленового синего [139]. Также ши- 
роко распространено применение высокоэффек- 
тивной хроматографии с прямой хемилюминес- 
центной детекцией [140], с детекцией флуорес- 
ценции производных монобромбимана и H2S  
[141], а также сочетание с масс-спектрометричес- 
кими подходами [64].
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Интересным подходом для оптимизации ско- 
рости измерений и возможности миниатюризации 
приборов с целью их последующей имплантации в 
живые организмы могут быть электрохимические 
сенсоры на основе ион-селективных [142] или 
полярографических электродов [143]. Однако 
представленные на сегодняшний день такие под- 
ходы характеризуются отличающейся на порядки 
чувствительностью, поэтому “золотой стандарт” 
измерения H2S в биологических образцах по-
прежнему отсутствует. Измерение однотипных 
образцов указанными методами приводит к 
противоречивым оценкам уровня H2S [144, 145].

Для измерения уровней сульфановых соедине- 
ний используются методы холодного цианолиза 
[24,146], ВЭЖХ производных алкилирующих 
агентов монобромбимана [64] или иодацетамида 
[147], совмещенной с масс-спектрометрией, а 
также изотопное разбавление, совмещенное с масс-
спектрометрией [148]. Для большинства данных 
методов характерна проблема селективности в  
отношении какой-либо группы сульфановых сое- 
динений, что особенно осложняется при работе 
со сложными биологическими образцами (гомо- 
генатами, биологическими жидкостями), к тому  
же персульфиды демонстрируют низкую стабиль- 
ность при пробоподготовке. Вследствие этого 
наблюдаются довольно сильные расхождения в 
оценках уровней сульфановых соединений для 
схожих образцов с применением данных мето- 
дов [24, 146].

4.4. Детекция АФС-опосредованных  
модификаций белков

Широко распространены методы анализа ко- 
нечных продуктов реакций АФС – модифи- 
цированных белковых молекул, которые изменяют 
свои свойства или активность в клетке. Среди 
рассматриваемых модификаций в первую оче- 
редь представляют интерес персульфиды и поли- 
сульфиды остатков цистеина. Несмотря на то,  
что данные подходы зачастую позволяют опре- 
делять белковые регуляторные мишени и даже  
конкретные модифицированные остатки, все  
же оказывается невозможным напрямую свя- 
зать изменение уровней АФС с изменением 
паттернов модификаций. Данные методы не 

всегда количественные, а также они не позволяют 
следить за процессами с высоким временным 
разрешением, хотя бы в минутной или даже 
часовой динамике. Напрямую оценивать наличие 
подобных модификаций трудно, во-первых, из-
за нестабильности персульфидной группы, в  
том числе при масс-спектрометрии, а во-вторых,  
из-за крайней схожести в Δm/z при персульфиди- 
ровании и окислении до остатков сульфиновой 
кислоты [149]. Популярный подход – примене- 
ние ковалентных меток, специфически реагирую- 
щих с АФС-модифицированными остатками 
цистеина. Важно, чтобы при этом они не всту- 
пали во взаимодействия с альтернативными мо- 
дификациями остатков. Одним из первых по- 
добных подходов стал метод на основе S-метил- 
метантиосульфоната (ММТС) и N-[6-(биотин- 
амидо)гексил]-3′-(2′-пиридилтио)пропионамида 
(биотин-ГПДП), которые последовательно 
добавляют к образцу, в результате чего проис- 
ходит специфическое биотинилирование персуль- 
фидированных белков с последующим их выде- 
лением на стрептавидиновом носителе (рис. 8а). 
Далее фракцию полученных персульфидирован- 
ных белков можно анализировать с помощью 
иммуноблоттинга или масс-спектрометрически 
[150]. Однако было показано, что при данном 
методе происходит биотинилирование, в том 
числе немодифицированных остатков цистеина, 
а также образование внутри- и межмолекулярных 
дисульфидных связей [6, 151].

Простой в использовании метод – обработка  
образца флуоресцентным производным N-этил- 
малеимида (NEM-Cy5), алкилирующим как ос- 
татки цистеина, так и его персульфидированные мо- 
дификации [14]. После обработки восстанавли- 
вающим агентом (ДТТ) флуоресценция персуль- 
фидированных белков снижается из-за диссоциа- 
ции флуоресцентной метки, что можно детек- 
тировать в параллельных электрофоретических 
разделениях (рис. 8б). Стоит заметить, что для  
NEM показана способность реагировать с амино- 
группами [152], что снижает селективность данного 
метода. Для оптимизации такого подхода с целью 
получения более высокого разрешения приме- 
няют биотин-конъюгированные производные  
NEM, которые позволяют после трипсинолиза 
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провести очистку полученных пептидов, содер- 
жащих персульфидированные остатки цистеина, 
с последующим анализом методами ВЭЖХ-МС 
(рис. 8в) [24, 153]. Модификации данной методики 
в совокупности с использованием изотопных меток 
позволяют проводить количественные протеом- 
ные исследования, однако анализ может быть 
затруднен из-за перекрестной реактивности произ- 
водных NEM с остатками сульфеновых кислот 
цистеина [154]. Проблема, связанная с занижением 
оценок уровней модифицированных остатков для 
рассмотренного выше метода, может быть решена 
в подходах, в которых сорбция осуществляется 
только для персульфидированных остатков. В 
одной из методик было предложено применение 
метилсульфонилбензотиазола (МСБТ) в качестве 
блокирующего агента, модифицирующего как 
тиоловые, так и персульфидные группы. Однако 
аддукт персульфида и МСБТ с повышенной 
электрофильностью на следующей стадии мето- 
дики становится мишенью либо флуоресцентных 
(CN-Cy3), либо биотинилированных производ- 
ных (CN-биотин) цианоуксусной кислоты (рис. 8г),  
для последних в дальнейшем производится аф- 
финная очистка с дальнейшим масс-спектро- 
метрическим анализом [57]. Недостатки данного 
подхода – низкая растворимость производных 
МСБТ в водных растворах и низкая стабильность 
цианоацетатных аддуктов при МС-анализе [24, 
153]. Авторами данной методики был предложен 
ряд изменений, облегчающих процедуру экспе- 
римента за счет использования коммерчески  
более доступных и более селективных в отноше- 
нии персульфидов реагентов [77]. 

Данные протеомных исследований, получен- 
ные, по большей части, описанными выше мето- 
дами, разнятся в оценках представленности пер- 
сульфидных модификаций остатков цистеинов  
белков от ~5% (для протеома MIN6 панкреати- 
ческой линии клеток мыши) до 0.15% (для про- 
теома линии HEK293). Такая разница может 
действительно отражать физиологические раз- 
личия разных типов клеток, но может быть по- 
лучена и из-за применения разных подходов [66, 
153]. Поэтому разработка надежных методов 
исследования динамики АФС и определение 

модификаций их мишеней по-прежнему остается 
актуальной задачей. 

5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Активные формы серы – важные участники 
различных сигнальных каскадов, регулирующих 
как физиологические, так и патофизиологические 
процессы в живых системах. Существуют убеди- 
тельные доказательства того, что нарушения синтеза 
или катаболизма АФС коррелируют с развитием 
таких социально значимых заболеваний, как 
болезнь Альцгеймера, боковой амиотрофический 
склероз, болезнь Паркинсона, диабет, заболевания 
сердечно-сосудистой системы и др. [155]. В 
последнее время как доноры H2S, так и сами АФС 
находят все более активное применение в качестве 
терапевтических агентов [156, 157]. Однако нес- 
мотря на достигнутый в последние десятилетия 
прогресс в установлении механизмов образования, 
катаболизма и воздействия АФС, многое еще 
остается малоизученным, не в последнюю очередь, 
в связи с отсутствием инструментов, позволяющих 
с высокой селективностью и высоким временным 
разрешением проводить исследования в условиях 
in vivo. В связи с этим развитие методов детекции 
АФС остается одной из актуальных задач как сов- 
ременной химии, так и биотехнологических ис- 
следований. Расширение палитры красителей и 
генетически кодируемых инструментов позволит 
как увеличить пул информации об участии H2S и 
его производных в биологических процессах, так 
и подобрать потенциальные мишени и препараты 
для борьбы с различными заболеваниями. 
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The discovery of new classes of regulatory molecules in human and animal metabolism always leads to a 
large-scale study of their properties in the context of biochemistry, physiology, and pharmacology. About  
20 years ago, hydrogen sulfide (H2S) and its derivatives – active sulfur forms (ASFs): persulfides, polysul-
fides, nitrosothiols, sulfenic acids, etc. – became one of such classes of molecules. The participation of ASFs 
in a variety of physiological and pathological processes, such as regulation of vascular tone, inflammation, 
long-term potentialization in the central nervous system, etc., has been shown. Changes in ASF levels or 
patterns of modification of their targets are associated with a wide range of pathologies: cardiovascular, 
oncologic, neurodegenerative, and others. For a part of these processes, mechanisms have been studied 
that involve direct modification of regulatory (NF-κB, Keap1) or effector (GAFD, eNOS, TRPA1) proteins 
through reactions of cysteine residues and metal-containing centers with APS. The presence of different 
regulated enzymatic systems producing APS and numerous molecular targets allows us to consider H2S 
and its derivatives as an important class of small regulatory molecules. H2S is counted among the so-called 
“gas transmitters”, along with nitric oxide(II) and carbon monoxide. Over the last 20 years, a huge amount 
of data on the biochemistry of these compounds and approaches to their study has been accumulated.

Keywords: H2S, polysulfides, persulfides, reactive sulfur species (RSS), persulfidation, detection of RSS
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За последние десятилетия оптическая микроскопия претерпела значительные изменения благодаря 
преодолению дифракционного предела оптического разрешения и развитию методов визуализации 
с высоким разрешением, которые объединили под термином флуоресцентная наноскопия. 
Такие подходы позволяют исследователям наблюдать биологические структуры и процессы с 
наномасштабным уровнем детализации, раскрывая их ранее скрытые особенности и помогая 
отвечать на фундаментальные биологические вопросы. Среди передовых методов флуоресцентной 
наноскопии можно выделить STED (Stimulated Emission Depletion Microscopy), STORM (STochastic 
Optical Reconstruction Microscopy), PALM (Photo-activated Localization Microscopy), TIRF (Total In-
ternal Reflection Fluorescence), SIM (Structured Illumination Microscopy), MINFLUX (Minimal Photon 
Fluxes), PAINT (Points Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography) и RESOLFT (REversible 
Saturable Optical Fluorescence Transitions) и др. Большинство указанных методов позволяют получать 
объемные (3D) изображения исследуемых объектов. В данном обзоре рассмотрены принципы этих 
методов, их достоинства и недостатки, а также применение в биологических исследованиях. 

Ключевые слова: оптическая микроскопия, флуоресцентная микроскопия, сверхвысокое разрешение, 
флуоресцентная наноскопия, дифракционный предел
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1. ВВЕДЕНИЕ

В обзоре рассмотрен ряд методов флуорес- 
центной наноскопии (оптической флуоресцентной 
микроскопии с наномасштабным разрешением): 
микроскопия со структурированным освещением 
(Structured Illumination Microscopy, SIM), микро- 
скопия с истощением стимулированного излучения 
(Stimulated Emission Depletion Microscopy, STED),  
микроскопия стохастической оптической реконст- 
рукции (STochastic Optical Reconstruction Micros- 
copy, STORM), фотоактивируемая локализацион- 
ная микроскопия (Photo-activated Localization 
Microscopy, PALM), микроскопия обратимых насы- 
щаемых оптических флуоресцентных переходов 
(REversible Saturable Optical Fluorescence Transi- 
tions, RESOLFT), наноскопия с минимальными по- 
токами фотонов (Minimal Photon Fluxes, MINFLUX),  
флуоресцентная микроскопия полного внутрен- 
него отражения (Total Internal Reflection Fluores- 
cence, TIRF), накопление точек для визуализа- 

ции в наноразмерной топографии (Points Accumu- 
lation for Imaging in Nanoscale Topography, PAINT). 

Все эти методы используют флуорофоры, ко- 
торые поглощают фотоны в “основном” состоянии 
и испускают флуоресценцию в “возбужденном” 
состоянии, что позволяет улучшить контраст во  
флуоресцентной микроскопии. Изначально флуо- 
ресцентная микроскопия имела ограничение опти- 
ческого разрешения, связанное с числовой апер- 
турой объектива и длиной волны света, которое  
было описано Эрнстом Аббе [1]. Так, разрешение 
светового оптического микроскопа определяется 
следующим образом. Поскольку световая волна  
может быть дифрагированной, функция трех- 
мерного рассеяния точки (Point Spread Function, 
PSF), создаваемая точечным объектом, имеет ко- 
нечный размер. Основываясь на конструктивной 
интерференции в пространстве, полная ширина  
на полувысоте (Full Width At Half Maximum, 
FWHM) PSF составляет Δr ≈ λ/(2η × sinα) в фо- 
кальной плоскости и Δl  ≈  λ / (η × sin2α) вдоль опти- 
ческой оси, где λ – длина волны света, α – апер- 

Сокращения: ACE2 – ангиотензинпревращающий фермент 2 (Angiotensin-Converting Enzyme 2); FWHM – полная ширина на 
уровне половины высоты (Full Width at Half Maximum); HS-SIM – высокоскоростная микроскопия структурированного осве-
щения (High Speed SIM); iPALM – интерферометрическая фотоактивируемая локализационная микроскопия (Interferometric 
Photoactivated Localization Microscopy); LIVE-PAINT – визуализация живых клеток с использованием накопления точек обра-
тимых взаимодействий для визуализации в наномасштабной топографии (Live cell Imaging using reVersible intEractions Points 
Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography); MAI-SIM – интерферометрическая микроскопия со структурированным 
освещением на основе машинного обучения (Machine Learning Assisted Interferometric Structured Illumination Microscopy); 
MA-TIRF – многоугольная флуоресценция полного внутреннего отражения (Multiangle Total Internal Reflection Fluorescence); 
MICOS – место контакта митохондрий и кристы с внешней мембраной (Mitochondria Contact Site and Cristae to Outer Mem-
brane); MINFLUX – минимальные флуктуации фотонов (MINimal photon FLUxes); NA – числовая апертура (Numerical Aper-
ture); PAFP – фотоактивируемый флуоресцентный белок (Photoactivatable Fluorescent Protein); PAINT – накопление точек для 
визуализации наномасштабной топографии (Points Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography); PALM – фотоактиви-
руемая локализационная микроскопия (Photo-activated Localization Microscopy); PIEZO – механочувствительный компонент 
ионного канала пьезотипа (Piezo Type Mechanosensitive Ion Channel Component); pPAINT – накопление белковых точек для 
визуализации наномасштабной топографии (Protein Point Accumulation in Nanoscale Topography); PSF – функция рассеяния 
точки (Point Spread Function); RAIN-STORM – быстрая визуализация тканей с помощью наномасштабной микроскопии сто-
хастической оптической реконструкции (Rapid Imaging of Tissues at the Nanoscale); RBD – рецептор-связывающий домен 
(Receptor-Binding Domain); RESOLFT – обратимые насыщающиеся оптические флуоресцентные переходы (REversible Satu-
rable Optical Fluorescence Transitions); RIM – микроскопия случайного освещения (Random Illumination Microscopy); SARS-
CoV-2 – коронавирус 2, связанный с тяжелым острым респираторным синдромом (Severe Acute Respiratory Syndrome-related 
Coronavirus 2); SIM – микроскопия структурированного освещения (Structured Illumination Microscopy); SIMPLER – микро-
скопия сверхкритического освещения, фотометрическая z-локализация с повышенным разрешением (Supercritical Illumina-
tion Microscopy Photometric z-Localization with Enhanced Resolution; SMLM – микроскопия локализации одиночных моле-
кул (Single-Molecule Localization Microscopy); SR-SIM – высокоразрешающая микроскопия структурированного освещения 
(Super Resolution-Structured Illumination Microscopy); STED – микроскопия на основе подавления спонтанного испускания 
(Stimulated Emission Depletion Microscopy); STORM – микроскопия стохастической оптической реконструкции (STochastic 
Optical Reconstruction Microscopy); TIRF – флуоресценция полного внутреннего отражения (Total Internal Reflection Fluores-
cence); ЭМ – электронная микроскопия.
# Автор для связи: (тел.: +7 (965) 392-24-91; эл. почта: d.solovieva@mail.ru).
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турный угол объектива, η – показатель преломления 
иммерсионной среды; Δr – FWHM PSF в латераль- 
ных направлениях, Δl – FWHM PSF в аксиальных 
направлениях. Как показано на рис. 1, при визуа- 
лизации в видимом свете (λ = 632.8 нм) и масля- 
ном иммерсионном объективе с числовой аперту- 
рой (Numerical aperture, NA) 1.40 (NA = η × sinα)  
поперечный размер PSF составляет ~226 нм, а  
аксиальный размер PSF – ~487 нм. Таким образом, 
ограниченная дифракция света приводит к низ- 
кому разрешению структур, лежащих за дифрак- 
ционным пределом, что создает проблемы для 
детекции молекулярных структур. 

С середины XX века было введено несколько 
подходов, включая конфокальную флуоресцент- 
ную микроскопию [2] и многофотонную микро-
скопию [3], для уменьшения расфокусированного 
фона флуоресценции. Конфокальная флуорес- 
центная микроскопия улучшает пространственное 
разрешение в √2 раза по сравнению с традицион- 
ной флуоресцентной микроскопией, но на прак- 
тике одно- и двухфотонная флуоресцентная конфо- 
кальная микроскопия обеспечивают практически 
одинаковое разрешение из-за конечного размера  
детектора. Однако в начале 1990-х гг. были разра- 
ботаны базовые концепции, которые позволяют 
превзойти предел оптической дифракции в флуо- 
ресцентной микроскопии дальнего поля, в част- 
ности 4Pi-микроскопия, в которой за счет рас- 
ширения волнового фронта освещения или обна- 
ружения латеральное разрешение варьируется от 
80 до 150 нм [4, 5]. 

Методы микроскопии сверхвысокого разре- 
шения можно разделить на две группы (рис. 2). 
Первая группа (детерминированные методы) вклю- 
чает микроскопию структурированного освеще- 
ния и ее производные, в которой для преодоления 
дифракционного предела используются волно- 
вая оптика и обработка изображений. Вторая груп- 
па (стохастические методы) – методы, преодоле- 
вающие дифракционный предел за счет преи- 
муществ фотопереключаемых флуоресцентных 
маркеров. Ко второй группе относится локали- 
зационная микроскопия одиночных молекул 
(Single-Molecule Localization Microscopy, SMLM) 
[6], которая охватывает целый ряд методов, 
например, STORM и PALM, которые улучшают 
разрешение за счет случайного включения и  
выключения излучения одной молекулы в ди-
фракционно ограниченном объеме в разные мо- 
менты времени и детекции, т.е. в области ди- 
фракционного предела свет излучает только одна 
молекула, и в дальнейшем регистрируются разные 
наборы молекул. SMLM генерирует большие 
объемы данных в виде 2D- или 3D-облаков точек 
с миллионами локализаций и связанными с ними 
неопределенностями. 

SMLM применяется во многих областях биоло- 
гии и медицины, таких как изучение онкологичес- 
ких заболеваний, клеточного иммунитета, пато- 
генеза неврологических заболеваний и разра- 
ботка связанных с ними лекарственных препаратов 
[7, 8], исследования в клеточной биологии [9].

 

Рис. 1. Схема, отображающая разрешение светового оптического микроскопа.
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Далее в обзоре рассмотрены некоторые наибо- 
лее широко распространенные методы наноско- 
пии, а также представлены наиболее современные 
работы с их применением.

2. МЕТОДЫ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ  
НАНОСКОПИИ STED

Микроскопия на основе подавления спонтан- 
ного испускания позволяет получать флуорес- 

центные изображения в дальнем поле с неограни- 
ченным дифракционным разрешением [10]. Тех- 
нически метод довольно сложен, впервые он был 
описан в 1994 г. [11, 12]. В STED-микроскопии 
возбуждение флуорофоров производится двумя 
пространственно наложенными друг на друга 
лазерными пучками. Обычный (имеющий Гауссов 
профиль) пучок возбуждает флуоресценцию моле- 
кул, а сверхразрешение достигается путем ослаб- 

 

Рис. 2. Классификация методов микроскопии сверхвысокого разрешения. (а), (б) – Детерминированные методы, 
в основе которых лежит информация о пространственном распределении: (а) – заложенном в паттерн освещения 
(последовательное освещение образца стоячей волной): SIM (Structured Illumination Microscopy), SMI (Spatially 
Modulated Illumination Microscopy), SSIM (Saturated Structured Illumination Microscopy); (б) – о размере области, 
испускающей свет (отклик флуорофора на возбуждение света, которое стимулирует испускание): RESOLFT (REversible 
Saturable Optical Fluorescence Transitions), STED (Stimulated Emission Depletion Microscopy), SPEM (Scanning 
PhotoElectron Microscope), GSD (Ground State Depletion Microscopy), TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence);  
(в) – стохастические методы, в основе которых лежит возможность локализации одиночных молекул практически 
с любой точностью, которая определяется числом зарегистрированных фотонов: PAINT (Points Accumulation for 
Imaging in Nanoscale Topography), DNA-PAINT (DNA Points Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography), STORM 
(STochastic Optical Reconstruction Microscopy), dSTORM (Direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy), PALM 
(Photo-activated Localization Microscopy), fPALM (DNA structure fluctuation-assisted BALM), BALM (Binding-Activated 
Localization Microscopy), MINFLUX (Minimal Photon Fluxes), SOFI (Super-resolution Optical Fluctuation Imaging).

(а)

(б)

(в)
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ления возбуждения периферийных флуоресцент- 
ных молекул с помощью светового пучка, имею- 
щего фокальное пятно в форме тора и смещенного 
по частоте в красную область спектра по сравнению 
с возбуждающим пучком – так называемый исто- 
щающий STED-пучок. STED-пучок перекрывает 
ограниченное дифракцией фокусное пятно воз- 
буждения, и флуоресцентный сигнал излучается 
только из полой центральной области пучка STED,  
которая меньше, чем ограниченное дифракцией 
фокусное пятно возбуждающего пучка, что поз- 
воляет преодолеть дифракционный предел. Увели- 
чение интенсивности пучка STED уменьшает эф- 
фективную функцию рассеяния точки (PSF) до  
размера, который в принципе не ограничен ди- 
фракцией. Однако стоит учитывать зависимость 
разрешения от интенсивности флуоресценции 
в центре пучка STED, т.е. если интенсивность 
флуоресценции изначально мала, то и ее вели- 
чина в центре пучка будет также незначительна. 
Увеличивая интенсивность пучка STED, диаметр 
эффективных пятен ограничивается латераль- 
ным разрешением 20–70 нм. Аксиальное разре- 
шение достигает 40–150 нм. Также необходимо 
использовать подходящие красители и адаптив- 
ное освещение, чтобы избежать фотообесцве- 
чивания. Кроме того, системные и вызванные 
образцом аберрации пучка STED могут значи- 
тельно снизить качество луча и создать незначи- 
тельную минимальную интенсивность. 

Безусловно, метод STED совмещается с другими 
методами микроскопии, например, с TIRF, SIM,  
PAINT, которые рассмотрены ниже. Кроме того, 
STED может быть совместим технологиями получе- 
ния 3D-изображений посредством ультрамик- 
ротомии с интегрированными оптическими систе- 
мами, как, например, уникальная научная установ- 
ка “Система зондово-оптической 3D корреляцион- 
ной микроскопии” (https://ckp-rf.ru/usu/486825/)  
[13].

Исходная конфигурация STED-пучка обес- 
печивает повышение разрешения только в лате- 
ральном направлении. Для достижения трех- 
мерного субдифракционного разрешения необ- 
ходимо создать трехмерную точку “нулевой” ин- 
тенсивности, окруженную областями с высокой 
интенсивностью STED по всем направлениям. В 

качестве примера решения такой задачи можно 
привести работу Heine et al. [14], в которой ис- 
пользовали два наложенных друг на друга STED-
пучка. Один из этих пучков образует фокус в 
форме тора и ограничивает флуоресценцию в 
латеральном направлении, а другой создает пустую 
зону в области перетяжки фокуса и ограничивает 
флуоресценцию в аксиальном направлении. Такое 
решение наиболее практичное и простое. 

Среди методов сверхразрешающей микро- 
скопии (STORM, PALM, RESOLFT) STED-микро- 
скопия эффективно применяется для визуали- 
зации in vivo, главным образом благодаря возмож- 
ности трехмерного секционирования, что является 
идеальным подходом для микроскопии тканей 
при использовании стандартных флуоресцентных 
белков [15]. Прорывным применением STED-
микроскопии стало исследование дендритных и 
аксональных структур мозга живой мыши [16– 
19]. В 2018 г. удалось получить изображения нано- 
масштабного распределения каркасного белка  
PSD95 на постсинаптической мембране возбуж- 
дающих синапсов в зрительной коре у живых 
мышей [17]. Изображения отличались высоким 
контрастом и низкой фоновой засветкой, а 
латеральное разрешение составило ~70 нм на 
глубине ≤25 мкм. В обзоре Calovi et al. (2021) [20]  
описаны технические преимущества STED-мик- 
роскопии для визуализации живых тканей голов- 
ного мозга, а также освещены ключевые нейро- 
биологические результаты, полученные с помощью 
этого метода. 

Одно из применений микроскопии 3D-STED – 
изучение синаптической функции и пластичности 
[8]. Например, Katsube et al. [21] использовали 
для количественной оценки числа возбуждающих 
синапсов у мышей с синдромом Кауфмана в зонах 
СА1 и СА2 гиппокампа.

Другое применение – изучение локализации 
и динамики белков внутри клеток. Так, в 2023 г. 
была опубликована работа по количественному 
анализу белковых маркеров литических гранул 
иммунологических синапсов с помощью визуали- 
зации τau-STED и 3D-количественной солокали- 
зации маркеров литических гранул [22]. С исполь- 
зованием 3D STED исследуют механизмы липид- 
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ного обмена в реальном времени. Carravilla et al.  
[23] выполнили количественную оценку биофизи- 
ческих параметров мембраны с высоким времен- 
ным и пространственным разрешением, длитель- 
ным временем сбора данных. В частности, на живых 
клетках показаны процессы образования пузырьков 
и липидного обмена во время слияния мембран, 
а также благодаря корреляционной спектроско- 
пии выполнена одновременная количественная 
оценка мембранной динамики и упаковки липидов.

STED применяется и для получения объем- 
ных изображений целых клеток. Например,  
Spahn et al. [24] исследовали живые бактери- 
альные (Escherichia coli) и эукариотические  
клетки с использованием флуорогенных меток, 
которые обратимо связываются со структурой-
мишенью. Такую концепцию обратимого связы- 
вания флуорофоров используют в микроскопии 
локализации одиночных молекул (SMLM) [25], а 
изначально она была реализована в накоплении 
точек для визуализации в наноразмерной топо- 
графии (PAINT). Постоянный обмен метками га- 
рантирует удаление фотообесцвеченных флуо- 
рофоров и их замену интактными флуорофорами, 
тем самым обходя ограничения, связанные с 
обесцвечиванием изображений сверхвысокого 

разрешения STED. Эта концепция отличается 
от традиционных для STED подходов, которые  
уменьшают фотообесцвечивание постоянно связан- 
ных меток за счет заполнения дополнительных 
молекулярных состояний.

Так, Spahn et al. [24] с помощью сменных ме- 
ток удалось достичь высокой плотности марки- 
ровки, избежать обесцвечивания флуорофоров и 
обеспечить многоцветную 3D STED-визуализацию 
живых клеток (рис. 3). 

3. RESOLFT

Микроскопия RESOLFT – тип микроскопии 
сверхвысокого разрешения, в которой исполь- 
зуется обратимое фотопереключение флуорес- 
центных молекул [26–28]. Метод RESOLFT – 
усовершенствование концепции STED, поскольку 
он может дать разрешение, подобное STED, при 
низкой интенсивности истощающего луча. Так, 
латеральное разрешение RESOLFT достигает 40– 
80 нм, а аксиальное – 70–90 нм.

В микроскопии RESOLFT образец метят спе- 
цифическими фотопереключаемыми флуорес- 
центными красителями, которые могут переклю- 
чаться между ярким и темным состояниями. 
Лазерный луч с фокальным пятном в форме 

Рис. 3. 3D-STED-визуализация фиксированных клеток HeLa с флуоресцентно мечеными мембранами (зеленый) и ДНК 
(красный), с достижением почти изотропного разрешения, масштабный отрезок 5 мкм [24].



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

468 СОЛОВЬЕВА и др.

тора используется для перевода флуоресцентных 
молекул в темное состояние. Затем второй 
лазерный луч используется для возбуждения 
молекул в этой темной области и переключения 
их обратно в яркое состояние. Тщательно 
контролируя интенсивность и положение этих 
двух лазерных лучей, можно контролировать 
размер яркого пятна и уменьшать его до уровня 
ниже дифракционного предела света.

RESOLFT имеет преимущества перед STED-
микроскопией с точки зрения уменьшения фото- 
обесцвечивания и фотоповреждения образца, 
поскольку для получения истощения используется 
пучок низкой интенсивности. Кроме того, микро- 
скопия STED может быть модифицирована до  
установки RESOLFT с использованием модуля- 
ционного луча вместо STED-луча.

Улучшение разрешения в RESOLFT, как и в 
STED, достигается различными способами: ис- 
пользованием разных оптических схем [29, 30], 
применением различных типов красителей. На- 
пример, используются так называемые диады, 
состоящие из фотохромного переключателя, кова- 
лентно связанного с флуоресцентным красителем, 
которые позволяют контролировать излучение 
красителя за счет обратимой фотоизомеризации 
переключателя [31, 32]. Благодаря такой диаде  
Damenti et al. [32] получили 2D- и 3D-изобра- 
жения тонкой трубчатой организации эндоплаз- 
матического ретикулума (ЭПР) аксонов, а макси- 
мальное пространственное разрешение составило 
50 нм. Результаты показали сложную трубчатую 
сеть ЭПР вдоль нейритов с размером некоторых 
канальцев 60 нм. Авторы сделали следующие 
выводы: 1) сложность сети ЭПР с точки зрения 
количества канальцев, соединений и длины ветвей 
канальцев связана с размером ширины нейритов, а 
не с конкретной функцией компартмента; 2) труб- 
чатая трехмерная геометрия нейронных ветвей 
влияет на пространственную организацию сети  
ЭПР для обеспечения и оптимизации распреде- 
ления ресурсов.

Применение RESOLFT широко распространено, 
как и STED, особенно в областях клеточной 
биологии, нейробиологии и структурной биоло- 
гии [33–35]. 

4. STORM

В отличие от STED-микроскопии, в STORM  
[36], PALM [37] и PAINT отдельные флуорес- 
центные молекулы считываются из случайных ко- 
ординат. При освещении широким полем вклю- 
чается или активируется отдельная молекула. Сле- 
дующая активированная молекула находится 
на расстоянии λ⁄2η (где λ – длина волны света, 
η – показатель преломления) от предыдущей 
активированной молекулы. Повторное возбужде- 
ние молекул формирует увеличенное дифрак- 
ционное пятно на камере. Затем изображение 
собирается молекула за молекулой по механизму 
темного-яркого-темного состояния как для пере- 
ключаемых, так и для не переключаемых флуо- 
рофоров. Обнаруженные фотоны позволяют 
локализовать положение центра пятна и опреде- 
лить латеральное положение молекул (рис. 4). 

Следует отметить, что для получения высоко- 
качественных изображений STORM требуются 
флуорофоры с высоким выходом фотонов на одно  
событие переключения, высокой фотостабиль- 
ностью и несколькими циклами переключения. 
Среди этих свойств низкий рабочий цикл вклю- 
чения-выключения приводит к максимальной 
плотности флуорофоров, что способствует дости- 
жению максимального разрешения изображе- 
ния. Подбор флуорофоров – одна из главных задач 
для данного типа микроскопии, т.к. от них, по 
большей мере, и зависит разрешение изображе- 
ний. Так, в обзорах [38, 39] описаны необходи- 
мые свойства существующих флуорофоров и даны 
рекомендации по использованию флуоресцент- 
ных зондов в микроскопии локализации одиноч- 
ных молекул.

В статье 2008 г. Huang et al. [40] описан метод 
3D-STORM, основанный на определении точного 
положения отдельных флуорофоров с помощью 
анализа астигматизма оптических изображений, 
возникающего за счет введения цилиндрической 
линзы в оптический тракт микроскопа. Таким 
образом, PSF по X и по Y будет иметь разную 
эллиптичность при разных Z. Иными словами, 
фокальные плоскости для X и Y будут отличаться. 
Коррелируя зависимости эллиптичности по Z  
для направлений X и Y, определяют глубину 
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залегания флуорофора. С использованием дан- 
ного подхода удалось достичь разрешения изобра- 
жения в размере 20–30 нм в латеральном изме- 
рении и 50–60 нм в аксиальном измерении. В ра- 
боте Albrecht et al. [41] представлен метод быстрой  
визуализации тканей на наноуровне (Rapid Ima- 
ging of Tissues at the Nanoscale, RAIN-STORM), 
улучшенный и масштабируемый подход к опти- 
мизации наноскопических изображений, кото- 
рый улучшает 3D-визуализацию субклеточных 
мишеней в объеме ткани. По сути, RAIN-STORM –  
оптимизированная методика пробоподготовки  
и набор параметров для визуализации стан- 
дартных образцов тканей для широкого спектра 
молекулярных мишеней с использованием ком- 
мерчески доступных реагентов и систем визуа- 
лизации. Также в статье Albrecht et al. [41] пред- 
ставлен избранный набор параметров 3D-визуа- 
лизации тканей на основе разрешения, плотности 
маркировки антител и уменьшения фоновой 
флуоресценции. С помощью RAIN-STORM полу- 
чены трехмерные наноскопические изобра- 
жения для более чем 20 объектов, включая си- 
напсы, нейроны, глию (рис. 5) и сосудистую сеть  
в сетчатке. Цикл измерений, начиная от под- 
готовки образцов до получения изображений, за- 
нимает один день. Кроме того, метод можно при- 
менять к клиническим образцам для выявления 

наноразмерных особенностей клеток и синап- 
сов человека, что открывает путь для высоко- 
производительных исследований наноскопичес- 
ких мишеней в тканях.

Микроскопия сверхвысокого разрешения 3D- 
STORM позволяет с наномасштабной точностью 
детектировать трехмерное пространственное 
положение флуорофоров. Так, Hu et al. [42] данным 
методом определили расположение зависимой от 
микротрубочек регуляции кластеров подосом, 
разрушающих матрикс, в макрофагах. Подосомы 
макрофагов – важная адгезионная архитектура 
на основе актина, они играют решающую роль в 
миграции клеток и инвазивности матрикса. Авторы 
определили ультраструктурную организацию клас- 
теров подосом в первичных макрофагах, взаим- 
ную локализацию компонентов ядра и кольца 
подосомы, а также продемонстрировали, что 
микротрубочки проходят через подосомы в слой 
миозина (рис. 6). Пространственное разрешение 
достигло 20 и 50 нм в латеральном и аксиальном 
направлениях.

Наноскопию STORM применяют в сочетании 
с другими методиками, например, Kim et al. [43] 
предложили специфические протоколы подго- 
товки образцов для STORM и методов электрон- 
ной микроскопии (ЭМ). Данные протоколы реа- 

Рис. 4. Последовательность изображений STORM с использованием гипотетического гексамерного объекта, меченного 
красными флуорофорами, которые можно переключать между флуоресцентным и темным состоянием с помощью 
красного и зеленого лазеров. Все флуорофоры сначала переводятся в темное состояние импульсом красного лазера. 
В каждом цикле визуализации зеленый лазерный импульс используется для включения только части флуорофоров, 
образуя оптически разрешимый набор активных флуорофоров. Далее при красном освещении эти молекулы излучают 
флуоресценцию до тех пор, пока не выключатся, что позволяет с высокой точностью определить их положение (белые 
крестики). Затем общее изображение восстанавливается на основе положений флуорофора, полученных в результате 
нескольких циклов визуализации [36].
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лизуют возможности получения ЭМ-изображе- 
ний после STORM-наноскопии образца, а также 
наоборот – для реализации STORM после ЭМ.  
В качестве образцов, демонстрирующих успеш- 
ность применения методик, авторы выбрали микро- 
трубочки и митохондрии клеток линии BS-C-1,  
а также филаменты вируса гриппа, отпочковав- 
шиеся из инфицированных клеток.

5. PALM

PALM-микроскопия (photoactivation localiza- 
tion microscopy, микроскопия фотоактивируемой 
локализации) – это тип микроскопии сверхвысо- 
кого разрешения, который также основан на ис- 
пользовании флуоресцентных зондов – фотоак- 
тивируемых флуоресцентных белков, как и в  

Рис. 5. (а) – Неоптимизированное изображение STORM горизонтальной клетки, меченной кальбиндином. Предполагаемые 
синапсы нечеткие, с малой определяющей морфологией или непрерывной структурой (неоптимизированная вставка); 
(б) – в оптимизированных условиях RAIN-STORM как горизонтальные синапсы клеток, так и их соединительные 
структуры помечены и расположены рядом (оптимизированная вставка), демонстрируя четкие структурные детали 
по всей ветви нейронов. Изображения репрезентативны от n = 3 животных. Изображения STORM имеют цветовую 
кодировку по глубине (от фиолетового – 0 мкм, до желтого – 10 мкм). Масштабные отрезки 10 и 1 мкм [41].

(а) (б)

Рис. 6. Эффекты ингибирования передачи сигналов Rho/ROCK-миозина IIA на нокодазол-индуцированную разборку 
кластеров подосом. Репрезентативные двухцветные результаты STORM актина и миозина IIA в отдельных макрофагах, 
культивированных в течение 16 ч и затем обработанных Noc (10 мкМ), Noc (10 мкМ) + Y27632 (20 мкМ) и Noc  
(10 мкМ) + Bleb (20 мкМ) в течение 2 ч. Показаны отдельные изображения актина (фиолетовый) и миозина IIA 
(зеленый), а также наложенное изображение соответственно [42].
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решением [46, 47], количественной оценки струк- 
турного созревания кардиомиоцитов, получен- 
ных из плюрипотентных стволовых клеток [48],  
характеризации белков вирионов вируса иммуно- 
дефицита человека [49, 50], визуализации фагоци- 
тирующих подосом во время фрустрированного 
фагоцитоза [51], визуализации петель хроматина 
[52, 53].

6. PAINT

PAINT – тип стохастической наноскопии, осно- 
ванный на накоплении точек для последующего 
получения изображений методом наномасштабной 
топографии (PAINT, points accumulation for imaging 
in nanoscale topography), это разновидность ме- 
тода SMLM [54]. Латеральное разрешение дос- 
тигает 25 нм [54]. Особенность этого метода –  
использование свободно диффундирующих кра- 
сителей или меченных красителем лигандов, на- 
целенных на интересующие молекулы путем пос- 
тоянного или временного связывания, тогда как 
в других методах применяется мечение целевых 
молекул фиксированными флуорофорами. В 
PAINT поток молекул, попадающих на объект, 
зависит от коэффициента диффузии и градиента 
концентрации зондов. Молекула локализуется с 
высокой точностью в каждом отдельном событии 
связывания, после чего может быть получена карта 
сверхвысокого разрешения на основе локализации 
всех индивидуальных молекул-зондов. 

На основе PAINT был разработан еще один метод 
анализа одиночных молекул для изучения кине- 
тики ДНК-оригами – DNA-PAINT [55, 56]. Метод  
использует обратимое специфическое связыва- 
ние меченых олигонуклеотидов с нанострукту- 
рами ДНК для визуализации со сверхвысоким 
разрешением вплоть до 30 нм.

Метод DNA-PAINT – это метод микроскопии 
сверхвысокого разрешения, в котором короткие 
одноцепочечные молекулы ДНК используются в 
качестве зондов для локализации конкретных ми- 
шеней с высокой точностью. Временное связыва- 
ние коротких меченных красителем олигонуклео- 
тидов с их комплементарными целевыми нитями 
создает необходимое “мигание”, позволяющее про- 
водить стохастическую микроскопию сверхвы- 

STORM, используются специфические органи- 
ческие красители. Впервые PALM была описана 
в 2006 г. [44], с помощью фотоактивируемого 
флуоресцирующего белка (Photoactivatable 
Fluorescent Protein, PAFP) авторы получили 
наномасштабное разрешение внутриклеточных 
белков, например, лизосомального трансмембран- 
ного белка CD63. Наряду с PALM, авторы также 
применяли TIRF-микроскопию и показали преи- 
мущество PALM в разрешении. 

Простыми словами, принцип работы PAFP 
в PALM можно описать следующим образом. 
PAFP прикрепляются к интересующим молекулам 
или структурам, а затем образец освещается 
низкоинтенсивным лазером, чтобы активировать 
только небольшое подмножество PAFP. После 
активации PAFP излучают флуоресценцию, 
которую фиксирует камера. Затем активирован- 
ные PAFP подвергаются фотообесцвечиванию, 
и, соответственно, больше не излучают флуо- 
ресценцию. Этот процесс повторяется несколько 
раз, при этом каждый раз активируются и визуа- 
лизируются разные подмножества PAFP. Анали- 
зируя изображения активированных PAFP, лока- 
лизацию каждой молекулы можно определить 
с высокой точностью. Затем эту информацию 
используют для восстановления изображения 
образца с высоким разрешением.

Однако, несмотря на преимущества сверхвы- 
сокого разрешения (10–50 нм в латеральном и 
10–70 нм в аксиальном направлениях), PALM 
имеет существенное ограничение, т.к. в качестве 
меток используются только фотоактивируемые 
флуоресцентные белки (PA-FP), выборка которых 
на данный момент невелика. 

Для получения 3D-изображений как в живых, 
так и в фиксированных препаратах используют 
метод iPALM (interferometric photoactivated locali- 
zation microscopy, интерферометрическая фото- 
активируемая локализационная микроскопия) 
[45]. Для получения iPALM в PALM интегриро- 
вали однофотонную многофазную интерферо- 
метрическую схему.

Несмотря на недостатки, PALM широко приме- 
няется для получения изображений различных 
внутриклеточных структур со сверхвысоким раз- 
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сокого разрешения [55]. Короткие одноцепо- 
чечные молекулы ДНК, называемые “цепями визуа- 
лизации” или формирователями изображения, 
способны комплементарно связываться с опре- 
деленной последовательностью на молекуле-
мишени и метятся флуоресцентным краси- 
телем. Второй набор молекул ДНК, называ- 
емый “стыковочными цепями”, имеет последо- 
вательность, комплементарную цепям формиро- 
вателя изображения, и также связаны с флуорес- 
центным красителем. Связывание стыковочных 
нитей с нитями формирователя изображения 
приводит к сближению двух флуоресцентных 
красителей, что позволяет создать яркий и спе- 
цифический сигнал. DNA-PAINT успешно приме- 
нялся для визуализации структуры и динамики 
различных клеточных компонентов, а также для 
изучения организации хроматина и экспрессии 
генов в клетках, локализации белков, организации 
ДНК и сигнальных путей клеток [57, 58].

Также разрабатываются зонды PAINT, не зави- 
сящие от ДНК. Эти зонды могут быть основаны  
на эндогенных взаимодействиях, сконструиро- 
ванных связующих веществах, слитых белках или 
синтетических молекулах и обеспечивать допол- 
нительные приложения для SMLM [59, 60]. На- 
пример, показанный Riera et al. [61] метод Glyco-
PAINT использует слабое и обратимое связывание 
сахара для непосредственного обнаружения и  
количественного определения одиночных мо- 
лекул в клетках. Применяется для установления 
коэффициента диффузии рецептор – сахарный 
комплекс.

Еще один вариант метода – pPAINT (Protein Point 
Accumulation in Nanoscale Topography, точечное 
накопление белка в наноразмерной топографии) 
[62]. pPAINT использует связывающие домены 
сигнальных белков в качестве функциональных 
зондов для сайтов связывания на плазматической 
мембране, перемещая мишень визуализации на 
сам белок. Farrell et al. [62] использовали pPAINT 
для исследования пространственно-временного 
распределения фосфотирозин-связывающих SH2-
доменов различных сигнальных и адаптерных 
молекул в активированных Т-клетках на липидных 
бислоях. 

В предложенном методе LIVE-PAINT (Live cell 
Imaging using reVersible intEractions PAINT) [63]  
за временные локализации, необходимые для 
SMLM, ответственны обратимые взаимодействия 
пептид–белок, а не связывание ДНК-олигонук- 
леотидов. Белок, который необходимо визуали- 
зировать, генетически слит с коротким пептидом 
и экспрессируется с помощью эндогенного про- 
мотора белка. Кроме того, интегрированный в 
подходящее место генома пептид-связывающий 
белок генетически слит с флуоресцентным белком 
и экспрессируется с помощью индуцируемого 
промотора, что позволяет контролировать и 
оптимизировать уровень его экспрессии. 

7. MINFLUX

Одна из наиболее современных и совершенных 
методик MINFLUX (MINimal photon FLUxes) 
сочетает в себе принципы как стохастической 
микроскопии типа STORM/PALM, так и STED, и 
позволяет получать изображения биологических 
объектов с чрезвычайно высоким разрешением 
в трех измерениях [64, 65]. Для реализации ме- 
тодики MINFLUX используются два луча: луч  
для случайной фотоактивации одного из флуо- 
рофоров образца в зоне ~400 нм и возбуждающего 
луча, который локализует молекулы или отсле- 
живает их перемещение. При этом осущест- 
вляется сканирование возбуждающим лучом, 
сформированным таким образом, что он имеет  
минимум интенсивности в фокусе. Этот мини- 
мум служит опорной координатой, при этом коли- 
чество испускаемых фотонов уменьшается по 
мере приближения фокуса луча к флуорофору. 
Таким образом, если флуорофор расположен 
вблизи минимума интенсивности (центр фокуса 
возбуждающего пучка), он будет излучать лишь 
несколько фотонов флуоресценции, а любое 
небольшое смещение возбуждающего пучка 
приведет к увеличению числа испускаемых 
фотонов. Для непосредственной локализации 
флуорофора измерения проводят в четырех целе- 
вых точках, позволяющих определить локализа- 
цию флуорофора с точностью до 1 нм. Для выпол- 
нения 3D-измерений используется трехмерная 
кольцевая форма фокальной области возбуж- 
дающего луча с постепенно уменьшающимся диа- 
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метром. Аксиальное положение трехмерного ми- 
нимума интенсивности контролируется с помощью  
электрически настраиваемой линзы, что позволяет 
перефокусироваться в диапазоне ~400 нм в тече- 
ние 50 мкс. В целом указанный подход обеспе- 
чивает аксиальное разрешение порядка нес- 
кольких нанометров, а латеральное – до 1–3 нм 
в фиксированных и живых клетках [64, 66, 67] 
(рис. 7). 

Развитие данного подхода – предложенный 
в 2023 г. интерферометрический микроскоп 
MINFLUX, который регистрирует движения 
белков с пространственно-временной точностью 
до 1.7 нм/мс [68, 69]. Такое прежде недостижимое 

временное разрешение позволило изучить пере- 
мещение моторного белка кинезина-1 по микро- 
трубочкам при физиологических концентрациях 
АТФ. Авторы обнаружили, что вращение ножки 
и головок кинезина без нагрузки происходит во 
время шагания, и показали, что АТФ захватывается 
одной головкой, связанной с микротрубочкой, 
а гидролиз АТФ происходит, когда связаны обе 
головки.

В 2022 г. Ostersehlt et al. [70] использовали 
MINFLUX в сочетании с DNA-PAINT для по- 
лучения изображений белковых комплексов в 
живых клетках со сверхвысоким разрешением. 
Они смогли визуализировать расположение белков, 

 

Рис. 7. Наноскопия MINFLUX клеток линии U-2 OS, экспрессирующих Nup96, белок комплекса ядерных пор (Nuclear 
Pore Complex, NPC), меченный органическим флуорофором Alexa Fluor 647 (сверху). Увеличенные фрагменты (ниже) 
показывают отдельные ядерные поры, где каждая точка выделяет группы локализаций, представляющих отдельные 
белки посредством их флуоресцентных меток. Масштабные отрезки: 500 нм (сверху), 50 нм (врезки) [64].
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участвующих в репликации и восстановлении ДНК, 
что дало новое понимание этих фундаментальных 
клеточных процессов.

Недавняя работа Mulhall et al. [71] показала 
возможность применения MINFLUX для иссле- 
дования механочувствительных ионных каналов 
PIEZO (Piezo Type Mechanosensitive Ion Channel 
Component, PIEZO), которые преобразуют силу 
в хемоэлектрические сигналы и играют важную 
роль в различных физиологических условиях. 
PIEZO-каналы передают механическую силу 
посредством деформации обширных лопастей 
трансмембранных доменов, исходящих из 
центральной ионопроводящей поры. Благодаря 
наноскопии MINFLUX авторы показали, как 
эти каналы взаимодействуют с их естественной 
средой, и какие молекулярные движения лежат в 
основе активации.

В 2022 г. наноскопию MINFLUX впервые 
использовали для исследования бактерий и полу- 
чения изображения бактериальной молекулярной 
машины (Yersinia injectisome) с точностью опре- 
деления расположения белков и разрешением  
5 нм [72].

Многоцветную 3D-наноскопию MINFLUX 
применили для визуализации плотно упакованных 
меченых белков – субъединиц комплекса MICOS 
(mitochondria contact site and cristae to outer mem- 
brane, место контакта митохондрий и крист с  
внешней мембраной), большого белкового комп- 
лекса внутри внутренней мембраны мито- 
хондрий, необходимого для структурной стабиль- 
ности и организации крист. Pape et al. [73] 
продемонстрировали двухцветную 3D-наноско- 
пию MINFLUX на митохондриях человека и 
показали, что данный тип наноскопии возможно 
использовать для визуализации субструктур 
органелл, обеспечивая точность 3D-локализации 
~5 нм.

Подводя итог, можно с уверенностью сказать, 
что MINFLUX – передовой метод флуоресцентной 
наноскопии, который обеспечивает беспре- 
цедентное пространственное разрешение, превос- 
ходит дифракционный предел и реализует де- 
тальное понимание молекулярных структур и 
динамики.

8. SIM

SIM использует периодически структури- 
рованное лазерное освещение для возбуждения 
флуоресценции образца. По сути, используется 
метод лазерной широкопольной микроскопии, 
где на пути луча возбуждения устанавливается 
подвижная дифракционная решетка [74], ко- 
торая генерирует когерентные световые лучи, 
интерферирующие с образцом, что приводит к 
появлению эффекта муара, т.е. мультипликатив- 
ного наложения двух периодических структур с  
отличными периодами с образованием высоко- 
частотных пространственных паттернов. Одна 
из этих структур является пространственным 
распределением флуоресцентного красителя, а 
вторая – заведомо известной структурой осве- 
щения. В результате в наблюдаемой картине 
появляются муаровые полосы, связанные с интер- 
ференцией красителя и освещения. Получить 
искомую информацию возможно варьированием 
структуры освещения и сравнением резуль- 
тирующих структур. Разница между всеми 
результирующими структурами и будет содер- 
жать информацию об искомом распределении 
флуорофоров. Реконструкция получаемых 
изображений производится за счет обратного 
преобразования Фурье, что приводит к разделе- 
нию пространственных частот и удвоению раз- 
решения в трех измерениях. SIM обеспечивает 
разрешение в латеральной области 100–120 нм,  
а в аксиальной – до 300 нм. Разрешение восста- 
новленного изображения излучающего объекта 
может быть улучшено как в латеральном, так и 
в аксиальном направлении при использовании 
суммы периодических схем освещения с разными 
фазами и ориентациями [75, 76]. Несмотря на 
изначально достаточное низкое разрешение, SIM  
нашла широкое применение благодаря тому, что 
не требует специфических флуорофоров, мощ- 
ного лазерного возбуждения и имеет высокую 
скорость сканирования [74, 77]. На данный момент 
метод SIM – устаревшая методика из-за низкого 
разрешения, и в мире широко применяются 
различные вариации и комбинации SIM с другими 
методами сверхвысокого разрешения [78, 79], 
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такими как SIM-STORM [80], 3D SIM-STED [81, 
82], TIRF-SIM [83, 84].

Одной из разработок, нашедших широкое 
применение, стала высокоскоростная много- 
цветная SIM (High Speed SIM, HS-SIM), функцио- 
нирующая за счет применения волоконной SIM 
[85]. HS-SIM позволяет камере генерировать 
изображения с ограниченной частотой кадров 
и манипулировать ими в широком диапазоне 
длин волн. Схемы освещения генерируются 
путем объединения лазерных лучей в радиально 
противоположные пары волокон в шестиуголь- 
ной одномодовой волоконной матрице, где 
выходные лучи передаются в заднюю фокальную 
плоскость объектива микроскопа. Фазовый 
переход и вращение диаграмм направленности 
контролируются быстродействующими электро- 
оптическими устройствами, за счет чего скорость 
достигла 111 кадров SIM в секунду. 

Один из распространенных и перспективных 
методов – микроскопия структурированного осве- 
щения со сверхразрешением (Super Resolution-
Structured Illumination Microscopy, SR-SIM) [86].  
SR-SIM использует периодическую интерферен- 
ционную картину с периодичностью, близкой 
к пределу оптической дифракции. Также метод 
не требует специфического мечения, высокой 
энергии возбуждения и большого количества 
фотонов флуоресценции. По этим причинам 
данный вид микроскопии – один из наиболее 
универсально применяемых оптических методов 
со сверхразрешением для широкого спектра 
биологических задач. 

Большой вклад в улучшение качества изоб- 
ражений и разрешения вносят постобработки 
с использованием различного программного 
обеспечения. Так, в работе Ward et al. [87] пред- 
ставлена интерферометрическая микроскопия со 
структурированным освещением с поддержкой 
машинного обучения (Machine Learning Assisted 
Interferometric Structured Illumination Micro- 
scopy, MAI-SIM). MAI-SIM позиционируется как 
простой в реализации метод визуализации живых 
клеток со сверхвысоким разрешением на высокой 
скорости и в нескольких цветах. Прибор основан 
на конструкции интерферометра, в которой 

паттерны освещения генерируются, вращаются 
и синхронизируются по фазе за счет движения 
гальванозеркала. Конструкция работает в широ- 
ком диапазоне длин волн. Кроме прибора в работе 
представлен набор инструментов машинного 
обучения с открытым исходным кодом, который 
позволяет выполнять реконструкции изображений 
в реальном времени, обеспечивая мгновенную 
визуализацию со сверхвысоким разрешением.

Применение SIM описано во множестве об- 
зоров, посвященных методам микроскопии сверх- 
высокого разрешения в различных областях био- 
логических наук [8, 77, 78, 88]. Далее мы приведем 
некоторые частные примеры применения методов, 
основанных на SIM.

Волоконная HS-SIM была использована для  
получения многоцветных изображений микро- 
трубочек и митохондрий клеток линии COS7 с 
субдифракционным разрешением [85] (рис. 8).

В работе Hong et al. [89] описана 3D-визуа- 
лизация синаптических структур с помощью SIM.  
Для разработки матрицы преобразования ис- 
пользовали субдифракционные многоцветные 
флуоресцентные сферы размером 100–200 нм, 
затем полученную матрицу применяли к SIM-
изображению для выравнивания цветовых ка- 
налов. Дальнейшая постобработка изображений 
позволила визуализировать в объеме с высоким 

 

Рис. 8. Возможности многоцветной высокоскорост- 
ной SIM. Поле зрения 33 × 33 мкм, микротрубочки по- 
казаны красным, митохондрии – зеленым. Масштаб- 
ный отрезок 5 мкм [85].
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разрешением центры иммунореактивных пятен 
пресинаптического маркера синаптофизина и 
постсинаптического PSD-95, находящиеся в 
пределах 200 нм друг от друга.

3D-SIM использовали для обнаружения им- 
муногистохимических сигналов нервно-мышеч- 
ных синапсов личинок дрозофилы с окрашен- 
ными пре- и постсинаптическими компонентами 
[90, 91]. Латеральное и аксиальное разрешение 
3D-SIM составило ~100 и ~250 нм соответственно.

В работе Miao et al. [92] благодаря 2D- и 
3D-SIM-визуализации (рис. 9) были выявлены 
места назначения белков рецептор-связывающего 
домена (RBD, receptor-binding domain) SARS-CoV-2 
(severe acute respiratory syndrome-related corona- 
virus 2) и ангиотензин-превращающего фермента 
2 (ACE2, Angiotensin-converting enzyme 2), а также  
движение и созревание солокализованных везикул  
ACE2/RBD в живых клетках, движение везикул 
по микротрубочкам. В результате было показано, 
что инфицирующие вирусные RBD и, возможно, 
другие капсидные белки в конечном итоге захва- 
тываются и расщепляются лизосомами, даже если 
вирусная РНК стимулирует образование нового 
вируса.

9. RIM

Микроскопия со случайным освещением (Ran- 
dom Illumination Microscopy, RIM) преодолевает 
дифракционный барьер благодаря случайному 
спекл-освещению (Speckled Illumination), а по- 
строение изображений происходит за счет ста- 

тистической реконструкции. По сравнению с 
классической SIM, метод RIM более устойчив к 
оптическим аберрациям и рассеянию, вносимым 
толстыми (сотни микрометров) образцами, 
линеен по яркости и совместим с многоцветной 
визуализацией, за счет чего считается более 
надежным методом визуализации живых клеток  
в течение длительных периодов времени. Впер- 
вые принцип RIM был предложен в 2012 г. [93]. 
Концепция RIM заключается в освещении образца 
несколькими неконтролируемыми спеклами и 
извлечении изображения со сверхразрешением из 
множества полученных изображений с низкими 
пространственными частотами. При этом раз- 
решение метода оставалось слишком низким для 
визуализации субклеточной динамики, и в 2021 г. 
был предложен собственно метод RIM, основан- 
ный на спекл-освещении, который обеспечивает 
уровень сверхразрешения, сопоставимый с 3D 
SIM [94]. В 2022 г. опубликован [95] алгоритм 
реконструкции для флуоресцентной микроскопии 
сверхвысокого разрешения, основанный на спекл-
освещении и дисперсионном сопоставлении 
изображений – algoRIM. Алгоритм обеспечивает 
сверхразрешение с коэффициентом два с точки 
зрения количества изображений и соотношения 
сигнал/шум. Кроме того, предложен подход увели- 
чения разрешения RIM за счет учета корреляции 
испускаемых фотонов [96].

На сегодняшний день метод RIM не популярен, 
но, исходя из его достоинств, он, вероятно, по- 
лучит широкое распространение. Уже в 2023 г.  

 

Рис. 9. 3D-SIM и увеличенное 2D/3D-изображение живых клеток HeLa, инкубированных с 25 нМ h-RBD-SiR в течение 
10 ч. Масштабный отрезок 2 мкм [92].
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была опубликована статья о комбинированном 
методе TIRF-RIM [97]. В TIRF-RIM образец 
освещается в условиях TIRF, но с добавлением 
случайно генерируемых спеклов. Эти спеклы 
создаются путем пропускания света освещения 
через рассеиватель или использования пространст- 
венных модуляторов света. В процессе измерений 
происходит регистрация нескольких изображе- 
ний образца и восстановление изображения со 
сверхразрешением на основе их дисперсии. Ока- 
залось, что TIRF-RIM превосходит стандартную 
TIRF-микроскопию более чем двукратно в разре- 
шении и гораздо высоком контрасте с мини- 
мальным размытием вне фокуса. TIRF-RIM обес- 
печила разрешение кольцевой формы покрытых 
клатрином ямок (специализированные участки 
на плазматической мембране, которые концентри- 
руют рецепторы) фиксированных клеток линии 
COS-7 и позволила получить изображение базаль- 
ной поверхности фиксированных макрофагов 
с разрешением 86 нм. Также с использованием  
TIRF-RIM было получено двухцветное динами- 
ческое изображение нанокластеров паксиллина с 
пространственным (96–120 нм) и временным (1– 
8 Гц) разрешением.

10. TIRF

TIRF позволяет визуализировать флуорес- 
центные молекулы, расположенные вблизи гра- 
ницы раздела сред с существенным различием 
показателей преломления, таких как стекло/вода 
или стекло/образец [98, 99]. Высокое аксиальное 
разрешение достигается за счет возбуждения 
затухающей (эванесцентной) волны, которая, в 
свою очередь, возбуждает флуорофоры вместо 
прямого освещения. Эванесцентное поле возни- 
кает в тот момент, когда падающий свет полностью 
отражается на границе раздела двух прозрачных 
сред с разными показателями преломления. В 
биологических приложениях границей раздела, 
как правило, является покровное стекло и слой 
водного раствора между покровным стеклом 
и прикрепленными клетками. Возбуждающий 
свет проходит через стеклянную подложку к 
водному образцу под достаточно малым углом, 
так что происходит полное внутреннее отражение 
из-за уменьшения показателя преломления на  

границе раздела стекло/вода. Поскольку энергия  
эванесцентного поля экспоненциально убывает  
с расстоянием до границы раздела, возбуждаются 
только флуорофоры, находящиеся в непосредст- 
венной близости к покровному стеклу. Это эффек- 
тивно исключает фоновую флуоресценцию из  
основной массы образца и, тем самым, спо- 
собствует достижению достаточно высокого отно- 
шения сигнал/шум для обнаружения одиночных 
молекул в широком поле зрения. Кроме того,  
микроскопия TIRF позволяет получать изоб- 
ражения с исключительно высоким аксиальным 
разрешением (< 100 нм) [100]. Это позволяет 
наблюдать мембраносвязанные процессы, такие 
как клеточная адгезия, связывание гормонов, 
транспорт молекул, а также процессы экзоцитоза 
и эндоцитоза (например, высвобождение и 
поглощение нейромедиаторов) [101]. Однако 
латеральное разрешение TIRF по-прежнему 
ограничено дифракционным пределом и 
составляет ~200–300 нм. Распространяющиеся 
(не эванесцентные) волны, возникающие из-за 
несовершенства оптики или из-за рассеяния света 
самим образцом, возбуждают флуоресцентные 
маркеры в объеме образца, что приводит к рас- 
фокусированной флуоресценции, отрицательно 
влияющей на контрастность изображения.

TIRF также сочетают с другими методами нано- 
скопии с целью увеличения соотношения сигнал/
шум [102]. Так, Fan et al. [103] предложили метод 
повышения точности аксиальной локализации 
в SMLM путем объединения с методикой TIRF. 
Недавняя передовая работа в области 3D TIRF 
представила многоугловой TIRF (MA-TIRF, 
Multiangle Total Internal Reflection Fluorescence) 
[104], который основан на использовании раз- 
личных углов засветки. Этот метод позволяет 
исследовать образцы на глубине до 400 нм с 
аксиальным разрешением 10–20 нм и латераль- 
ным разрешением, ограниченным дифракцион- 
ным пределом. Сочетание MA-TIRF с микро- 
скопией локализации одиночных молекул (SMLM)  
позволило картировать топографию клеточной 
мембраны. Была восстановлена средняя трех- 
мерная топографическая карта поверхности 
Т-клеток и L-селектина на основе измерений с 
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тремя разными углами падения (65.5, 66.8 и 68.6°) 
[105] (рис. 10). 

Изображения TIRF были получены путем  
последовательной визуализации и фотообесцве- 
чивания флуоресцентных молекул из нескольких 
слоев в пределах нормальной зоны возбуждения 
TIRF. Глубину затухающей волны на разных 
слоях изменяли путем настройки угла падения 
возбуждающего света. Реконструкция изобра- 
жений TIRF позволила получить 3D-изображение 
биологических образцов с аксиальным разре- 
шением 20 нм и максимальной глубиной 250 нм. 
В каждом оптическом “срезе” применяли SMLM, 
что обеспечило латеральное разрешение ~100 нм.

Также недавно был разработан фотометрический 
метод локализации одиночных флуоресцентных 
молекул с нанометровой точностью в аксиальном 
направлении TIRF-микроскопа [106] – микро- 
скопия cверхкритического освещения и фотометри- 
ческая z-локализация с повышенным разрешением 
(SIMPLER, Supercritical Illumination Microscopy 
Photometric z-Localization with Enhanced Reso- 
lution). SIMPLER – фотометрический метод деко- 
дирования аксиального положения одиночных 
молекул во флуоресцентной микроскопии пол- 
ного внутреннего отражения [106]. SIMPLER не 
требует какой-либо аппаратной модификации 
обычного TIRF-микроскопа и дополняет любой 
метод 2D-микроскопии локализации одиночных 
молекул для получения 3D-изображений с почти 

изотропным наномасштабным разрешением. 
SIMPLER позволяет определять аксиальное по- 
ложение (z) одиночных молекул на основе учета 
трех параметров: z-зависимости интенсивности 
возбуждения, z-зависимости углового излучения и 
независимой от z латеральной функции рассеяния 
точки от одиночной молекулы. Также SIMPLER 
можно сочетать с DNA-PAINT и STORM, достигая 
точности аксиальной локализации < 10 и 20 нм 
соответственно во всем аксиальном диапазоне 
до 250 нм.

В микроскопии TIRF-SIM структурированное 
освещение ограничено плоскостью TIRF, яв- 
ляющейся границей раздела между стеклом и вод- 
ной средой [84, 107]. Используя пространствен- 
ный модулятор света, система TIRF-SIM может 
проецировать структурированное освещение 
образца со сдвигом по углу и фазе с достаточной 
скоростью для поддержки визуализации живых 
клеток. Это позволяет использовать более мягкое 
освещение SIM для получения изображений живых 
клеток с улучшенным разрешением. TIRF-SIM 
обеспечивает более высокое пространственное 
разрешение, чем стандартная 2D-SIM, и требует 
меньшего времени сбора данных, чем 3D-SIM, 
из-за ограничения до двух измерений.

Подобно традиционной флуоресцентной мик- 
роскопии, возможности TIRF-SIM ограничены 
случаем слабо флуоресцирующих и динамических 
образцов: длительное время сбора данных при- 

 

Рис. 10. Локализация L-селектина и CD44 на трехмерной топографии поверхности Т-клеток. (a) – Трехмерная 
реконструкция поверхности покоящейся мембраны Т-клеток человека с использованием MA-TIRFM; (б) – карта лока- 
лизации молекул L-селектина (оранжевые точки), наложенная на карту реконструкции 3D-поверхности из панели (a).  
Масштабный отрезок 0.5 мкм [105].

(а) (б)
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водит к размытию движения, в то время как 
короткое время сбора данных приводит к полу- 
чению изображений с низким соотношением 
сигнал/шум и ошибкам в процессе реконст- 
рукции. Для преодоления указанных недостат- 
ков Roth et al. [84] разработали систему TIRF-
SIM с зеркалами с пьезосканированием и интер- 
ферометром Майкельсона для расщепления 
луча. Данная схема позволяет одновременно 
получать двухцветные изображения TIRF-SIM, 
тем самым сокращая время измерений. Также 
Roth et al. [84] продемонстрировали, что TIRF-
SIM предлагает пространственное разрешение, 
близкое к 110 нм, с объективом NA = 1.46. Клю- 
чевое применение системы – отображение дина- 
мических белков, таких как MreB в бактериях и 
актина в эукариотических клетках, которые слабо 
флуоресцируют и обладают высокой динамикой.

В последнее время стала популярной и до- 
вольно многообещающей наноскопия на основе 
фотонных чипов (chip-TIRF) [108, 109]. Метод 
основан на использовании фотонного чипа, ко- 
торый используется как подложка для образца и, 
в то же время, обеспечивает возбуждающее осве- 
щение для флуоресценции. Обычно фотонный 
чип состоит из нескольких слоев: базовой крем- 
ниевой подложки, слоя диоксида кремния, био- 
совместимого основного слоя – волновода, про- 
пускающего видимый свет и обеспечивающего 
полное внутреннее отражение, который состоит 
из нитрида кремния или пентаоксида тантала. 
Соответственно, на поверхности волновода воз- 
никает затухающее поле с дальностью освещения 
до ~150–200 нм, которое используется для воз- 
буждения флуоресцентных маркеров, располо- 
женных вблизи поверхности, а образцы разме- 
щаются непосредственно на поверхности вол- 
новода.

В работе Villegas-Hernández et al. [109] описа- 
ны протоколы окрашивания и параметры визуа- 
лизации, необходимые для микроскопии образцов 
тканей на основе фотонных чипов, а также проб- 
лемы и преимущества, предлагаемые этой плат- 
формой визуализации для исследования срезов 
тканей. Кроме того, как утверждают авторы [109], 
их исследование микроскопии срезов тканей 
сверхвысокого разрешения на основе фотонных 
чипов является первым. Также впервые приведены 

исследования плаценты человека и тканей почек  
человека со сверхвысоким разрешением с ис- 
пользованием методов оптической наноскопии, 
основанных на флуктуациях интенсивности.

11. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

За последние десятилетия открытие принципов 
микроскопии сверхвысокого разрешения привело 
к разработке большого числа методов, которые 
способны выявлять особенности объектов на нано- 
уровне. Флуоресцентная наноскопия открыла 
новое понимание многих внутриклеточных, моле- 
кулярных, сигнальных процессов, а также важных 
процессов формирования мембран, движения 
рецепторов и многих других. Нам представлялось 
важным показать ряд самых современных работ,  
использующих методы флуоресцентной нано- 
скопии в различных областях биологии, и, таким 
образом, отразить широту применения и высокую 
скорость развития наноскопии. 
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Optical microscopy has undergone significant changes in recent decades due to the breaking of the dif-
fraction limit of optical resolution and the development of high-resolution imaging techniques, which are 
collectively known as fluorescence nanoscopy. These techniques allow researchers to observe biological 
structures and processes at a nanoscale level of detail, revealing previously hidden features and aiding in 
answering fundamental biological questions. Among the advanced methods of fluorescent nanoscopy are: 
STED (Stimulated Emission Depletion Microscopy), STORM (STochastic Optical Reconstruction Micros-
copy), PALM (Photo-activated Localization Microscopy), TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence), 
SIM (Structured Illumination Microscopy), MINFLUX (Minimal Photon Fluxes), PAINT (Points Accu-
mulation for Imaging in Nanoscale Topography) и RESOLFT (REversible Saturable Optical Fluorescence 
Transitions) and others. In addition, most of these methods make it possible to obtain volumetric (3D) 
images of the objects under study. In this review, we will look at the principles of these methods, their 
advantages and disadvantages, and their application in biological researches.

Keywords: optical microscopy, fluorescence microscopy, super resolution, fluorescence nanoscopy, dif-
fraction limit
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ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день поиск и разработка 
новых антимикробных препаратов выступают 
критически важными из-за широкого распрост- 
ранения заболеваний, вызванных антибиотико- 
резистентными инфекциями. Несмотря на успехи 
в создании синтетических антибиотиков, большой 
интерес представляют природные защитные сое- 
динения, в частности, антимикробные пептиды 

(АМП) и их аналоги. АМП обнаружены в различ- 
ных природных источниках – от бактерий до млеко- 
питающих – и играют важную роль в регулирова- 
нии микробных сообществ и иммунной защите 
многоклеточных организмов, обеспечивая им не- 
восприимчивость к патогенным микроорганизмам.

Бактериоцины – рибосомально синтезируемые 
АМП [1, 2], продуцируемые многими грамполо- 
жительными и грамотрицательными бактериями, 
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а также археями. В настоящее время известно 
несколько систем классификации бактериоцинов, 
основанных на различиях в химической структуре, 
биологической активности и механизмах дейст- 
вия [3]. Небольшие термостабильные бактерио- 
цины молекулярной массой менее 10 кДа подраз- 
деляют на два класса. К классу I относят бактерио- 
цины, содержащие посттрансляционные модифи- 
кации, а к классу II — немодифицируемые пептиды. 
Среди посттрансляционно модифицируемых бак- 
териоцинов наиболее многочисленное и хорошо  
исследованное семейство составляют лантибио- 
тики, многие из которых имеют потенциал меди- 
цинского применения в качестве эффективных 
антимикробных средств [4]. Характерной особен- 
ностью лантибиотиков является наличие таких  
нетипичных аминокислотных остатков, как лан- 
тионин (Lan, Ala-S-Ala) и метиллантионин (MeLan,  
Abu-S-Ala), которые образуются в результате цик- 
лизации при взаимодействии дегидратированных 
остатков Ser (2,3-дегидроаланин, Dha) и Thr (2,3-де- 
гидробутирин, Dhb) с остатками Cys с образова- 
нием тиоэфирных связей при участии специфич- 
ных модифицирующих ферментов [1]. В зави- 
симости от структуры и механизма ферментативного 
катализа при формировании тиоэфирных связей 
лантипептиды подразделяются на четыре клас- 
са, при этом большинство лантипептидов с анти- 
биотической активностью (лантибиотиков) от- 
носятся к классам I и II [5]. Лантибиотики класса I 
и их типичный представитель низин – широко ис- 
пользуемый пищевой консервант Е234 – претер- 
певают посттрансляционную модификацию при  
участии двух различных ферментов: LanB, осу- 
ществляющего дегидратацию остатков Ser и 
Thr, и LanC, катализирующего циклизацию с 
образованием тиоэфирных связей. Модификацию 
лантибиотиков класса II осуществляет один 
бифункциональный фермент – LanM.

Среди лантибиотиков класса II отдельную под- 
группу составляют двухкомпонентные ланти- 
биотики [1, 5]. Данные пептиды отличаются 
тем, что функционируют в виде двух отдельных 
компонентов (α и β), каждый из которых коди- 
руется отдельным геном (lanA1 и lanA2) и моди- 
фицируется при участии особого фермента 
(LanM1 или LanM2). Каждый из компонентов 
обладает самостоятельной антимикробной ак- 
тивностью, однако антимикробный эффект зна- 
чительно возрастает при их совместном синер- 

гическом действии. На сегодняшний день из- 
вестно 13 представителей двухкомпонентных лан- 
тибиотиков: лактицин 3147 [6], стафилококкцин [7],  
плантарицин W [8], BHT [9], Smb [10], лихеници- 
дин [11–14], галодурацин [15], энтероцин W [16],  
флавецин [17], бицереуцин [18], тузин [19], форми- 
цин [20] и розеоцин [21]. Ранее нами был выделен 
двухкомпонентный лантибиотик лихеницидин из  
Bacillus licheniformis VK21, состоящий из ком- 
понентов Lchα и Lchβ и обладающий активностью 
в отношении грамположительных бактерий в 
наномолярном диапазоне концентраций [12]. Нами 
была установлена структура обоих компонентов 
лихеницидина [12] и исследован механизм дейст- 
вия Lchα [14]. Строение зрелых компонентов Lchα  
и Lchβ, схематичное представление их посттранс- 
ляционной модификации, а также структурная 
организация кластера генов биосинтеза лихени- 
цидина изображены на рис. 1.

Ввиду сложности процесса созревания ланти- 
биотиков и многостадийности внесения посттранс- 
ляционных модификаций природными системами 
биосинтеза получение достаточных количеств пол- 
ностью модифицированных пептидов даже для 
их первоначальных структурно-функциональных 
исследований зачастую становится нетривиальной 
задачей. Во многих случаях выход зрелых ланти- 
биотиков при очистке из культур природных про- 
дуцентов измеряется микрограммами на 1 л куль- 
туральной жидкости. Разработка биотехно- 
логических систем для получения рекомбинантных 
лантибиотиков может позволить решить эту 
проблему, а также дать в руки исследователей 
удобный инструмент для дальнейшего изуче- 
ния этих перспективных антимикробных сое- 
динений. Известны системы гетерологичной 
экспрессии генов лантибиотиков (в первую 
очередь, принадлежащих к классу I) на основе 
Lactococcus lactis и Bacillus subtilis. В ряде 
работ [22, 23] была показана возможность по- 
лучения лантибиотиков лихеницидина и га- 
лодурацина в гетерологичной системе на основе 
E. coli. Однако, указанная методика получения 
рекомбинантного лихеницидина включает пос- 
ледовательные стадии экстракции примесей и 
целевого пептида органическими растворителями, 
что повышает её трудоемкость и лишает универ- 
сальности, необходимой для препаративной 
наработки и очистки потенциального прототипа 
фармацевтической субстанции.   Настоящая ра- 
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бота посвящена разработке биотехнологичес- 
кого способа получения рекомбинантного двух- 
компонентного лантибиотика лихенцидина из  
B. licheniformis B-511 в гетерологичной системе 
экспрессии в клетках E. coli BL21(DE3).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка биотехнологического способа  
получения посттрансляционно  

модифицированных компонентов лихеницидина

Необходимость разработки способа получе- 
ния рекомбинантного лихеницидина была обус- 
ловлена низкими выходами, которые наблюда- 
лись при очистке его компонентов из штаммов 
B. licheniformis VK21 и B-511 (порядка 0.1 мг/л  
для Lchα и 0,01 мг/л для Lchβ). В ходе данного  
исследования мы разработали биотехнологичес- 
кую систему, которая позволяет получать реком- 

бинантные посттрансляционно модифицирован- 
ные компоненты лихеницидина путём гетероло- 
гичной экспрессии в штамме E. coli BL21(DE3). 
Для этого нами были спроектированы и получены 
конструкции на основе плазмид серии pET, в 
которые были встроены последовательности генов, 
кодирующих предшественники компонентов 
лихеницидина (SP1LchA1 и SP2LchA2), включая  
сигнальные последовательности SP1 и SP2, и  
гены ферментов для их модификации (LchM1 и  
LchM2). Синтез полинуклеотидных последова- 
тельностей, кодирующих компоненты лихеници- 
дина, проводили методом ПЦР путём амплифи- 
кации целевых генов на матрице геномной ДНК 
штамма B. licheniformis B-511, идентичного штам- 
му ATCC 14580. Сравнение штаммов B.  licheni- 
formis VK21 и B-511 показало, что они имеют 
одинаковые гены lchA1, lchA2 и lchM2 и неболь- 

 

Сигнальный пептид (СП) Сигнальный пептид (СП)

Рис. 1. (а) Схема биосинтеза и модификации компонентов лихеницидина [4]; (б) структурная организация кластера 
биосинтеза лихеницидина из B. licheniformis VK21 [12].

(а)

(б)
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шие отличия в гене lchM1, которые сводятся к заме- 
нам в пяти положениях (Val373Ala, Leu707Phe, 
Ile771Val, Lys818Arg, Leu946Phe).  Как нами было  
установлено, эти замены не оказывают значитель- 
ного влияния на активность фермента, поскольку 
указанные мутации локализованы в участках 
структуры фермента, отдаленных от каталитичес- 
ких центров дегидратации и циклизации. Каждую  
из полученных нуклеотидных последователь- 
ностей встраивали в вектор методом гомологичной 
рекомбинации in vivo в клетках E.  coli DH10B. 
Остатки Met в структуре предшественника каж- 
дого из пептидов заменяли на Leu, что позволило 
использовать реакцию с бромцианом для уда- 
ления гистидиновой метки и сигнальной части 
пропептида. Дополнительные модификации обеих 
нуклеотидных последовательностей (введение 
мутаций в гены пептидов и ферментов, удаление 
гена белка-носителя) осуществляли методом сайт- 
направленного мутагенеза с использованием 
амплификации полноразмерной плазмиды ме- 
тодом обратной ПЦР с мутагенизирующими прай- 
мерами [24]. Дальнейшую рециклизацию осущест- 
вляли путём гомологичной рекомбинации. В ходе 
оптимизации системы экспрессии рекомбинантных 
компонентов лихеницидина было показано, что  
присутствие белка-носителя тиоредоксина (TrxL),  
повышающего растворимость и выход гибрид- 
ных белков, не препятствует осуществлению моди- 
фикаций предшественников компонентов лихе- 
ницидина ферментами LchM1 и LchM2. Однако, 
наличие белка-носителя в смеси продуктов реак- 
ции с бромцианом затрудняло очистку зрелых 
компонентов лихеницидина из-за близких зна- 
чений времени удерживания белков на колонке 
при проведении обращённо-фазовой ВЭЖХ 
(офВЭЖХ), вследствие чего было решено отка- 
заться от его использования. Схема экспрессион- 
ных плазмид для получения рекомбинантных ком- 
понентов лихеницидина представлена на рис. 2. 

Гетерологичная экспрессия и модификация  
компонентов лихеницидина в E. coli

Для получения каждого из пептидов прово- 
дили трансформацию Ca2+-компетентных клеток  
E.  coli BL21(DE3) соответствующей плазмидой 
и дальнейшую коэкспрессию каждого из пред- 

шественников компонентов лихеницидина и соот- 
ветствующего ему модифицирующего фермента. 
При этом биосинтез, модификация и накопление 
компонентов происходили в цитоплазме клеток  
E. coli. Очистка включала в себя металлохелатную 
хроматографию в денатурирующих условиях, 
отщепление олигогистидиновой метки и сигналь- 
ной части пропептида с помощью реакции с бром- 
цианом в кислой среде и разделение продуктов 
реакции с помощью офВЭЖХ. Важно отметить, что 
в ходе совместной экспрессии предшественника 
пептида с ферментом его модификации синтези- 
ровался набор модифицированных форм с раз- 
ной степенью зрелости (с различным числом фос- 
форилированных и дегидратированных остатков 
и тиоэфирных связей), имеющих различные 
времена удерживания на колонке при разделении 
методом офВЭЖХ. Хроматограммы очистки 
рекомбинантных компонентов Lchα и Lchβ, а 
также масс-спектрометрический анализ фракций, 
предположительно содержащих целевые зрелые 
пептиды, представлены на рис. 3 и 4.

Как видно из хроматограммы и масс-спектра  
фракции, содержащей Lchα, в ходе коэкспрессии 
значительная часть пептида оставалась в немо- 

Сайт расщепления BrCN

Рис. 2. Схематичное представление экспрессионных 
плазмид для получения рекомбинантных компонентов 
лихеницидина. 
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формы

формы

Рис. 3. Хроматограммы очистки полученных рекомбинантных компонентов лихеницидина с помощью обращённо-
фазовой ВЭЖХ. (а) – Lchα и другие незрелые формы LchA1, (б) – Lchβ и другие незрелые формы LchA2.

(а)

(б)
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дифицированной форме. Лишь небольшая фрак- 
ция имела в своей структуре все семь необходи- 
мых дегидратаций. Исходя из предположения, что 
низкая модифицирующая активность фермента 
LchM1 могла быть связана с низкой стабильностью 
его мРНК, мы повторили эксперимент с использова- 
нием штамма E. coli BL21 Star (DE3), мутантного 
по гену РНКазы E. При этом уровень экспрессии 
гена lchM1 значительно повысился, что привело 
к возрастанию суммарной доли полностью де- 
гидратированной (−7 H2O) и предшествующей ей 

(−6 H2O) форм Lchα. Тем не менее, оставшаяся 
часть пептида все ещё была представлена преиму- 
щественно недегидратированной формой. Варьи- 
рование условий коэкспрессии генов lchA1 и 
lchM1 (введение осмолитов в состав питательной 
среды, снижение температуры инкубации до  
16°С, использование автоиндукции лактозой, из- 
менение продолжительности культивирования) 
также не привело к повышению выхода зрелой 
формы пептида Lchα.

Форма Масса, Да

Форма Масса, Да

Рис. 4. МАЛДИ-масс-спектрометрический анализ полученных рекомбинантных компонентов лихеницидина.  
(а) – LchA1, (б) – LchA2. (а) – Lchα и другие незрелые формы LchA1; (б) – Lchβ и другие незрелые формы LchA2.

(а)

(б)
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Напротив, рекомбинантный компонент Lchβ  
был получен нами в аналогичной системе экспрес- 
сии с высоким выходом, составившим около 4 мг  
с 1 л культуры. На стадии офВЭЖХ был получен  
ряд пиков (рис. 4б), среди которых с помощью 
МАЛДИ масс-спектрометрии удалось выявить 
фракцию, содержащую пептид с молекулярной 
массой, соответствующей природному β-компо- 
ненту лихеницидина (Мрасч ~ 3019.5 Да). Иден- 
тичность структуры полученного рекомбинант- 
ного Lchβ с природным была подтверждена с  
помощью ЯМР-спектроскопии (данные не приве- 
дены). Таким образом, ферментативная актив- 
ность LchM2 в полученной системе обеспечи- 
вает эффективное отщепление 12 молекул воды  
от предшественника пептида и образование четы- 
рех внутримолекулярных тиоэфирных связей.

Получение природных α- и β-компонентов 
лихеницидина из B. licheniformis B-511 проводили 
по ранее описанной нами методике [12]. Хромато- 
грамма очистки пептидов с помощью офВЭЖХ 
и МАЛДИ масс-спектрометрический анализ 
полученных фракций пептидов представлены на 
рис. 5.

Дополнительным подтверждением идентич- 
ности рекомбинантных компонентов природному 
лихеницидину стали результаты тестирования 
их антимикробной активности. Из-за малого ко- 
личества получаемой зрелой формы Lchα, ее ак- 
тивность была протестирована только в отноше- 
нии штамма Listeria monocytogenes EGD мето- 
дом диффузии в твёрдую агаризованную среду,  
в результате чего была обнаружена зона ингиби- 
рования, свидетельствовавшая о наличии анти- 
микробных свойств. Полученная зрелая форма 
рекомбинантного Lchβ проявила антимикробную 
активность в аналогичном тесте только в отно- 
шении штамма Staphylococcus aureus ATCC 29213  
и не была активной в отношении других тестиру- 
емых штаммов бактерий. Однако в тестах ме- 
тодом серийных разведений в жидкой среде 
рекомбинантный Lchβ показал активность в от- 
ношении других штаммов бактерий (табл. 1).  
Кроме того, рекомбинантный Lchβ продемонс- 
трировал синергизм при совместном действии 
с природным α-компонентом лихеницидина в 
отношении L. monocytogenes EGD (рис. 6) по ре- 
зультатам тестирования в твёрдой агаризован- 
ной и в жидкой среде (табл. 1).

Рис. 5. Хроматограмма очистки природного лихеницидина с помощью обращённо-фазовой ВЭЖХ и МАЛДИ-масс-
спектрометрический анализ выделенных природных компонентов лихеницидина.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение плазмидных конструкций. Для 
получения нуклеотидных последовательностей, 
кодирующих предшественники компонентов 
лантибиотика лихеницидина LchA1 и LchA2 и 
модифицирующие их ферменты LchM1 и LchM2, 
соответственно, проводили амплификацию их 
генов на матрице геномной ДНК природного 
продуцента B. licheniformis B-511 (GeneBank: 

AAU25566.1,  AFR74837.1,  ADM36019.1, 
AAU42939.1) с помощью ПЦР. Синтезированные 
нуклеотидные последовательности встраивали  
в вектор pET-8хHis-TrxL из коллекции УНЦ  
ИБХ РАН методом гомологичной рекомбинации 
in vivo [24] в клетках E.  coli DH10B. В случае 
lchA1 с помощью ПЦР синтезировали мутант- 
ный ген, кодирующий предшественник α-компо- 
нента лихеницидина LchA1 с заменой остатков 
M5L и M13L в сигнальной части, а также M28L 
в модифицируемой части пептида. Использован- 
ные в работе последовательности олигонуклео- 
тидных праймеров приведены в табл. 2. Пра- 
вильность сборки полученных плазмидных конст- 
рукций оценивали с помощью секвенирования 
по Сэнгеру (ЗАО «Евроген»). Для повышения 
достоверности полученных данных каждый 
клонированный фрагмент секвенировали дважды 
в противоположных направлениях.

Получение рекомбинантных компонентов 
лихеницидина. Штаммы-продуценты реком- 
бинантных компонентов лихеницидина получали 
путем трансформации Ca2+-компетентных клеток 
E. coli BL21(DE3) плазмидой, кодирующий окта- 
гистидин-меченый препропептид и фермент его  
модификации. Трансформированные клетки вы- 
ращивали в течение 16 ч при 37°C в 10 мл среды 
LB, содержащей 100 мкг/мл ампициллина и 20 мМ 
глюкозы и вносили в 1.0 л среды LB для экспрес- 
сии, содержащей 20 мМ глюкозы, 1 мМ MgSO4 
и 100 мкг/мл ампициллина. Культивирование 
осуществляли в термостатируемом шейкере при 

Таблица 1. Антимикробная активность полученных компонентов лихеницидина в отношении чувствительных 
тест-штаммов бактерий

Тестируемый штамм
МИК, мкМ

Rβ Nβ Nα Nα + Nβ Nα + Rβ Низин

Micrococcus luteus Ac-2229 > 128 > 32 4 0.125 + 0.125 0.25 + 0.25 0.0156

Listeria monocytogenes EGD > 128 > 32 >16 2 + 2 2 + 2 0.0625

Bacillus subtilis B-886 32 32 32 1 + 1 2 + 2 0.0313

Mycobacterium phlei Ac-1221 32 32 16 4 + 4 4 + 4 0.25

* Nα – природный Lchα; Nβ – природный Lchβ; Rβ – рекомбинантный Lchβ; МИК – минимальная ингибирующая концен-
трация.

Рис. 6. Синергическое действие эквимолярной смеси  
природного Lchα (Nα) и рекомбинантного Lchβ (Rβ) 
в отношении L. monocytogenes EGD (суммарная кон- 
центрация смеси пептидов – 1.0 мкг; концентрация 
Nα или Rβ – 1.0 мкг; (+) контроль – тетрациклин в 
концентрации 1.0 мкг; (–) контроль – 5% ацетонитрил, 
0.1% трифторуксусная кислота.
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37°C, 220 об/мин в течение 2–3 ч до плотности 
0.8–1.0 OD600/мл, после чего добавляли индуктор 
изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид (ИПТГ) 
до конечной концентрации 0.2 мМ. Продолжали 
инкубацию клеточной культуры при температуре 
30°C, 220 об/мин в течение 3–4 ч. Клеточную 
массу осаждали центрифугированием при ско- 
рости 4000 об/мин и температуре 4°C в течение  
10 мин. Полученный клеточный осадок заморажи- 
вали и хранили при температуре минус 20°C.

Выделение и очистка рекомбинантных ком- 
понентов лихеницидина. Металлохелатная хро- 
матография. Клеточный осадок гомогенизировали 
с помощью ручного стеклянного гомогенизатора 
до однородной суспензии в буфере А для метал- 
лохелатной хроматографии (6 М гуанидина гидро- 
хлорид, 100 мМ NaH2PO4, 30 мМ имидазол, pH 7.8), 
добавляя 9 мл буфера на 1 г осадка. Далее прово- 
дили ультразвуковой лизис полученной клеточ- 
ной суспензии на льду в циклическом режиме  
(400 Дж на 1 мл суспензии). Центрифугировали 
лизат при скорости 17000 об/мин (30000 g) и тем- 
пературе 4°C в течение 30 мин.

Гибридные белки, содержащие модифицирован- 
ные предшественники пептидов Lchα и Lchβ, 
N-концевую октагистидиновую метку (8xHis) и сиг- 
нальный пептид (SP1 или SP2), очищали в денату- 
рирующих условиях с помощью Ni2+-металло- 
хелатной аффинной хроматографии на колонке 
(d = 1 см, h = 8 см), содержащей сорбент Ni-сефа- 
розу 6 Fast Flow (GE Healthcare, США). Очистку 
проводили при нормальном давлении и скорости 
потока буферных растворов 1 мл/мин. Элюцию 
пептидов проводили с помощью буфера В для  
металлохелатной хроматографии (6 М гуанидина 
гидрохлорид, 100 мМ NaH2PO4, 500 мМ имида- 
зол, pH 7.8). Время выхода гибридного белка де- 
тектировали по изменению оптического погло- 
щения при длине волны 280 нм.

Отщепление вспомогательных аминокис- 
лотных последовательностей.Расщепление гиб- 
ридного белка по остатку метионина, введенному 
между сигнальной последовательностью и зрелым 
пептидом, осуществляли с помощью реакции с  
бромцианом в кислой среде. К 1 мл элюата в бу- 
фере В для металлохелатной хроматографии до- 

Таблица 2. Последовательности олигонуклеотидных праймеров для ПЦР

№ Нуклеотидная последовательность (5′→3′) Назначение

1 ACGGATCCTCAAAAAAGGAACTGATTCTTTCATGGAAAAATCC
TCTGTATCGCACTGAATCTTCT Получение ампликона  

SP1LchA1_M13L-LchM1
2 TTCCTTTTTTGAGGATCCGTGATG

3
ACGGATCCTCAAAAAAGGAACTGATT 
CTTTCATGGAAAAATCCTCTGTATCGC 
ACTGAATCTTCT

Мутагенез сигнальной  
последовательности LchA1  

(SP1_M5L, M13L)
4 CAGTTCCTTTTTTGAGGATCCGTGAT

5 CCTCGACGCTAACCTGGCCGGATCCCATCA 
CCACCACCATCACGGAAAAACACTGAAAAATTC

Получение ампликона  
SP2LchA2-LchM2

6 ACGGAAAAACACTGAAAAATTCAGCTGCCCGTG 
AAGCCTTCAAAGGAGCCAATCATCCGG

7 AGGAGCCAATCATCCGGCAGGGCTGGTTTCCGA 
AGAGGAATTGAAAGCTTTGGTAGGAGG

8 TTGAAAGCTTTGGTAGGAGGAAATGACGTCAAT 
CCTGAAATGACAACTCCTGCTACAACC

9 GTGGTGGTGGTGCTCGAGAGAATTCTCACCTGCCCGTC
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бавляли 50 мкл 50% раствора бромциана, дости- 
гая приблизительно 100-кратного молярного из- 
бытка по отношению к остаткам метионина в  
составе белка, и 54 мкл концентрированной HCl  
(до расчетного значения pH ~ 1.0). Смесь инкуби- 
ровали в темноте в течение 16–20 ч при комнатной 
температуре. Реакцию останавливали добавле- 
нием двухкратного объёма воды. Образец упари- 
вали до исходного объёма на вакуумном концент- 
раторе SpeedVac в течение 3 ч для удаления из- 
бытка бромциана и HCl. Полученные образцы 
титровали 4 М NaOH до значения pH 4.0.

Обращённо-фазовая высокоэффективная 
жидкостная хроматография (офВЭЖХ). Фи- 
нальную очистку рекомбинантных пептидов 
проводили с помощью офВЭЖХ на колонке 
Reprosil-Pur C18-AQ (d = 5 мкм, 250 × 10 мм) 
в системе буферов А1 (5% ацетонитрил, 0.1% 
трифторуксусная кислота) и B1 (80% ацетонит- 
рил, 0.1% трифторуксусная кислота). Разделе- 
ние смеси продуктов проводили при скорости по- 
тока 2 мл/мин в градиенте концентрации ацето- 
нитрила от 5 до 80% буфера B1. Время выхода 
пептида детектировали по изменению оптичес- 
кого поглощения элюата при 214 и 280 нм. Соб- 
ранные фракции элюата, соответствующие пикам  
целевых пептидов на хроматограмме, собирали 
и упаривали досуха на вакуумном концентраторе 
SpeedVac. При необходимости проводили пов- 
торную очистку с помощью офВЭЖХ на отдель- 
ной колонке Reprosil-Pur C18-AQ в тех же усло- 
виях.

Уровень экспрессии гибридных белков и фер- 
ментов LchM1 и LchM2, степень расщепления 
бромцианом и качество хроматографической 
очистки контролировали с помощью белкового 
электрофореза в денатурирующих условиях в 
полиакриламидном геле.

Получение и выделение природного лихени- 
цидина. Получение и очистку лихеницидина из 
природного продуцента B. licheniformis B-511 
и его дальнейшую очистку проводили по ранее 
описанной нами методике [12].

Культуру клеток B. licheniformis B-511 выращи- 
вали на чашке с LB-агаром при 37°С в течении 18 ч,  
затем клетки переносили в 50-миллилитровую про- 
бирку с 10 мл минимальной среды М9 (4.8 мM 
Na2HPO4, 2.2 мM KH2PO4, 0.85 мM NaCl, 1.87 мM  

NH4Cl) и проводили культивирование в течение  
18 ч на роторной качалке при 37°С и скорости 
вращения 220 об/мин. Препаративное культиви- 
рование проводили в двухлитровых колбах. В 
каждую колбу добавляли по 160 мл минимальной 
среды М9 и по 1–2 мл ночной культуры клеток. 
Проводили культивирование в течение 18 ч на  
роторной качалке при 37°С и скорости вращения 
220 об/мин. Состав ростовой среды М9 с добав- 
ками: (4.8 мM Na2HPO4, 2.2 мM KH2PO4, 0.85 мM  
NaCl, 1.87 мM NH4Cl), 20 мМ глюкоза, 2 мМ 
MgSO4, 0.1 мМ CaCl2, 0.001% тиамин, 10 мкМ 
FeCl3, 0.00004% среда «2-3-1» (2% триптон, 3% 
дрожжевой экстракт, 1% NaCl). 

По окончании культивирования клетки отде- 
ляли центрифугированием при 8000 g в течение 
30 мин. К 1 л супернатанта добавляли 400 мл 
н-бутанола и проводили однократную экстракцию 
в течение 16 ч. Водную фазу удаляли с помощью 
делительной воронки, а полученный экстракт 
упаривали досуха на роторном испарителе. Пере- 
растворяли образец в 50 мл буфера A2 (30 мМ 
ацетат аммония, рН 5.6, 30% ацетонитрил) и на- 
носили на колонку с носителем Диасорб-100-C8 
(2.5 × 10 см), уравновешенную буфером А2, при 
скорости потока 2 мл/мин. Элюцию проводили 
50 мл буфера B2 (30 мМ ацетат аммония, рН 5.6, 
80% ацетонитрил) при скорости потока 2 мл/мин.  
Полученный элюат упаривали на роторном ис- 
парителе досуха и перерастворяли в 3 мл 50% 
метанола. Финальную очистку компонентов при- 
родного лихеницидина проводили с помощью 
офВЭЖХ, как было описано выше для реком- 
бинантного пептида.

Анализ структуры полученных пептидов.  
МАЛДИ-масс-спектрометрия. Масс-спектромет- 
рический анализ полученных пептидов прово- 
дили на МАЛДИ-времяпролетном масс-спектро- 
метре Reflex III (Bruker Daltonics, Германия), 
оснащенном УФ-лазером с рабочей длиной волны 
337 нм. В качестве матрицы использовали 10 мг/мл  
2,5-дигидроксибензойной кислоты в 20% ацето- 
нитриле, содержащем 0.1% ТФУ.

ЯМР-спектроскопия. Сопоставление струк- 
туры рекомбинантного и природного β-компо- 
нентов лихеницидина проводилось в лабора- 
тории биомолекулярной ЯМР-спектроскопии  
ИБХ РАН. Спектры ЯМР измеряли на спектро- 
метрах AVANCE-III 600 и AVANCE-III 800, ос- 
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нащенных криогенно охлаждаемыми зондами 
(Bruker, Германия). Отнесение сигналов 1H было  
получено по стандартной методике с исполь- 
зованием 2D-спектров 1H,1H-TOCSY и 1H,1H-
NOESY.

Тестирование антимикробной активности. 
Первичный скрининг антимикробной активности 
компонентов лихеницидина и их эквимоляр- 
ной смеси осуществляли методом диффузии в  
твердую агаризованную среду, содержащую тес- 
товый штамм бактерий. Тест-культуру бактерий 
выращивали в 10 мл жидкой питательной среды  
при 37°C до достижения оптической плотности 
OD600 ~ 1.0. Аликвоту полученной культуры 
добавляли к 10 мл расплавленного и охлажден- 
ного до 40°С агара в той же питательной среде до 
расчётного значения OD600 0.001 (приблизительно 
2 × 105 КОЕ/мл). Приготовленные растворы зали- 
вали в чашки Петри. На поверхность застывшего 
агара наносили от 0.5 до 10 мкг тестируемых ве- 
ществ. В качестве положительного контроля ис- 
пользовали антибиотики ампициллин или тетра- 
циклин. Чашки инкубировали в термостате в 
течение 24 ч при 37°C.

Антимикробную активность пептидов также  
определяли методом двойных серийных разве- 
дений в жидкой питательной среде. Тестирование 
проводили в стерильных 96-луночных плоско- 
донных полистироловых планшетах (Eppendorf, 
Германия) в среде Мюллера-Хинтон (MH) (Sigma-
Aldrich, США). Тест-культуры выращивали в 
жидкой питательной среде LB или MH при 37°С 
до достижения оптической плотности OD600 ~ 1.0, 
после чего разбавляли двухкратной средой MH 
до конечной концентрацией клеток 106 КОЕ/мл.  
Двойные серийные разведения исследуемых раст- 
воров компонентов лихеницидина проводили в 
лунках планшета в объёме 50 мкл в 0.1% стериль- 
ном растворе бычьего сывороточного альбумина 
(БСА) для предотвращения нежелательной сорб- 
ции пептидов. После этого в лунки вносили по  
50 мкл приготовленных растворов бактериаль- 
ных тест-культур и инкубировали планшет в тече- 
ние 24 ч при температуре 37°С и перемешивании 
со скоростью 950 об/мин. Значения минимальных 
ингибирующих концентраций (МИК) определяли 
как минимальную концентрацию пептида, при  
которой не наблюдалось видимого роста бакте- 
риальной культуры. Бактериальный рост оцени- 

вали визуально. При необходимости дополни- 
тельно добавляли в лунки по 20 мкг/мл хромоген- 
ного субстрата резазурина (Sigma-Aldrich, США) 
и инкубировали планшет в течение 2 ч при 37°С 
и перемешивании со скоростью 950 об/мин. 
Эксперименты по определению МИК проводили 
в трехкратной повторности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработка способов биотехнологического по- 
лучения лантибиотиков является необходимым 
условием для проведения всесторонних иссле- 
дований этих антимикробных соединений как  
перспективных прототипов новых лекарствен- 
ных средств. Создание гетерологичных суперпро- 
дуцентов на основе микроорганизмов, в кото- 
рых гены лантибиотиков экспрессируются в конт- 
ролируемых условиях, облегчает исследование 
механизмов их биосинтеза и секреции, а также  
изучение субстратной специфичности модифи- 
цирующих ферментов. В дальнейшем это позволит 
расширить область применения данных природ- 
ных биосинтетических систем. Разработанный 
нами биотехнологический способ получения ре- 
комбинантных компонентов лантибиотика лихен- 
ицидина одновременно демонстрирует возмож- 
ности, которые открывает данный подход, и труд- 
ности на пути его реализации, которые могут быть  
связаны с особенностями конкретных ферментов 
или их субстратов. Достигнутые выходы рекомби- 
нантного пептида Lchβ позволяют предполо- 
жить, что модифицирующий фермент LchM2 
может быть использован для модификации аль- 
тернативных субстратов и для получения других 
лантипептидов класса II в бактериальных сис- 
темах экспрессии.
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Biotechnological Production of the Recombinant  
Two-Component Lantibiotic Lichenicidin  

in the Bacterial Expression System
D. V. Antoshina*, S. V. Balandin*, **, A. A. Tagaev*,  
A. A. Potemkina*, **, and T. V. Ovchinnikova*, **, #
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** Phystech School of Biological and Medical Physics, Moscow Institute of Physics and Technology  
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Lantibiotics are a family of bacterial antimicrobial peptides synthesized by ribosomes that undergo post-
translational modification to form lanthionine (Lan) and methyllanthionine (MeLan) residues. Lantibiotics 
are considered promising agents for combating antibiotic-resistant bacterial infections. This paper presents 
a biotechnological method for obtaining two components of the lantibiotic lichenicidin from Bacillus  
licheniformis B-511 – Lchα and Lchβ. A system has been developed that allows co-expression of the lchA1 
or lchA2 genes, encoding the precursors of the α- or β-components, respectively, with the lchM1 or lchM2 
genes of the modifying enzymes LchM1 and LchM2 in Escherichia coli cells. The developed system of 
heterologous expression and purification made it possible to obtain, with high yield, post-translationally 
modified recombinant Lchβ, completely identical to the natural peptide in structure and biological activity.

Keywords: antibiotics, antimicrobial peptides, bacteriocins, lantibiotics, recombinant peptides, biotech-
nology
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ВВЕДЕНИЕ

Изучение потенциал-чувствительных натрие- 
вых каналов (Nav) важно как для фундаментальной 
биологии, так и для фармакологии, поскольку они  
отвечают за формирование потенциала действия  

и тем самым обеспечивают работу электровоз- 
будимых клеток: нейронов и миоцитов. Главная 
α-субъединица Nav – это трансмембранный псевдо- 
тетрамер из четырех гомологичных, но различаю- 
щихся повторов (D I–IV) в составе единой полипеп- 
тидной цепи длиной ~2000 а.о. В каждом повторе 

УДК 557.112.5:557.112.6

ПРОИЗВОДНОЕ НЕЙРОТОКСИНА BeM9 
РАСКРЫВАЕТ ОСОБЕННОСТИ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 

С ИЗОФОРМОЙ НАТРИЕВЫХ КАНАЛОВ Nav1.5
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α-Нейротоксины скорпионов – классические лиганды потенциал-чувствительных натриевых каналов, 
ингибирующие их инактивацию. Сила этого эффекта зависит от организма и изоформы каналов, а 
точные механизмы, объясняющие различия в активности, пока еще не известны. Ранее мы показали, 
что α-токсинам скорпионов свойственно модульное строение. Они состоят из консервативного, 
структурно устойчивого сердцевинного модуля и лабильного модуля специфичности, который 
обладает высокой вариабельностью и определяет селективность в отношении разных каналов. При 
этом у токсинов, предпочтительно воздействующих на каналы млекопитающих (“млекотоксинов”), 
мы отметили более высокую подвижность модуля специфичности по сравнению с инсектотоксинами, 
высокоактивными в отношении насекомых. Мы предположили, что эта подвижность у млекотоксинов 
увеличена благодаря двум консервативным остаткам глицина, ограничивающим N-концевую 
петлю модуля специфичности. Для проверки этого предположения мы получили производное 
нейротоксина BeM9 из яда скорпиона Mesobuthus eupeus с двумя заменами аминокислотных остатков 
в соответствующих позициях на глицин (A4G и Y17G). Неожиданно оказалось, что полученный 
нами полипептид BeM9GG утратил активность в отношении изоформы каналов Nav1.5, характерной 
для сердечной мускулатуры млекопитающих. Сравнение двух известных структур комплексов 
потенциал-чувствительных натриевых каналов с токсинами скорпионов позволило объяснить 
наблюдаемый эффект. Мы предполагаем существенную роль мембраны во взаимодействии токсинов 
с изоформой Nav1.5.

Ключевые слова: нейротоксины, натриевые каналы, белковая инженерия, молекулярная динамика

DOI: 10.31857/S0132342324040095, EDN: MWRFGB

Сокращения: МД – молекулярная динамика; ПД – поровый домен; ПЧД – потенциал-чувствительный домен; ВеМ9 – α-подоб- 
ный нейротоксин М9 из яда скорпиона Mesobuthus eupeus; BeM9GG – производное нейротоксина с двумя заменами аминокис-
лотных остатков в соответствующих позициях на глицин (A4G и Y17G); Nav – потенциал-чувствительные натриевые каналы; 
BgNav1 – Nav таракана; α-NaTx – α-нейротоксины скорпионов; Trx – тиоредоксин.
# Автор для связи: (эл. почта: avas@ibch.ru).
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можно выделить потенциал-чувствительный до- 
мен (ПЧД, трансмембранные спирали S1–S4), 
запускающий конформационные перестройки в 
ответ на сдвиг мембранного потенциала. При этом 
непосредственным сенсором потенциала служит 
сегмент S4, содержащий регулярно расположен- 
ные положительно заряженные остатки и переходя- 
щий при деполяризации мембраны из положе- 
ния “вниз”, соответствующего неактивированному 
каналу, в положение “вверх” при активации. Спи- 
рали S5 и S6 из всех четырех повторов формируют 
единый пóровый домен (ПД), способный селек- 
тивно пропускать ионы натрия. Активация ПЧД 
I–III приводит к открытию ПД, а ПЧД IV отвечает 
за быструю инактивацию канала, во время кото- 
рой ПД снова перестает пропускать Na+ [1, 2].

В то время как у большинства насекомых име- 
ется лишь один ген, кодирующий Nav, у млеко- 

питающих их несколько, а соответствующие изо- 
формы белка называются Nav1.1–1.9. Поскольку 
Nav крайне важны для работы нервной системы 
и мышц, они служат мишенью для множества 
нейротоксинов, связывающихся с Nav и имеющими 
изоформ-зависимую активность. Так, один из 
важнейших компонентов яда скорпионов – так 
называемые “α-токсины” (α-NaTx) – селективно 
связываются с ПЧД IV и ингибируют инактивацию 
канала. Это небольшие белки, состоящие из  
~65 а.о., их укладка представлена β-листом из  
трех β-тяжей, короткой α-спиралью и стабили- 
зирована четырьмя S–S-мостиками. Некоторые 
α-NaTx действуют преимущественно на каналы 
насекомых (инсектотоксины), другие активны 
на разных изоформах каналов млекопитающих 
(млекотоксины), а третьи характеризуются ши- 
роким профилем активности (α-подобные ток- 
сины). На рис. 1 приведены аминокислотные 

Млекотоксины

Инсектотоксины

α-Подобные токсины

С-конец

β2–β3-петля

RT-петля

Рис. 1. Структурные особенности α-NaTx. (а) – Сравнение аминокислотных последовательностей представителей 
разных групп α-NaTx. Розовым обозначена α-спираль, голубым – β-тяжи, оттенками зеленого – различные участки 
модуля специфичности: светлый – RT-петля, темнее – β2–β3-петля, темный – C-концевая область. Малиновым выделены 
“шарнирные” глицины (остатки 4 и 17 по нумерации Aah2); (б) – пространственная организация α-NaTx на примере 
млекотоксина Aah2. Цветовые обозначения аналогичны панели (а). Желтым показаны дисульфидные мостики;  
(в) – общий вид взаимодействия α-NaTx с натриевыми каналами на примере комплекса Lqh3–hNav1.5 [7]. Nav изоб- 
ражен цветной поверхностью с индивидуально раскрашенными гомологичными повторами D I–IV (ПД более блеклый, 
ПЧД – яркий). Бордовым показан Lqh3.

(а)

(б) (в)
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последовательности нескольких α-NaTx, относя- 
щихся к трем группам (а), и общая укладка 
этих токсинов (б). Некоторые млекотоксины се- 
лективны в отношении отдельных изоформ Nav: 
к примеру, MeuNaTxα-2 селективен к Nav1.4 [3], 
а OD1 – к Nav1.7 [4].

Несмотря на большой массив данных, до сих 
пор не ясно, как управлять селективностью α-NaTx, 
получая с помощью рационального дизайна 
производные токсинов с заданными свойствами –  
молекулярные зонды для исследований нервной 
системы и прототипы лекарств. Ранее мы пока- 
зали наличие у α-NaTx модульной структуры, в 
которой к жесткой основе – так называемому “серд- 
цевинному” модулю – прикрепляется “модуль 
специфичности”, отвечающий за селективное 
узнавание конкретной изоформы Nav и состоя- 
щий из N-концевой RT-петли, β2–β3-петли и C-кон- 
цевой области, соединенной с RT-петлей дисуль- 
фидной связью (рис. 1б) [5]. Последовавшее опре- 
деление структуры комплексов Nav с α-NaTx  
(рис. 1в) подтвердило, что взаимодействует с ка- 
налом именно модуль специфичности [6, 7].

Расчеты молекулярной динамики (МД) и ана- 
лиз гидрофобных свойств выявили, что модуль 
специфичности млекотоксинов более подвижный 
и гидрофильный в сравнении с токсинами, ак- 
тивными в отношении Nav насекомых. В той же 
работе мы указали, что более высокая подвиж- 
ность всего модуля может быть обусловлена парой  
консервативных для млекотоксинов остатков 
глицина (G4 и G17, нумерация по Aah2, отмечены 
малиновым цветом на рис. 1), выступающих для 
RT-петли подобно шарниру. In silico мутагенез этой 
пары остатков показал снижение подвижности, 
а встречная замена на глицин в структуре ин- 
сектотоксина, напротив, ее повышала, позволив 
предложить направление дизайна специфических 
вариантов α-NaTx.

На основе представления о модульном строе- 
нии α-NaTx мы продолжаем серию работ по 
мутагенезу одного из наиболее изученных α-по- 
добных токсинов M9 (BeM9) из яда скорпиона 
Mesobuthus eupeus [8]. Ранее специфичность 
BeM9 удалось изменить, получив селективный 
инсектотоксин [9]. С целью получения селективных 
млекотоксинов мы синтезировали производное 
BeM9 с введением указанных выше “шарнирных” 

глицинов: A4G и Y17G (BeM9GG) и изучили его  
активность. Неожиданная специфическая утрата 
активности BeM9GG в отношении Nav1.5 и нюансы 
строения комплекса α-NaTx с этой изоформой 
позволили нам предположить особую роль мемб- 
раны.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Дизайн и получение BeM9GG. Анализ амино- 
кислотных последовательностей α-NaTx (рис. 1)  
показывает, что у млекотоксинов RT-петля чаще  
всего ограничена двумя консервативными остат- 
ками глицина, предположительно придающими 
ей более высокую подвижность. Это G4 в β1-тяже 
и G17 сразу после второго остатка цистеина и 
перед α-спиралью. У α-подобного токсина BeM9 
в аналогичных позициях расположены остатки A4 
и Y17. Мы предположили, что замена обоих этих 
остатков на глицин увеличит подвижность RT-
петли и всего модуля специфичности, уменьшив 
сродство к Nav насекомых и сдвинув профиль 
специфичности в сторону млекотоксинов [5].

ДНК, кодирующую BeM9 с заменами A4G и 
Y17G (BeM9GG), синтезировали с помощью ПЦР 
из перекрывающихся олигонуклеотидов, после 
чего клонировали в составе бактериального 
экспрессионного вектора с целью получения 
рекомбинантного продукта. Мы использовали 
традиционный подход к получению дисульфид-
богатых полипептидов: BeM9GG был наработан в 
составе гибридного белка с тиоредоксином (Trx), 
необходимым для корректного формирования 
дисульфидных связей. Trx-BeM9GG получили в 
бактериальной системе и выделили с помощью 
аффинной хроматографии, после чего целевой 
продукт отделили от Trx с использованием бром- 
циана. Хроматографической чистоты > 95% дос- 
тигали с помощью обращенно-фазовой ВЭЖХ. 
Выход составил 2 мг с 1 л среды LB. Очищенный 
образец характеризовали с помощью MALDI масс-
спектрометрии: измеренная средняя молекулярная 
масса BeM9GG составила 7215.2 Да (расчетное 
значение 7215.1 Да).

Активность BeM9GG в отношении Nav. Эф- 
фекты BeM9GG были изучены в сравнении с ис- 
ходным токсином в концентрации 1 мкМ в от- 
ношении ряда Nav. Мы применили стандартный 
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подход, подразумевающий экспрессию генов 
каналов (α-субъединиц и соответствующих вспо- 
могательных β-субъединиц) в ооцитах Xenopus 
laevis. Мы оценили активность BeM9GG на четырех 
изоформах Nav млекопитающих (rNav1.2, rNav1.4, 
hNav1.5 и mNav1.6) и в отношении канала таракана 
BgNav1 (табл. 1). Активность BeM9GG оказалась 
снижена по сравнению с исходным токсином,  
при этом в отношении Nav1.5 в концентрации  
1 мкМ активность не наблюдалась вовсе.

Модель комплекса α-NaTx–Nav подсказывает 
причину утраты активности BeM9GG на Nav1.5.  
Для того чтобы объяснить наблюдаемый эффект,  
мы обратились к известным структурам комплек- 
сов Nav с токсинами, построили модели комплексов 
с BeM9 и провели МД. В 2019 г. методом крио- 
электронной микроскопии была получена первая 
структура комплекса химерного Nav (ПЧД IV от  
hNav1.7, каркас от канала таракана NavPas) с млеко- 

токсином Aah2 (PDB ID: 6NT4) [6]. Эта структура 
наглядно подтвердила нашу гипотезу модульного 
строения α-NaTx: модуль специфичности токсина 
и оказался той частью, которая связывается с Nav: 
RT-петля направлена в сторону ПД I, β2–β3-петля –  
в сторону спиралей S2 и S3 ПЧД IV, а С-конец – в 
сторону ПД I и петли S3–S4 ПЧД IV; остальная 
часть токсина (сердцевинный модуль) с каналом 
не взаимодействует (рис. 1в, 2а).

В 2021 г. была получена еще одна структура –  
комплекса α-подобного токсина Lqh3 с Nav1.5 
человека (PDB ID: 7K18; рис. 2б) [7]. В общем 
похожая, в деталях она заметно отличается от комп- 
лекса Aah2–Nav1.7: в ней модуль специфичности 
не дотягивается до ПД I и S4 ПЧД IV, а сам токсин 
глубже погружается в “ложбину” между спиралями 
S2 и S3 ПЧД IV, вероятно активно взаимодействуя 
при этом с мембраной сердцевинным модулем  
(а именно N-концевой частью α-спирали). Воз- 
можно, это связано с тем, что в спирали S2 ПЧД IV 

Таблица 1. Активность BeM9 и BeM9GG в отношении Nav

Токсин rNav1.2 rNav1.4 hNav1.5 mNav1.6 BgNav1
BeM9 Н/а (3) 0.23 ± 0.03 (4) 0.46 ± 0.03 (3) 0.60 ± 0.04 (8) 1.93 ± 0.05 (7)

BeM9GG Н/а (4) 0.07 ± 0.01 (3) Н/а (2) 0.17 ± 0.04 (4) 0.52 ± 0.01 (2)
Примечание: для каналов млекопитающих первая буква означает организм: r – крыса, h – человек, m – мышь. Н/а – нет 
активности. Указаны значения I30 мс/Ipeak или I5 мс/Ipeak (для Nav1.5; см. пояснения в “Эксперим. части”). Приведены средние 
значения ± стандартные отклонения, в скобках указано число независимых экспериментов (n).

Опорные остатки(а) (б) (в)

(г) (д)

Рис. 2. Различие структуры комплексов Nav с α-NaTx. (a, б) – Сайт связывания α-NaTx с Nav в мембране. Голубым 
выделен ПЧД IV канала, зеленым – ПД I (виден гликан), розовым и малиновым показаны токсины; (в) – сравнение 
фрагментов аминокислотных последовательностей S2 и S3 ПЧД IV. Желтым выделены так называемые “опорные” 
остатки, определяющие характер посадки β2–β3-петли α-NaTx; (г, д) – посадка β2–β3-петли α-NaTx на “опорные” остатки 
S2–S3 ПЧД IV. Цветовые обозначения аналогичны панелям (а, б), желтым показаны “опорные” остатки.
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у Nav1.5 остаток, формирующий “опору” для петли 
β2–β3, намного меньше (аланин), чем в ряде других 
каналов (обычно тирозин; рис. 2в). В результате 
токсин садится глубже между S2 и S3 (рис. 2г, д), 
предположительно более интенсивно при этом 
взаимодействуя с мембраной. Мы предполагаем, 
что различия в структуре комплексов Aah2–Nav1.7 
и Lqh3–Nav1.5 смогут указать причину потери 
активности BeM9GG в отношении hNav1.5.

Lqh3, активный в отношении Nav1.5, имеет 
G4, как и BeM9GG, однако при этом в 17-м по- 
ложении у него расположен ароматический 
остаток, как у нативного BeМ9 (рис. 1а). Согласно 
структуре комплекса Lqh3–Nav1.5 (PDB ID: 7K18), 
F17 у Lqh3 глубоко погружен в мембрану (рис. 2б).  
Сродство этого остатка к мембране может быть 
важно именно в случае hNav1.5 ввиду особой 
посадки токсина в ложбине между S2 и S3. 
В этом случае потеря гидрофобного остатка 
(замена Y17G) снижает сродство к мембране и 
не позволяет сформировать высокоаффинный 
комплекс (рис. 3).

Мы собрали данные по активности различ- 
ных токсинов в отношении Nav1.5, чтобы проил- 
люстрировать нашу гипотезу о важности их  
взаимодействия с мембраной (табл. 2). В боль- 
шинстве случаев выраженная активность в от- 
ношении Nav1.5 у α-NaTx коррелирует с наличием 
в 17-й позиции гидрофобного остатка.

К наиболее важным контрпримерам отнесем 
Lqh2, MeuNaTxα-4 и токсины из рода скорпионов 
Tityus. Lqh2, несмотря на сравнительно высокую 
активность, все же более активен на каналах 
Nav1.2 и 1.4 [12]. MeuNaTxα-4 вообще не активен 
на каналах млекопитающих, что, вероятно, связано 
с другими отличиями его структуры. Токсины 
Ts2–5 сильно отличаются от классических α-NaTx 
из-за короткой β2–β3-петли, поэтому к ним общая 
модель связывания не применима.

Для более основательной проверки гипотезы 
роли взаимодействия α-NaTx с мембраной (по- 
средством остатков в позициях 17, 41 и, возможно, 
других) в связывании с Nav1.5 потребуются до- 
полнительные эксперименты. Среди таких экспе- 
риментов можно назвать получение следую- 
щих производных: 1) BeM9Y17G с единичной заме- 
ной (должен потерять аффинность к Nav1.5);  
2) Lqh2G17F/Y (взаимодействие должно усилиться); 
3) Lqh3F17G (взаимодействие должно ослабнуть). 
Кроме того, необходимо проведение МД моделей 
комплексов α-NaTx–Nav1.5 в явно заданной ли- 
пидной мембране для детальной характеристики 
взаимодействий токсина с каналом и мембраной.

Помимо этого выявленное отличие в строении 
“ложбины” между S2 и S3 в ПЧД IV различных 
Nav (рис. 2в–д) позволяет предсказать различный 
способ взаимодействия токсинов с каналами 
млекопитающих: с Nav1.7, а также Nav1.2, 1.4 
и 1.6 (тирозин в “ложбине”) токсин будет рас- 

Рис. 3. Влияние мутации Y17G на связывание BeM9 с Nav. Голубым выделен ПЧД IV канала, зеленым – ПД I, розовым –  
токсин BeM9, темно-красным показан остаток Y17, направленный в сторону мембраны у BeM9 и замещенный на глицин 
у BeM9GG. (a) – Модель комплекса BeM9–hNav1.5, полученная пространственным совмещением с Lqh3 из комплекса 
7K18. Видно, что остаток Y17 у BeM9 заглублен в мембрану; (б) – модель комплекса BeM9–mNav1.6 (построение 
модели см. в “Эксперим. части”).

(а) (б)
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полагаться “выше” (как на рис. 2б), слабее взаимо- 
действуя – с мембраной; а с Nav1.5, а также Nav1.1,  
1.3, 1.8 и 1.9 (“ложбина” образована остатками  
S, A, G или D) токсин получает возможность опус- 
титься “ниже” в ПЧД, одновременно слабее взаимо- 
действуя с ним и сильнее – с мембраной. Наличие 
заряженного остатка аспарагиновой кислоты у 
Nav1.9 открывает дополнительные перспективы 
по созданию действующих на эту изоформу 
полипептидов, несущих положительный заряд.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение рекомбинантных производных 
BeM9. Синтез нуклеотидной последователь- 

ности, кодирующей BeM9GG, проведен с помощью 
лигирования олигонуклеотидных фрагментов 
(табл. 3) и ПЦР аналогично описанной ранее 
процедуре [5, 20]. Полученную полноразмерную 
последовательность клонировали в составе экс- 
прессионного вектора pET-32b (Novagen, США;  
вставка по сайтам рестрикции KpnI и BamHI). 
В результате в составе вектора pET-32b-BeM9GG 
имеется химерный ген гибридного белка Trx-
BeM9GG.

Экспрессию химерных генов проводили в 
штамме Escherichia coli BL21(DE3) [21]. Культуру 
бактерий, трансформированных с использованием 
экспрессионного вектора, выращивали на среде 
LB с добавлением ампициллина (100 мкг/мл) при  

Таблица 2. Активность α-NaTx в отношении Nav1.5

Токсин Активность Остаток 17 Комментарии
BeM9 Активен при 1 мкМ [5] Y –

BeM9GG Не активен при 1 мкМ G –

BeM9E Активен при 1 мкМ [9] Y
Активность слабая, но в отношении 

других каналов млекопитающих  
упала сильнее

BeM9EG Не активен при 1 мкМ [9] G –
msBeM9 Не активен при 1 мкМ [10] G –

Lqh2 EC50 = 11.5 нМ [11] G На порядок более активен  
в отношении других каналов [12]

Lqh3 EC50 = 2.5 нМ [11] F –
Lqh6 Активен при 1 мкМ [13] I –
Lqh7 Активен при 1 мкМ [13] F –

LqhαIT EC50 = 32.9 нМ [11] F Инсектотоксин
MeuNaTxα-1 Не активен при 1 мкМ [3] G –
MeuNaTxα-2 Не активен при 1 мкМ [3] A –
MeuNaTxα-4 Не активен при 2 мкМ [3] F Инсектотоксин
MeuNaTxα-5 Активен при 2 мкМ [3] F –
MeuNaTxα-12 Не активен при 10 мкМ [14] A –
MeuNaTxα-13 Не активен при 10 мкМ [14] F Отличается последовательность β2–β3

BmK M1 EC50 = 195 нМ [15] A –
OD1 Активен при 4 мкМ [4] A –
Ts2 Активен при 1 мкМ [16] F

Короткая β2–β3-петля, вероятно,  
другой паттерн связывания

Ts3 Не активен при 500 нМ [17] F
Ts4 Не активен при 500 нМ [18] F
Ts5 Активен при 1 мкМ [19] F

Примечание: EC50 – полумаксимальная эффективная концентрация, означает концентрацию лиганда, которая вызывает эф-
фект, равный половине максимального возможного для этого лиганда. В данном случае подразумевается ингибирование 
инактивации.
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37°C и интенсивном перемешивании до дости- 
жения средней логарифмической фазы. Индук- 
цию экспрессии целевого гена осуществляли до- 
бавлением в среду 0.2 мМ изопропил-β-D-1-тио- 
галактопиранозида, после чего культуру инкуби- 
ровали еще 4 ч. По истечении этого времени бак- 
терии осаждали, ресуспендировали в стартовом 
буфере для аффинной хроматографии (300 мМ 
NaCl, 20 мМ Tris-HCl, pH 7.5) и лизировали с 
помощью ультразвука.

Слитные белки имели в своем составе гексагис- 
тидиновую последовательность, которая позво- 
ляла проводить их очистку с помощью металл-
хелатной хроматографии [22] на сорбенте TALON 
Superflow Metal Affinity Resin (Clontech, США). 
Элюцию сорбированных белков проводили бу- 
фером, содержащим имидазол (150 мМ имида- 
зол, 300 мМ NaCl, 20 мМ Tris-HCl, pH 7.5). 
BeM9GG не содержит остатков метионина, поэтому  
целевой полипептид отщепляли от Trx с помо- 
щью бромциана по описанной методике [23]. 
Для этого в последовательность химерного гена 
был специально введен метиониновый кодон 
непосредственно перед геном токсина. Очистку 
от нецелевых продуктов реакции проводили  
с помощью обращенно-фазовой ВЭЖХ, как опи- 
сано для BeM9 [5].

Масс-спектрометрия. Полипептиды анали- 
зировали с помощью времяпролетной MALDI  
масс-спектрометрии. Использовали спектрометр 

Ultraflex TOF-TOF (Bruker Daltonik, Германия), 
анализ проводили как описано ранее [24]. В ка- 
честве матрицы использовали 2,5-дигидрокси- 
бензойную кислоту (Sigma-Aldrich, США). Из- 
мерения проводили в линейном режиме. Масс-
спектры анализировали с помощью программного 
обеспечения Data Analysis 4.3 (Bruker, Германия).

Электрофизиология. Активность получен- 
ного производного сравнивали с исходным ток- 
сином BeM9 по эффекту в отношении Nav, экс- 
прессированных в ооцитах лягушки X. laevis. Вы- 
деление ооцитов, получение РНК, а также сбор 
и анализ данных проводили, как описано ранее 
[5, 10]. Использовали гены ряда изоформ Nav 
млекопитающих (Nav1.2 и 1.4 крысы (r), Nav1.5 
человека (h), Nav1.6 мыши (m), вспомогательных 
субъединиц rβ1 и hβ1), а также α-субъединицы 
BgNav1 и вспомогательной субъединицы TipE та- 
ракана Blattella germanica и дрозофилы соот- 
ветственно. Для оценки эффективности токсинов 
мы использовали величину, равную отношению 
регистрируемого тока через мембрану ооцита 
спустя 30 мс после подачи тестового импульса к 
пиковому току (I30 мс/Ipeak). В случае канала Nav1.5 
из-за особой кинетики его работы использовали 
отношение тока через 5 мс после тестового им- 
пульса к пиковому току (I5 мс/Ipeak). Все данные 
анализировали с помощью программного обес- 
печения pClamp Clampfit версии 10.4 (Molecular 

Таблица 3. Олигонуклеотиды для синтеза гена BeM9GG

Название Последовательность

M9GGf1 ATATGGTACCATGGCTCGTGACGGTTACATCGCA

M9GGf2 AACCGCACAACTGCGTTTACGAATGCGGCAACCCGAAAGGTTCTT

M9f3 ACTGCAACGACCTGTGCACCGAAAACGGTGCTGAATCTGGTTACT

M9f4 GCCAGATCCTGGGTAAATACGGTAACGCTTGCTGGTGCATCCA

M9f5 GCTGCCGGACAACGTTCCGATCCGTATCCCGGGTAAATGCC

M9GGr1/2 AAACGCAGTTGTGCGGTTTAGCGATGTAACCGTCAC

M9GGr2/3 TGCACAGGTCGTTGCAGTAAGAACCTTTCGGGTTGC

M9r3/4 ATTTACCCAGGATCTGGCAGTAACCAGATTCAGCAC

M9r4/5 GAACGTTGTCCGGCAGCTGGATGCACCAGCAAGC

M9r GCATGGATCCCTAGTGGCATTTACCCGGGATAС
Примечание: полужирным шрифтом выделены старт- и стоп-кодоны, подчеркнуты сайты рестрикции для последующей 
вставки в плазмиду. 
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Devices, CША) и Origin Pro версии 8.0 (OriginLab, 
США).

Молекулярное моделирование. Внутримоле- 
кулярные эффекты от замен в структуре BeM9 оце- 
нивали с помощью сравнительного моделирова- 
ния токсина дикого типа (PDB ID: 5MOU) и его 
производного. Модель BeM9GG была получена с по- 
мощью моделирования по гомологии в програм- 
ме MODELLER v. 9.19 [25]. Три лучшие модели 
из 20 по внутренней оценке программы использо- 
вали как стартовые конформации для проведения 
трех реплик МД, а для нативного BeM9 – первую 
из ЯМР-ансамбля конформаций также в трех 
независимых запусках МД.

Для МД использовали программу GROMACS 
5.1.2 [26] и силовое поле Amber99sb-ildn.ff [27].  
Радиус отсечки ван-дер-ваальсовых и электро- 
статических взаимодействий составил 10 и 12 Å  
соответственно. Для МД построили кубические 
ячейки (55 × 55 × 55 Å3 для токсинов и 120 × 120 ×  
× 120 Å3  для комплексов) c моделью воды SPC  
[28], содержащие противоионы для электро- 
нейтральности и уравновешенные по энергии 
путем нагревания до 300 К в течение 100 пс.  
МД проводили в периодических граничных 
условиях при Т = 300 К, P = 1 бар, поддерживаемых 
при помощи термостата V-rescale [29] и баростата 
Берендсена [30] соответственно. Длина и шаг 
траектории составили 100 нс и 2 фс соответственно. 
Для каждой изучаемой молекулы было проведено 
по три расчета для накопления статистических 
данных. Для сравнения объектов между собой 
использовали t-критерий Стьюдента.

Для объяснения эффекта мутации Y17G в 
BeM9 строили модели комплексов токсина с Nav, 
использованными для измерения токов – hNav1.5 
и mNav1.6. Комплекс BeM9–hNav1.5 получали 
прямой заменой токсина Lqh3 на BeM9 после 
пространственного совмещения в структуре 7K18. 
Модель BeM9–mNav1.6 строили следующим 
образом: сначала с использованием метода гомо- 
логии и программы MODELLER строили полную 
модель mNav1.6 по структуре канала hNav1.6 
(PDB ID: 8FHD). Однако, поскольку для Nav1.6 
пока не была определена структура комплекса 
ни с одним α-NaTx, его ПЧД IV находится в ак- 
тивированном состоянии ввиду отсутствия по- 
тенциала (положение S4-сенсора “вверх”). Далее  

неактивированное состояние ПЧД IV mNav1.6 
было смоделировано отдельно по гомологии со  
структурой комплекса Aah2 с химерой hNav1.7– 
NavPas, S4-сенсор которой в связи с ингибирова- 
нием токсином Aah2 находится в нужном нам  
положении “вниз”. На последнем шаге активи- 
рованный ПЧД IV из первой модели заменяли на 
неактивированный из второй, после чего струк- 
туру релаксировали. Полученная таким образом 
модель mNav1.6 имеет неактивированный S4-
сенсор в ПЧД IV, пригодный для моделирования 
комплексов с α-NaTx. BeM9 в этот комплекс 
помещали путем пространственного совмещения 
с Aah2 в оригинальной структуре 6NT4, оставляя 
вместо структуры “химерного” канала полученную 
модель mNav1.6 с неактивированным ПЧД IV.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для проверки гипотезы о важности “шарнир- 
ных” глицинов в воздействии α-NaTx на Nav млеко- 
питающих мы получили производное α-подобного 
токсина BeM9 с заменами A4G и Y17G. Для этого 
мы использовали бактериальную систему экспрес- 
сии и белок-помощник Trx. Мы оценили активность 
BeM9GG в отношении каналов млекопитающих и 
насекомого по сравнению с исходным токсином. 
Вопреки нашим ожиданиям, BeM9GG оказался 
менее активным на каналах млекопитающих и  
вовсе утратил активность по отношению к изо- 
форме Nav1.5. Для объяснения такого эффекта мы 
обратились к компьютерному моделированию. 
Анализ структуры комплексов Nav с токсинами 
позволил предположить вероятный механизм, 
учитывающий роль мембранного окружения ка- 
налов. Наша работа открывает дополнительные 
возможности рационального дизайна селективных 
лигандов Nav, которые могут быть использованы 
для разработки фармацевтических препаратов 
и инструментов для изучения нейронов на мо- 
лекулярном уровне.
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Scorpion Neurotoxin BeM9 Derivative Uncovers Unique  
Interaction Mode with Nav1.5 Sodium Channel Isoform
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*** KU Leuven, ON II, Herestraat 49, box 922, 3000, Leuven, Belgium

Scorpion α-neurotoxins are classical ligands of voltage-gated sodium channels that inhibit their inactiva-
tion. The strength of this effect depends on the organism and channel isoform, and the precise mechanisms 
explaining the differences in activity are still unknown. Previously, we have shown that scorpion α-toxins 
are characterized by a modular structure. They consist of a conserved and structurally stable core module 
and a variable and mobile specificity module, which determines the selectivity for different channels. We 
noted a higher mobility of the specificity module in toxins active against mammals compared to insect-active 
toxins. We then hypothesized that the enhanced mobility in mammal toxins was provided by two conserved 
glycine residues that enclose the N-terminal loop of the specificity module. To test this assumption, we 
obtained a derivative of the neurotoxin BeM9 from the venom of the scorpion Mesobuthus eupeus with 
two replacements of amino acid residues in the corresponding positions with glycine (A4G and Y17G). 
Unexpectedly, it turned out that BeM9GG lost its activity against Nav1.5 channel isoform, characteristic 
of mammalian cardiac muscle. A comparison of two known structures of voltage-gated sodium channel 
complexes with scorpion toxins made it possible to explain the observed effect. We hypothesize an essential 
role of the membrane in the interaction of toxins with the Nav1.5 isoform.

Keywords: neurotoxins, voltage-gated sodium channels, protein engineering, molecular dynamics
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Родопсин эубактерии Exiguobacterium sibiricum (ESR) выполняет функцию светозависимого 
протонного транспорта. В основе работы ESR лежит сверхбыстрая фотохимическая реакция 
изомеризации ретинального хромофора, которая запускает темновые процессы, замкнутые в фотоцикл. 
Многие параметры фотоцикла определяются степенью протонирования первичного противоиона 
хромофорной группы и акцептора протона Asp85. ESR в мицеллах детергента наиболее эффективно 
прокачивает протоны при рН > 9, когда Asp85 почти полностью депротонирован. В настоящей работе 
методом фемтосекундной абсорбционной лазерной спектроскопии была исследована фотохимическая 
реакция ESR при рН 9.5. Показано, что фотоизомеризация хромофорной группы протекает за 
0.51 пс, а вклад реакционного возбужденного состояния составляет ~80%. Сравнение с данными, 
полученными нами ранее при рН 7.4, показало, что при рН 9.5 реакция протекает значительно 
быстрее и эффективнее. Это подтверждает важную роль степени протонирования противоиона 
хромофорной группы в фотоактивируемых процессах родопсинов.
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Сокращения: RPSB – протонированное основание Шиффа ретиналя (retinal protonated Schiff base); ESR – родопсин эубакте-
рии Exiguobacterium sibiricum; ESA – поглощение из возбужденного состояния (excited state absorption); SE – вынужденное 
испускание (stimulated emission); GSB – выцветание основного состояния (ground state bleaching); PA – поглощение продукта 
фотореакции (product absorption); волновой пакет – набор когерентных возбужденных колебательных состояний; ППЭ – по-
верхность потенциальной энергии; FC – франк-кондоновское (Frank–Condon) состояние; CI – коническое пересечение по-
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ВВЕДЕНИЕ

В родопсинах I типа (микробных родопсинах) 
хромофорная группа – протонированное основа- 
ние Шиффа ретиналя (RPSB) – под действием 
света изомеризуется из полностью транс- в 13-цис-
форму [1]. Параметры этой фотохимической реак- 
ции существенно зависят от ближайшего белко- 
вого окружения. Один из основных факторов –  
отрицательно заряженный первичный противоион 
и акцептор протона, координирующий поло- 
жительный заряд RPSB. В родопсине почвенной 
эубактерии Exiguobacterium sibiricum (ESR) эту 
функцию выполняет консервативный остаток 
Asp85, который, благодаря влиянию остатка His57,  
имеет сложную кривую титрования с pKa 2.3, 6.0  
и 9.1 (в мицеллах детергента n-додецил-β-D-маль- 
топиранозида (DDM)) [2, 3]. Такой аспартат-
гистидиновый комплекс характерен для протео- 
родопсинов – наиболее распространенной группы 
микробных родопсинов, в которую также входит и 
ESR. В работах [2–6] было показано, что максимум 
поглощения ESR и параметры его фотоцикла 
(рис. 1) в субнано-миллисекундном временно́м 
диапазоне коррелируют с верхним значением 
pKa Asp85-His57. При рН выше этого значения, 
когда Asp85 и His57 полностью депротонированы, 
протоны прокачиваются наиболее эффективно. 

С одной стороны, это связано с активной ролью 
Asp85 как акцептора протона на стадии продукта 
М1 (рис. 1), а с другой – с возможным влиянием 
этого остатка на параметры фотореакции хромо- 
форной группы. 

Целью данной работы было выяснить, влияет  
ли степень протонирования первичного проти- 
воиона хромофорной группы и акцептора протона 
Asp85 на динамику первичных процессов фото- 
превращения ESR. Исследование проводили ме- 
тодом фемтосекундной абсорбционной лазерной 
спектроскопии в детергентном экстракте ESR при 
рН 9.5. Данные экспериментов были сопоставлены 
с ранее полученными результатами исследования 
фотопревращения ESR при рН 7.4 [7]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Спектры поглощения. На рис. 2 представлены 
стационарные спектры поглощения темно- и 
светоадаптированных образцов ESR, а также 
спектр возбуждающего импульса, использован- 
ного в экспериментах с фемтосекундным времен- 
ны́м разрешением. Положение максимума спект- 
ров поглощения ESR сильно зависит от рН [2] и  
при рН 9.5 составляет 524 нм для темноадаптиро- 
ванной формы. При световой адаптации наблю- 
дается незначительное смещение максимума 
поглощения на 1 нм в синюю область с небольшим 
падением коэффициента экстинкции. Это, скорее 
всего, отражает переход RPSB из полностью 
транс- в 13-цис-форму в небольшой доле молекул, 
как было показано для ESR при рН 7.4 [7].

Фемтосекундная спектроскопия ESR. 
На рис. 3а представлены дифференциальные 
спектры фотоиндуцированного поглощения ESR,  
зарегистрированные в диапазоне 400–880 нм. 
После действия возбуждающего импульса наблю- 
даются сигналы поглощения (ESA, excited state 
absorption) и вынужденного испускания (SE, 
stimulated emission) из возбужденного состояния I,  
выцветания исходного состояния ESR (GSB, 
ground state bleaching) и поглощения продуктов фо- 
тореакции J и K (PA, product absorption) (рис. 1 и 3).  
Сигналы ESA присутствуют в коротковолновой 
(ESA1) и длинноволновой (ESA2) спектральных 
областях. Наблюдаемые сигналы характерны для 

 

Рис. 1. Фотоцикл ESR [3, 7].
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первичных реакций ретиналь-содержащих белков 
[8–13].

Как видно из рис. 3а, ко времени задержки 
200 фс образуются ярко выраженная полоса 
ESA1 (400–500 нм) и слабо выраженные полосы 
ESA2 (570–680 и 700–800 нм), которые частично 
перекрываются с полосами GSB (500–550 нм) и SE 
(670–880 нм). Ко времени задержки 1 пс сигналы 
ESA1, SE и GSB значительно уменьшаются, а в  
области 550–700 нм образуется полоса погло- 
щения первого продукта J, содержащего RPSB в  
13-цис-форме. Сигнал РА за последующие 10– 
20 пс смещается в синюю область на 15 нм с неболь- 
шим снижением интенсивности, что отражает 
образование следующего продукта K в процессе 
колебательной релаксации RPSB. На временах 1– 
2 пс, когда продукт J уже полностью образован,  
все еще наблюдаются значительные по интен- 
сивности сигналы ESA1 и SE, что говорит о нали- 
чии дополнительного долгоживущего возбуж- 
денного состояния, распад которого не ведет к 
образованию продукта. Ко времени задержки 

20 пс сигналы из возбужденного состояния 
уже не наблюдаются, переход J→K завершен, 
и дифференциальный спектр состоит только из 
полосы GSB и полосы поглощения продукта K, 
время жизни которого при рН 9.5 составляет 2– 
3 мкс [2].

Кинетические кривые фотоиндуцирован- 
ного поглощения ESR хорошо иллюстрируют 
процессы, описанные ранее (рис. 3б). Кинети- 
ческие кривые на длинах волн 460 и 850 нм от- 
ражают возникновение и исчезновение сигналов 
из возбужденного состояния I – ESA1 и SE со- 
ответственно. Кинетическая кривая на длине 
волны 550 нм отражает появление сигнала GSB 
ко времени задержки 200 фс за счет исчезновения 
сигнала ESA1 в этой спектральной области. На 
более поздних временах сигнал GSB уменьшается 
за счет возвращения части возбужденных молекул 
в исходное состояние. Кинетическая кривая на 
длине волны 600 нм отражает появление сигнала 
РА продукта J ко времени задержки 1–1.5 пс. 
Дальнейшее небольшое снижение интенсивности 
этого сигнала связано с образованием следую- 
щего продукта K с более коротковолновым мак- 
симумом поглощения в дифференциальном 
спектре – 585 нм по сравнению с 600 нм продукта 
J (рис. 3).

Кинетические кривые были проанализиро- 
ваны путем построения модельных трехэкспо- 
ненциальных кривых в выделенных спектраль- 
ных диапазонах зондирования (рис. 3б, пунктир- 
ные кривые; табл. 1). Полученные характерные 
времена τ1–τ3 были приписаны образованию 
реакционного и нереакционного возбужденных 
состояний I (τ1) и процессам распада этих сос- 
тояний (τ2 и τ3 соответственно). В табл. 1 также 
представлены средние значения полученных 
времен τ1–τ3 по всем выделенным спектральным 
диапазонам, в которых они характеризуют 
один и тот же процесс. Исключение составляет 
характерное время τ3ʹ, которое в спектральном 
диапазоне 600–620 нм отражает время перехода 
J→K.

Как видно из табл. 1, характерное время τ1 
составляет ~60 фс. Это время характеризует 
начальную динамику волнового пакета (набора 

 

Рис. 2. Нормированные по γ-полосе спектры пог- 
лощения темноадаптированного (черная кривая) и 
светоадаптированного (серая кривая) образцов ESR в 
DDM с указанием максимумов поглощения. На рисунке 
также представлен спектр возбуждающего импульса, 
использованный в экспериментах с фемтосекундным 
временны́м разрешением (пунктирная кривая).
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когерентных возбужденных колебательных сос- 
тояний), созданного фемтосекундным импульсом 
на поверхности потенциальной энергии (ППЭ) S1 
электронного состояния ESR (рис. 4). Волновой 
пакет переходит из франк-кондоновского сос- 
тояния (FC, Franck–Condon) в возбужденное 
состояние I. Поскольку электронный уровень 
S1 имеет характер переноса заряда, переход  
FC → I сопровождается сдвигом положитель- 
ного заряда от атома азота к β-иононовому коль- 

цу RPSB, инверсией связей С–С и С=С полиено- 
вой цепи и быстрой колебательной релаксацией 
этих связей [14, 15]. Таким образом, время τ1  
отражает динамический сдвиг Стокса. Анало- 
гичный процесс с характерным временем в сред- 
нем 50 фс наблюдали при возбуждении других 
микробных родопсинов [8, 10, 11, 16].

Время τ2 составляет 0.51 пс (табл. 1) и харак- 
теризует процесс распада реакционного возбуж- 
денного состояния I, ведущий к образованию 

 

(а) (б)

Рис. 3. (а) – Дифференциальные спектры фотоиндуцированного поглощения ESR в DDM, зарегистрированные 
на временах задержки –0.15 (1), 0.1 (2), 0.18 (3), 0.5 (4), 1 (5), 2 (6) и 20 (7) пс. В спектральных областях импульса 
возбуждения (λмакс = 523 нм) и исходного фемтосекундного импульса (λмакс = 802 нм) данные не приведены из-за 
интенсивного сигнала светорассеяния; (б) – кинетические кривые фотоиндуцированного поглощения ESR в DDM, 
зарегистрированные на длинах волн зондирования 460 (1), 550 (2), 600 (3) и 850 (4) нм. При времени задержки до 
3 пс масштаб линейный, далее – логарифмический. Представлены также модельные экспоненциальные кривые 
(пунктирные кривые).

Таблица 1. Характерные времена динамики фотореакции ESR в спектральных диапазонах зондирования  
с доминированием сигналов ESA1, GSB, PA и SE

Сигнал ∆λ, нм τ1, пс τ2, пс τ3, пс a2/a3 τ3ʹ, пс

ESA1 430–490 0.072 ± 0.002 0.45 ± 0.01 4.0 ± 0.4 0.81/0.19 –

GSB 550–560 0.043 ± 0.001 0.72 ± 0.02 6.1 ± 0.6 – –

PA 600–620 – 0.31 ± 0.01 – – 8.5 ± 0.5

SE 850–860 0.06 ± 0.003 0.56 ± 0.03 5.2 ± 1.0 0.8/0.2 –

Среднее значение 0.058 ± 0.002 0.51 ± 0.02 5.1 ± 0.7 0.81/0.19 8.5 ± 0.5
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продукта J, содержащего 13-цис RPSB, и исходного 
состояния ESR, содержащего полностью-транс 
RPSB (рис. 4). Время τ2 хорошо согласуется со 
временем, за которое протекает фотореакция 
других микробных родопсинов (в среднем 0.3– 
0.8 пс) [8, 10–13, 16–18]. Согласно модели трех  
состояний [19, 20], распад реакционного возбуж- 
денного состояния I осуществляется путем пре- 
одоления волновым пакетом барьера на S1 ППЭ  
и перехода через область конического пере- 
сечения (CI, conical intersection) S1/S0 ППЭ на S0  
ППЭ продуктов реакции. При этом задейство- 
ваны реакционные колебательные моды – вне- 
плоскостные колебания атомов водорода (НООР) 
и торсионные колебания. Барьер на ППЭ элек- 
тронного уровня S1, вероятно, возникает за счет  
влияния электронного уровня S2 [19], он харак- 
терен для RPSB не только в белковом окру- 
жении, но и в вакууме [21], и в растворе [22]. Бел- 
ковый катализ обычно осуществляется в нап- 
равлении понижения этого барьера и изменения 
строения области CI, что значительно ускоряет 

фотореакцию и увеличивает ее квантовый выход 
[8, 10–13, 16–18, 21, 23, 24].

Время τ3 составляет 5.1 пс и характеризует 
переход S1→S0 из нереакционного возбужденного 
состояния в исходное состояние ESR (табл. 1).  
Наличие такого пути распада было показано для 
ESR при рН 7.4 [7], как и для многих других 
родопсинов, в которых время распада находится 
в диапазоне ~2–5 пс [8, 10–13, 16–18]. Вклад этого 
процесса в общую динамику распада возбужден- 
ного состояния ESR составляет 19%. Возникно- 
вение нереакционных возбужденных состояний 
скорее всего связано с особой топологией ППЭ 
основного и возбужденных электронных уровней 
RPSB, которая может выражаться в увеличении 
барьера на S1 ППЭ, а также в отсутствии или 
особом строении области CI, благоприятном для 
образования исходного состояния.

Время τ3ʹ = 8.5 пс, полученное в спектральном 
диапазоне 600–620 нм, было приписано пере- 
ходу J→K, в процессе которого завершается фото- 
изомеризация и последующая колебательная релак- 
сация напряженной 13-цис-формы RPSB [25, 26]. 

Таким образом, для ESR в DDM при рН 9.5  
были рассчитаны характерные времена следую- 
щих процессов: начальной динамики волнового 
пакета (~60 фс), распада реакционного и нереак- 
ционного возбужденных состояний I (0.51 и 5.1 пс  
соответственно) с соотношением 0.81/0.19, а также  
перехода J→K (8.5 пс). Аналогичные процессы 
наблюдались при исследовании ESR при рН 7.4, 
характерные времена которых составили 50 фс, 
0.69, 5 и 6.3 пс соответственно [7]. Таким обра- 
зом, при увеличении рН от 7.4 до 9.5 уменьшается 
время фотореакции от 0.69 до 0.51 пс и увели- 
чивается время перехода J→K от 6.3 до 8.5 пс. 
Соотношение интенсивностей сигналов РА (t =  
= 20 пс) и ESA1 (t = 200 фс) зависит от общего 
квантового выхода фотореакции. Поэтому, ис- 
пользуя данные, полученные в настоящей работе и 
ранее [7], можно оценить, что при повышении рН 
от 7.4 до 9.5 общий квантовый выход фотореакции 
ESR увеличивается на ~35%.

Наличие нескольких возбужденных состояний 
с разной динамикой распада связывают с раз- 
делением путей реакции в FC-состоянии [27, 28]  

 
Рис. 4. Строение поверхностей потенциальной энер- 
гии ESR, демонстрирующее путь распада реакцион- 
ного возбужденного состояния. Координата реакции 
представлена реакционными колебательными модами, 
отмечены полностью транс-, 13-цис- и промежуточная 
формы RPSB. FC – франк-кондоновское состояние,  
CI – коническое пересечение. 
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или с исходной гетерогенностью белковой части  
молекулы и/или хромофора [11–13, 29]. Началь- 
ная гетерогенность белковой части молекулы 
была выявлена методами КМ/ММ-модели- 
рования для натриевого насоса эубактерии 
Krokinobacter eikastus (KR2) [30]. Для “зеленого” 
протеородопсина (GPR), родственного ESR, 
было показано, что динамика возбужденного 
состояния напрямую связана с влиянием пер- 
вичного противоиона Asp97 на RPSB [12]. Бла- 
годаря высокому значению pKa ~ 7.5 [31], этот 
аминокислотный остаток при слабощелочных 
значениях рН нативной для GPR морской среды 
присутствует одновременно в протонированной и 
депротонированной формах, последняя из которых 
активно взаимодействует с протоном основания 
Шиффа. Депротонированная форма Asp97 
значительно ускоряет фотореакцию и увеличивает 
ее общий квантовый выход, а протонированная 
форма может быть основной причиной воз- 
никновения нереакционных возбужденных сос- 
тояний. Аналогичные результаты были получены 
для бактериородопсина – протонного насоса археи 
Halobacterium salinarum, канального родопсина 
зеленой водоросли Chlamydomonas reinhardtii 
и KR2 [11, 13, 16]. Результаты, полученные в 
настоящей работе, демонстрируют, что первич- 
ный противоион Asp85 оказывает на динамику 
фотореакции ESR похожее воздействие. При по- 
вышении рН от 7.4 до 9.5 доля протонированной 
формы первичного противоиона Asp85 в комп- 
лексе с His57 уменьшается [2], что приводит к  
увеличению доли молекул с водородной связью  
между Asp85 и протоном основания Шиффа.  
Такая водородная связь влияет на всю струк- 
туру электронных уровней S0, S1 и S2 RPSB, при- 
водя к ускорению фотореакции и увеличению ее  
квантового выхода [1, 19]. Полученные дан- 
ные объясняют эффективное образование по- 
следующих короткоживущих продуктов фото- 
цикла ESR и активный транспорт протонов при 
высоких значениях рН [2, 3]. 

Регулирование основных параметров фото- 
реакции RPSB путем протонирования/депро- 
тонирования первичного противоиона (Glu) 
было выявлено в родопсинах не только I типа, 
но и II типа, в которых этот аминокислотный 

остаток к тому же влияет на pKa основания 
Шиффа, спектральную настройку и образова- 
ние сигнального состояния метародопсина II [1, 
32, 33].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы были приобретены у Sigma (США), 
Panreac (Испания) и Anatrace (США).

Приготовление образцов ESR. ESR экспрес- 
сировали в Escherichia coli C41(DE3), очищали 
хроматографически и экстрагировали из клеточ- 
ных мембран с помощью детергента DDM, как 
описано ранее [4, 7]. В результате были получены 
образцы ESR (0.1% DDM, 100 мМ NaOH, 50 мМ 
CHES, рН 9.5) с концентрацией 2.2–3.5 мг/мл и 
оптической плотностью в максимуме α-полосы 
поглощения 2.5–3.8 о.е./1 см. 

Стационарная спектроскопия ESR. Ста- 
ционарные спектры поглощения ESR регист- 
рировали с помощью спектрофотометра UV 1700 
(Shimadzu, Япония) и кварцевых кювет с длиной 
оптического пути 0.1 и 1 см. Темновую адаптацию 
ESR проводили в течение 72 ч при 4°С. Световую 
адаптацию осуществляли освещением галоген- 
ной лампой (КГМ24-250, 24 В, 250 Вт) в течение 
3 мин. 

Фемтосекундная абсорбционная спектрос- 
копия. Спектры фотоиндуцированного поглоще- 
ния измеряли на фемтосекундной установке 
методом “возбуждение-зондирование” [34]. Воз- 
буждение образца осуществляли импульсами 
гауссовой формы с частотой 60 Гц, длительностью 
28 фс, длиной волны 523 нм, энергией 80 нДж и 
диаметром 300 мкм в образце. Для зондирования 
использовали импульс суперконтинуума с энергией 
10 нДж, диаметром 100 мкм и поляризацией по 
отношению к импульсу возбуждения под углом 
54.7°. Шаг зондирующего импульса во временных 
диапазонах 0–3, 3–10 и 10–20 пс составлял 3.3, 
10 и 50 фс соответственно. Дифференциальные 
спектры поглощения ΔA(λ) регистрировали 
в спектральном диапазоне 400–880 нм. Все 
эксперименты проводили при 21°С в кварцевой 
проточной кювете диаметром 0.5 мм с толщиной 
окна 0.1 мм. Для обработки данных применяли 
программное обеспечение Span, написанное с 
использованием пакета приложений Matlab.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе была исследована фотореакция ESR  
при рН 9.5, при котором первичный противоион  
Asp85 в комплексе с His57 почти полностью де- 
протонирован. Показано, что начальная дина- 
мика волнового пакета характеризуется време- 
нем ~60 фс, фотореакция протекает за время  
0.51 пс, время перехода из первого продукта  
J во второй продукт K составляет 8.5 пс, а вре- 
мя распада нереакционного возбужденного сос- 
тояния – 5.1 пс. Также было продемонстриро- 
вано, что значение рН в диапазоне 7.4–9.5 влияет  
на скорость и эффективность фотореакции ESR.

Таким образом, полученные результаты поз- 
воляют предположить, что у ESR повышение эф- 
фективности функции светозависимого протон- 
ного транспорта при высоких значениях рН может 
быть связано с повышением эффективности 
первичных процессов при фотореакции этого 
микробного родопсина в фемто-пикосекундном 
диапазоне времени. Этот факт подтверждает 
важную роль степени протонирования противоиона 
хромофорной группы в фотоактивируемых 
процессах родопсинов.

Необходимы дальнейшие исследования в более 
широком диапазоне рН, чтобы выявить механизм 
взаимодействия RPSB с первичным противоионом 
не только в ESR, но и в других родопсинах.
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Rhodopsin from the eubacterium Exiguobacterium sibiricum (ESR) performs the function of light-dependent 
proton transport. The operation of ESR is based on the ultrafast photochemical reaction of isomerization 
of the retinal chromophore, which triggers dark processes closed in the photocycle. Many parameters 
of the photocycle are determined by the degree of protonation of Asp85 – the primary counterion of the 
chromophore group and the proton acceptor. ESR in detergent micelles pumps protons most efficiently at  
pH > 9, when Asp85 is almost completely deprotonated. In this work, the photochemical reaction of ESR 
at pH 9.5 was studied by femtosecond laser absorption spectroscopy. It was shown that photoisomeriza-
tion of the chromophore group occurs in 0.51 ps, and the contribution of the reactive excited state is about  
80%. A comparison with the data we obtained at pH 7.4 showed that at pH 9.5 the reaction proceeds much 
faster and more efficiently. The data obtained confirm the important role of the chromophore group coun-
terion in the photoactivated processes of rhodopsins.

Keywords: rhodopsins, retinal, photochemistry, femtosecond spectroscopy
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время при лечении онкологичес- 
ких заболеваний применяются методы лучевой, 
радиоизотопной, гормональной, иммуно- и химио- 
терапии. Специфичность этих методов оставляет 
желать лучшего, и в большинстве случаев их при- 
менение оказывает вредное побочное воздейст- 
вие на весь организм человека. В связи с этим в 
современной прецизионной медицине делается 
акцент на препараты, обладающие нацеленным 
действием на пораженные ткани, в частности пред- 

принимаются попытки создания таких адресных 
препаратов на основе антител и других лигандов к  
определенным антигенам или рецепторам, гипер- 
экспрессирующимся на поверхности некоторых 
раковых клеток. Однако нестабильная экспрессия 
этих маркеров существенно затрудняет применение 
данного метода. Также при использовании этих 
средств часто возникает резистентность за счет 
клональной селекции, которая затрудняет терапию. 
Кроме того, обычные клетки экспрессируют те же 
онкомаркерные белки, что приводит к побочным 
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Большинство современных методов терапии рака неспецифичны и оказывают побочное вредное 
воздействие на организм. В настоящее время разрабатываются методы нацеленной терапии рака, в 
частности с применением адресных пептидов, избирательно связывающихся с раковыми клетками. 
Цель настоящей работы – изучение перспектив применения пептида pHLIP, связывающегося 
с раковыми клетками при пониженном рН, в составе рекомбинантных белково-пептидных 
конструкций для диагностики и адресной терапии рака. Получены гибридные структуры на основе 
флуоресцентного белка EGFP и линкерной последовательности, соединяющей флуоресцентный белок 
с двумя различными вариантами pHLIP. Изучено влияние различных линкеров на рН-зависимое 
связывание конструкций с клетками, а также на эффективность синтеза хромофора EGFP в составе 
гибридной конструкции.
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эффектам при терапии с помощью антител и 
других адресных лигандов.

Другой, более универсальный подход осно- 
ван на различиях в физико-химических свойст- 
вах нормальных и опухолевых клеток. Извест- 
но, что процесс опухолеобразования может со- 
провождаться понижением рН во внеклеточном 
пространстве (рН 6.0–6.7). Недавние исследова- 
ния [1, 2], в том числе проведенные в нашей лабора- 
тории [3], показали, что один из трансмембранных 
пептидных фрагментов белка бактериородопсина 
(pHLIP) демонстрирует рН-зависимое связывание 
с плазматической мембраной клетки. При значе- 
ниях рН 7.2–7.4 он преимущественно находится 
в водной фазе, однако при рН ˂ 7.0 наблюдается 
встраивание пептида в мембрану. При этом по- 
казано, что pHLIP обладает способностью пере- 
носить различные низкомолекулярные соедине- 
ния (˂ 7 кДа) через мембрану живой клетки в 
цитоплазму [2]. Для получения таких конструкций 
обычно используется твердофазный синтез пеп- 
тида, затем низкомолекулярные соединения 
конъюгируют с pHLIP химическими методами 
[4]. Однако способность pHLIP доставлять более 
высокомолекулярные соединения, в том числе 
белки, к настоящему времени изучена не столь 
подробно [5–8].

Ранее нами были получены модельные конст- 
рукции в виде конъюгатов пептида pHLIP с бел- 
ками [3]. Они представляли собой гибридные 
структуры на основе флуоресцентного белка (ФБ)  
EGFP и линкерной последовательности, соединя- 
ющей ФБ с двумя различными вариантами пеп- 
тида: с пептидом дикого типа (pHLIPwt) и его уко- 
роченным мутантным вариантом Var3 (pHLIPvar3) 
[9]. Нами было продемонстрировано эффектив- 
ное рН-зависимое связывание этих конструкций 
c клетками. 

В настоящей работе получены конструкции, 
несущие те же функциональные части, но другую 
линкерную последовательность между доменами, и 
продемонстрировано влияние различных линкеров 
на функциональные свойства этих конструкций, в 
том числе на рН-зависимое связывание с раковыми 
клетками и на эффективность синтеза хромофора 
ФБ в составе белково-пептидной конструкции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Дизайн и наработка конструкций EGFP/ 
pHLIP. Для более подробного изучения возмож- 
ности применения pHLIP-технологии для дос- 
тавки к раковым клеткам высокомолекулярных 
соединений были получены гибридные конст- 
рукции, состоящие из пептидов pHLIP и белкового 
компонента. Последний был представлен флуо- 
ресцентным белком EGFP, выполняющим роль  
как модельного груза, переносимого при помо- 
щи pHLIP, так и флуоресцентной метки, обладаю- 
щей высокой яркостью (рис. 1). В качестве рН- 
чувствительной составляющей были выбраны 
два варианта пептида: природный pHLIPwt и его 
укороченный мутантный вариант pHLIPvar3. В 
предыдущей работе [3] конструкции содержали 
короткий пептидный линкер –GS–, соединяющий 
белковую часть в виде EGFP с пептидом pHLIP. 
В настоящей работе в качестве линкера мы ис- 
пользовали удлиненную последовательность ами- 
нокислот –IEGRCGS–, которая, с одной стороны, 
содержит заряженные группы, способствующие 
большей растворимости в водной среде, а с другой 
стороны, за счет скомпенсированности в целом 
заряжены нейтрально. Согласно литературным 
данным, встраивание рН-чувствительных пепти- 
дов происходит с транслокацией их С-конца через 

Рис. 1. Упрощенная схема (а) и пространственная 
модель (б) гибридных конструкций. Гексагистиди- 
новая метка обозначена синим цветом, флуоресцент- 
ный белок – зеленым, линкер (linker) – лиловым, 
pHLIP – оранжевым.

(а)

(б)
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мембрану клетки [1], поэтому все гибридные конст- 
рукции содержали гексагистидиновую метку на  
своем N-конце. Наработку полученных конструк- 
ций и контрольного EGFP проводили одновре- 
менно в бактериальных клетках Escherichia coli  
штамма BL21 (DE3). Выделение белково-пептид- 
ных конструкций выполняли при помощи металл-
хелатной хроматографии на Ni-NTA-агарозе. Их 
чистоту и целостность подтверждали при помощи 
SDS-электрофореза в 12%-ном ПААГ (рис. S2 в 
дополнительных материалах). 

Эффективность созревания хромофора 
флуоресцентного белка в конструкциях EGFP/
pHLIP. Известно, что синтез хромофора ФБ про- 
исходит автокаталитически в присутствии кисло- 
рода в качестве окислителя. Один из ключевых 
факторов эффективности автокатализа – правиль- 
ная упаковка белка [10]. В этом ключе ФБ – хоро- 
ший модельный объект для демонстрации воз- 
можного влияния pHLIP и линкеров на функ- 
циональную активность белка в составе гибридной 
конструкции.

Мы изучили влияние пептидов pHLIP на  
синтез хромофора EGFP в составе гибридных 
структур. Для этого регистрировали спектры 
поглощения каждой конструкции (рис. 2) и 
определяли общую концентрацию белково-
пептидных конструкций при 280 нм и концент- 
рации конструкций с полностью созревшим 
хромофором по поглощению при 488 нм. Сте- 
пень созревания хромофора определяли отно- 
шением значений концентрации конструкций 
с полностью созревшим хромофором к общей 
концентрации. В контрольном белке EGFP сте- 
пень созревания хромофора составила ~77%  
(табл. 1). В случае белково-пептидных конструк- 
ций, содержащих GS-линкер, хромофор синтези- 

ровался примерно на 20% хуже относительно 
контроля, а в конструкциях с линкером IEGRCGS –  
примерно на 30%.

Таким образом, полученные результаты свиде- 
тельствуют о том, что пептид pHLIP в составе 
пептидно-белковых конструкций может влиять 
на эффективность синтеза хромофора ФБ, при- 
чем степень влияния зависит и от природы лин- 
кера. Нарушение процесса синтеза хромофора ФБ 
может быть вызвано как нарушением упаковки 
белка, так и аллостерическими эффектами.

рН-зависимое связывание конструкций 
EGFP/pHLIP с клетками HeLa согласно 
данным проточной цитофлуориметрии. Для 
анализа связывания полученных гибридных 
конструкций с раковыми клетками HeLa при 
понижении рН использовали метод проточной 
цитофлуориметрии. Был протестирован диапа- 
зон значений рН 5.6–7.4 с шагом 0.2 единицы. В 
качестве контроля неспецифического связывания 
использовали свободный EGFP. 
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Рис. 2. Нормализованные спектры поглощения конст- 
рукций EGFP/pHLIP и EGFP.

Таблица 1. Свойства конструкций EGFP/pHLIP и EGFP

№ Конструкция
ɛ280, 

М–1 см–1
Степень созревания 

хромофора, %

Степень созревания 
хромофора относительно 

EGFP, %

Молекулярный вес, 
Да

1 EGFP-IEGRCGS-pHLIPwt 34 380 55 71 32 122
2 EGFP-IEGRCGS-pHLIPvar3 32 890 55 71 31 232
3 EGFP-GS-pHLIPwt 34 380 64 83 31 564
4 EGFP-GS-pHLIPvar3 32 890 63 81 30 674
5 EGFP (контроль) 20 400 77 100 27 429



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

520 ФРОЛОВА и др.

При нейтральных значениях pH клетки, об- 
работанные EGFP-IEGRCGS-pHLIPwt и EGFP-
GS-pHLIPwt, обладали низким значением флуо- 
ресцентного сигнала, сопоставимым с контроль- 
ными клетками, обработанными EGFP. Однако 
при рН < 6.8 наблюдалось многократное увели- 
чение флуоресцентного сигнала клеток с рКа ~ 6.4  
(рис. 3, табл. 2), при этом связывание конст- 
рукции, содержащей линкер IEGRCGS, было 
в несколько раз эффективнее. Аналогичный 
результат наблюдался при сравнительном 
тестировании конструкций EGFP-IEGRCGS-
pHLIPvar3 и EGFP-GS-pHLIPvar3. В конструк- 
циях, содержащих IEGRCGS-линкер, интенсив- 
ность флуоресцентного сигнала клеток оказалась 
выше. Это свидетельствует об однозначном уве- 
личении эффективности связывания при за- 
мене GS-линкера на IEGRCGS в гибридных 
конструкциях (табл. 2). 

Стоит также отметить, что рН-зависимое свя- 
зывание EGFP-IEGRCGS-pHLIPvar3 с рако- 
выми клетками характеризовалось двумя рКа  
(наблюдалось два перегиба, табл. 2), при этом  
основное связывание происходит с рКа ~ 5.9.  
Это свидетельствует о возникновении дополни- 
тельных рН-зависимых перестроек в этой конст- 
рукции, которые стали возможны при введении 
последовательности IEGRC в линкер. Однако 
несмотря на то, что эффективность связывания 
конструкции с pHLIPvar3 выросла, она все же 
остается ниже, чем у EGFP-IEGRCGS-pHLIPwt.

Ранее сообщалось, что при доставке низкомо- 
лекулярных красителей pHLIPvar3 обладал улуч- 
шенными по сравнению с pHLIPwt показателями 
накопления в опухолях [9]. Однако при тестирова- 
нии этих пептидов в виде конъюгатов с белковым  
компонентом in vitro наблюдалась обратная ситуа- 

ция: конструкции с pHLIPwt демонстрировали 
более эффективное связывание при понижении 
рН в сравнении с pHLIPvar3 при использовании 
одного и того же линкера [3]. Полученные в этой  
работе данные также подтверждают эту законо- 
мерность.

рН-зависимое связывание конструкций 
EGFP/pHLIPwt с клетками HeLa по данным 
флуоресцентной микроскопии. При помощи кон- 
фокальной флуоресцентной микроскопии были  
протестированы конструкции, которые продемон- 
стрировали наиболее эффективное pH-зависимое  
связывание и оптимальные рКа в цитофлуоримет- 
рическом исследовании – EGFP-IEGRCGS-pHLIPwt  
и EGFP-GS-pHLIPwt. Эти конструкции инкубиро- 
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Рис. 3. рН-зависимое связывание с клетками HeLa 
конструкций EGFP/pHLIPwt и EGFP/pHLIPvar3 с 
линкерами GS и IEGRCGS при различных значениях 
рН. Значения медиан интенсивности флуоресценции 
(MFI) нормированы относительно EGFP-IEGFCGS-
pHLIPwt (наиболее эффективно связывающейся 
конструкции) с поправкой на степень созревания 
хромофора.

Таблица 2. Эффективность рН-зависимого связывания белково-пептидных конструкций с клетками HeLa

№ Конструкция рКа Относительное количество белка, связавшегося с клетками*

1 EGFP-IEGRCGS-pHLIPwt 6.30 ± 0.01 1
2 EGFP-GS-pHLIPwt 6.36 ± 0.03 0.35

3 EGFP-IEGRCGS-
pHLIPvar3

6.22 ± 0.33,  
5.85 ± 0.03 0.46

4 EGFP-GS-pHLIPvar3 6.46 ± 0.02 0.035
* Количество белка, связавшегося с клетками, оценивали по значению Fa – кислотной базовой линии (см. раздел “Эксперим. 
часть”) относительно EGFP-IEGFCGS-pHLIPwt.
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вали с клетками HeLa при рН 6.2 и 7.4, проводили 
отмывку при помощи PBS, фиксировали клетки 
4%-ным раствором формалина и окрашивали ядра 
меткой Hoechst 33342. 

Согласно полученным данным, обе конструк- 
ции связывались с мембранами клеток при рН 6.2, 
однако уровень зеленого флуоресцентного сигнала 
был выше в случае обработки клеток EGFP-
IEGRCGS-pHLIPwt (рис. 4). При рН 7.4 ни одна 
из рекомбинантных конструкций не связывалась 
с мембранами клеток. На контрольных клетках, 
обработанных EGFP аналогичным образом при 
рН 6.2 и 7.4, в обоих случаях не наблюдалось свя- 

зывания (рис. S3 в дополнительных материалах). 
Эти результаты подтверждают данные по рН-
зависимому связыванию конструкций, получен- 
ные методом проточной цитофлуориметрии.

Следует отдельно отметить, что согласно лите- 
ратурным данным, все полученные ранее конст- 
рукции pHLIP с низкомолекулярными соедине- 
ниями, липосомами и с наночастицами обладали 
также побочным неспецифическим связыванием 
с мембранами клеток при физиологических зна- 
чениях рН [9, 10]. Однако полученные нами гиб- 
ридные белково-пептидные конструкции как в 
данной работе, так и в более ранних исследова- 

EGFP-IEGRCGS-pHLIPwt, pH 6.2 

    
EGFP-GS-pHLIPwt, pH 6.2 

    
EGFP- IEGRCGS-pHLIPwt, pH 7.4 

    
EGFP-GS-pHLIPwt, pH 7.4 

    
 

Рис. 4. pH-зависимое связывание EGFP/pHLIPwt с клетками HeLa, определенное с помощью конфокальной 
микроскопии. Слева направо: изображения в зеленом (EGFP, возбуждение 488 нм, излучение 500–550 нм) и синем 
(Hoechst 33258, возбуждение 405 нм, излучение 420–470 нм) каналах флуоресценции, проходящем свете и их наложе- 
ние. Масштабный отрезок 20 мкм.
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ниях [3, 8] демонстрировали селективное рН-
зависимое связывание и практически полное 
отсутствие взаимодействия с мембраной клеток 
при нейтральных значениях рН. По-видимому,  
это обусловлено присутствием гидрофильного  
ФБ, который обеспечивает высокую водораство- 
римость полученных конструкций.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Дизайн и синтез рекомбинантных гибридных 
конструкций EGFP-pHLIP. Были получены 
гены, кодирующие последовательность зеленого 
флуоресцентного белка (EGFP) и пептидов pHLIP  
в одной рамке считывания. Для этого использо- 
вали полимеразную цепную реакцию с геном  
EGFP в качестве матрицы и серией прямых и  
обратных праймеров, кодирующих дополнитель- 
ные последовательности на 3'-концах. кДНК 
клонировали по сайтам BamHI и HindIII модифи- 
цированного вектора экспрессии pET-24a, несу- 
щего между сайтами NdeI и BamHI гексагисти- 
диновую последовательность. Последователь- 
ности кДНК для всех полученных генов были  
проверены путем секвенирования. Полные нук- 
леотидные и аминокислотные последователь- 
ности гибридных конструкций EGFP-IEGRCGS-
pHLIPwt и EGFP-IEGRCGS-pHLIPvar3 представ- 
лены на рис. S1 в дополнительных материалах.

Наработка белков в E. coli и их выделение. 
Для получения гибридных белково-пептидных 
конструкций в достаточных количествах клетки 
E. coli BL21(DE3) трансформировали плазмидой 
pET-24, содержащей интересующий ген, и выра- 
щивали в жидкой питательной среде LB с добав- 
лением канамицина (25 мг/мл) при 37°С при 
перемешивании со скоростью 250 об/мин до дости- 
жения оптической плотности 0.6–0.8 при 600 нм.  
После этого добавляли IPTG (0.4 мМ) и выращи- 
вали клетки в течение 4 ч при 37°С, а затем допол- 
нительно инкубировали в течение ночи при 18°С.  
Затем суспензию клеток осаждали центрифуги- 
рованием при 3000 g в течение 15 мин при 4°С.  
Полученные осадки хранили при –20°С. Для вы- 
деления целевых конструкций клетки размора- 
живали, ресуспендировали в промывочном бу- 
фере (50 мМ Tris-HCl, 300 мМ NaCl, 10 мМ имида- 
зола, рН 8.0) и затем разрушали при помощи 

ультразвукового дезинтегратора Sonopulse HD 3100 
(Bandeline, Германия). Клеточный лизат осаждали 
центрифугированием при 20 000 g в течение 30 мин  
при 4°С. После этого супернатант наносили на  
колонку с Ni-NTA-агарозой (Qiagen, Нидерланды),  
предварительно уравновешенной промывоч- 
ным буфером. После нанесения колонку промы- 
вали 5-кратным объемом промывочного буфера  
и элюировали буфером, содержащим 50 мМ Tris-
HCl, 300 мМ NaCl, 250 мМ имидазола, pH 8.0.  
Выделенные конструкции переводили в PBS с 
использованием гель-фильтрационных колонок 
Micro Bio-Spin™ 6 (Bio-Rad Laboratories, Inc., 
США), заполненных Bio-Gel P-6 (Bio-Rad Labo- 
ratories, Inc., США). Чистоту и целостность гиб- 
ридных конструкций подтверждали при по- 
мощи SDS-электрофореза в 12%-ном ПААГ, 
выполненного по стандартному протоколу.

Определение концентрации гибридных 
конструкций при помощи спектрофото- 
метрии. Спектры поглощения измеряли на 
спектрофотометре Cary 50 Bio (Varian, США). 
Общие концентрации гибридных конструкций 
определяли по поглощению при 280 нм, а 
концентрации конструкций со зрелым хромо- 
фором – при 488 нм. Расчеты коэффициентов 
экстинкции при 280 нм (табл. 1) проводили на 
основе аминокислотной последовательности при 
помощи программного обеспечения SnapGene 
(GSL Biotech LLC, США). Коэффициент 
экстинкции EGFP со зрелым хромофором при 
488 нм принимали равным 55 000 М–1 см–1 [11]. 

Культивирование клеток. Клетки карциномы 
шейки матки человека HeLa выращивали в среде 
DMEM (Thermo Fisher Scientific Inc., США) 
с добавлением фетальной бычьей сыворотки  
(FBS, Thermo Fisher Scientific Inc., США) до 10%, 
L-глутамина до 2 мМ (ПанЭко, Россия), 100 ед./мл  
пенициллина и 0.1 мг/мл стрептомицина (Thermo 
Fisher Scientific Inc., США). Клетки культиви- 
ровали во влажной атмосфере при 37°C и 5% CO2. 
Среду обновляли каждые 2–3 дня.

Проточная цитофлуориметрия. Клетки HeLa  
выращивали в культуральных флаконах Т-25 до 
конфлюэнтности ~90% (~2 млн клеток на флакон). 
Затем среду удаляли, добавляли 1 мл раствора 
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Версена и инкубировали клетки при 37°С во 
влажной атмосфере с 5% CO2. После 10 мин инку- 
бации клетки ресуспендировали до получения 
гомогенной суспензии и центрифугировали 3 мин  
при 125 g. Супернатант удаляли, клетки ресуспен- 
дировали в 600 мкл PBS с добавлением FBS до 
10%. Образцы для исследования готовили при 
помощи смешивания 3 мкл полученной клеточной 
суспензии с 97 мкл буферного раствора желае- 
мого pH (диапазон значений рН 5.6–7.4 с шагом  
0.2 единицы), содержащего 50 мМ фосфата, 100 мМ  
NaCl, 10% FBS и гибридный или контрольный 
белок в концентрации 1 мкМ. Полученную смесь  
инкубировали 15 мин при 37°С, затем клетки 
осаждали центрифугированием 30 с при 1000 g,  
супернатант удаляли, добавляли 100 мл PBS и 
проводили анализ методом проточной цитофлуо- 
риметрии с использованием Novocyte 3000 VYB 
(ACEA Biosciences, США). Обработку полученных 
данных проводили при помощи программного 
обеспечения NovoExpress 1.3 (ACEA Biosciences 
Inc., США). Количество клеток было подобрано 
так, что после тестирования образца получалось 
~20 000 событий. Сначала отбирали события по 
параметрам FSC-A/SSC-A, а затем по FSC-A/
FSC-H, получали гистограммы интенсивности 
флуоресценции клеток. Для регистрации флуо- 
ресценции использовали канал BL1 (лазер воз- 
буждения 488 нм, эмиссионный фильтр 530/30 нм).  
Для оценки эффективности связывания гибрид- 
ных белково-пептидных конструкций с клетками  
использовали отношение значения медианы 
интенсивности флуоресценции (MFI) к эффектив- 
ности созревания хромофора EGFP. Для каждой 
белково-пептидной конструкции анализ проводили 
в трех повторах. Полученные зависимости MFI от 
pH аппроксимировали с помощью программы 
Origin 2021 (OriginLab, США) функцией 

(Fb + Fa × 10m(pKa – pH))/(1 + 10m(pKa – pH))   (1)

или 

Fb + (Fa − Fb)[p/(1 + 10m1(pKa1 − pH)) + (1 − p)/(1 + 10m2(pKa2 − pH))], (2)

где Fa – кислотная базовая линия, Fb – щелочная 
базовая линия, p – вклад компоненты с бо́льшим 
влиянием, m – наклон перехода, pKa – середина 
кривой.

Флуоресцентная микроскопия. Клетки HeLa 
высевали в 96-луночный планшет в количестве 
104 клеток на лунку в 100 мкл культуральной 
среды и выращивали в течение ночи. Затем среду 
удаляли и добавляли EGFP/pHLIPwt или EGFP 
в концентрации 2 мкМ в 100 мкл фосфатного 
буфера с pH 6.2 или 7.4 (50 мМ фосфата, 100 мМ  
NaCl и 10% FBS). Клетки инкубировали при 
37°С в течение 15 мин, дважды промывали PBS, 
фиксировали 4%-ным раствором формальдегида 
в PBS в течение 10 мин. Затем клетки снова 
промывали PBS и перед микроскопией добавляли 
флуоресцентную метку Hoechst 33258 (Lumiprobe, 
Россия) до концентрации 20 нМ для окрашивания 
ядер. Визуализацию осуществляли при помощи 
конфокальной системы Zeiss LSM 980 (ZEISS 
Microscopy, Германия) с использованием объектива  
10×. Все изображения были получены при одина- 
ковых условиях съемки и обработки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На примере белково-пептидных конструкций, 
состоящих из EGFP и двух вариантов pH-чувстви- 
тельного пептида (pHLIPwt и pHLIPvar3), было 
показано влияние линкерной последовательности 
на функциональные свойства этих конструкций. 
Полученные конструкции содержали два вида 
линкеров: IEGRCGS (EGFP-IEGRCGS-pHLIPwt 
и EGFP-IEGRCGS-pHLIPvar3) и GS (EGFP-GS-
pHLIPwt и EGFP-GS-pHLIPvar3), который был 
использован в нашей предыдущей работе [3]. 
Было установлено, что конструкции с линкером 
IEGRCGS более эффективно рН-зависимо связы- 
ваются с клетками HeLa. Также было показано, что 
слияние EGFP с пептидами pHLIP в некоторой мере 
влияет на созревание хромофора этого ФБ. Кроме 
того, было продемонстрировано, что белково-
пептидные конструкции, несущие pHLIPwt, более 
эффективно связываются с мембранами клеток 
при понижении рН, по сравнению с аналогичными 
конструкциями с pHLIPvar3.

Таким образом, в данной работе показано, что 
получение рН-чувствительных конструкций на 
основе белков и пептидов pHLIP с сохранением 
их первоначальных функциональных свойств – 
нетривиальная задача, поскольку на эффективность 
рН-зависимого связывания может влиять тип 
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используемого линкера. Кроме того, в результате 
получения таких белково-пептидных конструкций 
могут нарушаться функциональные свойства 
белковой компоненты, о чем свидетельствует 
изменение эффективности синтеза хромофора ФБ.
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The Influence of Peptide Linkers on Functional Properties  
of Hybrid Structures with the Selective pH-Dependent  

Binding to Cancer Cells
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Most of the modern cancer therapies are non-specific and have adverse side effects on the body. Nowadays, 
targeted cancer therapies are being developed, in particular using targeting peptides that selectively bind to 
cancer cells. The aim of the present work is to explore the prospects of using a peptide pHLIP that binds to 
cancer cells at decreased pH values, as a part of recombinant protein-peptide construct for cancer diagnosis 
and targeted therapy. Hybrid structures based on the fluorescent protein EGFP and a linker sequence con-
necting fluorescent protein to two different pHLIP variants were obtained. The effect of different linkers 
on the pH-dependent binding of the constructs to cells, as well as on the efficiency of EGFP chromophore 
synthesis within the hybrid construct was investigated.

Keywords: fluorescent protein, EGFP, pHLIP, targeted cancer therapy, acidosis, theranostics
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ВВЕДЕНИЕ

Галактонолактоноксидаза из одноклеточного 
паразита Trypanosoma cruzi (TcGAL) – мембранный 
фермент, катализирующий финальную стадию 
биосинтеза витамина С – антиоксиданта, жизненно 
необходимого T. cruzi [1]. Этот микроорганизм не 
способен потреблять витамин С извне и должен 
синтезировать его самостоятельно. По этой при- 
чине ингибиторы TcGAL рассматриваются нами  

как основа для разработки селективных лекарст- 
венных средств против болезни Шагаса, вызыва- 
емой T. cruzi, поскольку организм человека не со- 
держит галактонолактоноксидазу [2].

Следует подчеркнуть, что TcGAL не функциони- 
рует в водной среде (не принимает нативную кон- 
формацию). Поэтому для изучения TcGAL мы ранее 
разработали методику, позволяющую сворачивать 
фермент и измерять его активность, используя 
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Исследовано влияние структуры эффекторов – 1,4-бензохинона, коферментов Q и их структурных 
аналогов – на активность галактонолактоноксидазы из Trypanosoma cruzi (TcGAL) и гомологичного 
фермента L-галактоно-1,4-лактондегидрогеназы из Arabidopsis thaliana (AtGALDH). С исполь- 
зованием двух форм AtGALDH – природной (дегидрогеназа) и мутантной (проявляющей окси- 
дазную активность) – выявлена роль 1,4-бензохинона и его аналогов как электроноакцепторов 
AtGALDH и TcGAL. Установлено, что соединения, содержащие метоксигруппы, являются более 
эффективными электроноакцепторами для TcGAL (коэнзим Q0, 2,6-диметокси-1,4-бензохинон) 
по сравнению c соединениями, не обладающими OCH3-группами (2,5-дигидрокси-1,4-бензо- 
хинон). С применением 2,6-диметокси-1,4-бензохинона как электроноакцептора предложен 
подход к спектрофотометрическому измерению активности TcGAL по изменению поглощения 
электроноакцептора в отсутствие дополнительных компонентов (красителя, обесцвечивающегося при 
взаимодействии с продуктом реакции – аскорбатом). Полученные результаты позволяют проводить 
более целенаправленный поиск ингибиторов TcGAL, что может рассматриваться как основа для 
разработки селективных лекарственных средств против болезни Шагаса, вызываемой T. cruzi. 
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систему обращенных мицелл ПАВ (АОТ) [3]. 
Для контроля влияния мицеллярной среды на 
распределение компонентов реакционной сис- 
темы и тем самым на каталитическую активность 
фермента в данной работе использовался гомо- 
лог TcGAL – факультативно мембранный фер- 
мент L-галактоно-1,4-лактондегидрогеназа из 
Arabidopsis thaliana (AtGALDH), катализирующий 
ту же реакцию, но проявляющий активность как 
в мицеллах, так и в воде.

Каталитический цикл AtGALDH и TcGAL сос- 
тоит из двух полуреакций. В ходе одной из них 
субстрат (галактонолактон) превращается в про- 
дукт (аскорбат), а в ходе другой кофактор флавин 
(FAD) возвращается в исходное окисленное 
состояние, отдавая электроны электроноакцептору 
(ЭА) (рис. 1).

Роль ЭА в случае TcGAL могут играть как  
кислород, так и другие соединения, т.е. TcGAL  
обладает одновременно оксидазной и дегидро- 
геназной активностью [1]. В нашей предыдущей 
работе [2] мы разработали методику ингибиторного 
анализа для TcGAL с применением системы 
обращенных мицелл и выявили ингибиторы 
терпеноидного ряда (действующие в микро- 
молярных концентрациях). Однако остается 
неясным, на какую из активностей TcGAL они 
преимущественно влияют – на дегидрогеназную 
или оксидазную. Для исследования этого аспекта 
в данной работе мы изучили влияние ЭА на 
два типа гомологичного фермента AtGALDH  
(из растительного источника A. thaliana). Так,  
AtGALDH дикого типа обладает только дегидро- 
геназной активностью (не может использовать 

кислород в качестве ЭА) и представляет собой 
удобную модель для изучения влияния эффекторов 
именно на дегидрогеназную активность TcGAL в 
мицеллярной и водной средах. При этом мутантная 
форма AtGALDH (замена Ala113Gly [4]) обладает 
одновременно дегидрогеназной и оксидазной 
активностью, фермент является аналогом TcGAL, 
функционирующим как в мицеллах, так и в воде. 
Перечисленные свойства мутантной формы 
AtGALDH позволяют использовать ее в качестве 
контрольной системы при изучении действия 
ингибиторов, ЭА и других эффекторов в водной 
и мицеллярной средах. 

Природным ЭА для TcGAL и AtGALDH яв- 
ляется цитохром с, однако он теряет вторичную 
структуру в обращенных мицеллах [1]. Поэтому 
цитохром с не пригоден для измерения активности 
TcGAL в мицеллах. Следовательно, в случае 
мицелл требуются искусственные ЭА, такие как 
предложенный нами ранее феназинметосульфат 
(ФМС) [2, 3].

В качестве перспективных ЭА или эффекторов 
AtGALDH и TcGAL мы рассматриваем 1,4-бензо- 
хинон (БХ, рис. 2а) и его аналоги коэнзимы Q 
[1, 5], поскольку они являются природными ЭА  
для ряда мембранных ферментов и играют роль  
переносчиков электронов в дыхательной цепи у 
различных организмов. Так, мембраны млеко- 
питающих содержат гомологи CoQn с длинными 
изопреновыми цепями: у человека это Q10, у  
грызунов – преимущественно Q9 [6]. У бактерий, 
например, у E. coli, присутствует коэнзим Q8 [7], а 
у дрожжей (S. сerevisiae) имеется более короткий 
Q6 [6]. Интересно отметить, что коэнзимы с 

Субстрат

Флавин 
(окисленный)

Флавин 
(восстановленный)

Электроноакцептор
(окисленный)

Электроноакцептор
(восстановленный)

Продукт

Рис. 1. Каталитический цикл ферментов AtGALDH и TcGAL.
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короткой изопреновой цепью, такие как Q1 и Q2, 
используются для измерения активности ряда 
ферментов, таких как сукцинатдегидрогеназа 
и альтернативная оксидаза, в том числе из три- 
паносоматид (включая вид T. brucei, родственный 
T. cruzi) [8].

В работе мы рассматриваем коэнзимы Q1 и 
Q0 (СoQ1 и CoQ0), являющиеся структурными 
аналогами 1,4-бензохинона (БХ). Так, коэнзим 
CoQ1 отличается от БХ наличием OCH3- и CH3- 
групп в бензольном кольце, и, кроме того, CoQ1 
имеет изопреновую цепь (рис. 2в). У CoQ0 
имеются те же заместители в бензольном кольце, 
что и у CoQ1, но отсутствует изопреновый фраг- 
мент (рис. 2б).

С точки зрения использования в качестве ЭА 
для измерения активности AtGALDH и TcGAL 
(и потенциально других дегидрогеназ) коэнзимы 
CoQ0 и CoQ1 могут обладать преимуществами по 
сравнению с ранее исследованным БХ [5, 9]. Так, 
в шестичленном кольце CoQ1, в отличие от БХ, 
все атомы водорода замещены на алкильные или 
метоксигруппы (рис. 2), поэтому CoQ0 и CoQ1 
более устойчивы в слабощелочной среде [4], что 
может способствовать их большей применимости 
в качестве ЭА для TcGAL с оптимумом активности 
при рН 8.8.

В литературе высказано предположение о 
важной роли изопреновой цепи, имеющейся 
у CoQ1, для электроноакцепторных свойств 
коэнзимов [10]. Однако согласно нашим данным, 
коэнзим Q10, обладающий длинной изопреновой 
цепью (10 звеньев), не является ЭА в случае 

AtGALDH, а напротив, оказывает некоторое 
ингибирующее влияние на фермент [5]. Таким 
образом, среди коферментов CoQ перспективными 
представляются CoQ0 и CoQ1 как потенциальные 
ЭА для TcGAL и AtGALDH.

Помимо коэнзимов, в качестве потенциаль- 
ных ЭА для TcGAL и AtGALDH можно рассмат- 
ривать 2,6-диметокси-1,4-бензохинон (рис. 2г),  
производное 1,4-бензохинона, встречающееся 
во многих растениях и выступающее в ка- 
честве эффективного ЭА таких ферментов, как  
1,4-бензохинонредуктаза [11]. Другим перспек- 
тивным ЭА выступает аналог 2,6-диметокси-1,4-
бензохинона – 2,5-дигидрокси-1,4-бензохинон, 
отличающийся заменой метоксигрупп на гид- 
роксигруппы и их положением (рис. 2д). Электро- 
ноакцепторные свойства 2,5-дигидрокси-1,4-
бензохинона описаны в литературе: например, 
данное соединение выступает в роли π-акцептора 
в случае комплекса с переносом заряда, кото- 
рый образуется между 2-амино-4-метокси-6-метил- 
пиримидином и 2,5-дигидрокси-1,4-бензохиноном 
[12]. Наконец, следует выделить тимохинон  
(рис. 2е), производное 1,4-бензохинона из расти- 
тельных источников (можжевельник), являющееся 
электроноакцептором хиноноксидоредуктазы 
(NQO-1) [13] и объектом повышенного внимания 
ученых ввиду своих антидиабетических свойств 
[14–16].

Таким образом, целью данной работы было 
исследование влияния структуры потенциальных 
ЭА или эффекторов (1,4-бензохинона и его 
структурных аналогов) на активность TcGAL и 
гомологичного фермента AtGALDH.

(а)                 (б)                                 (в)                                        (г)                             (д)                       (е)

Рис. 2. Структуры 1,4-бензохинона (а) и его аналогов: коэнзима Q0 (б), коэнзима Q1 (в), 2,6-диметокси-1,4-бензохинона (г),  
2,5-гидидрокси-1,4-бензохинона (д) и тимохинона (е). 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние 1,4-бензохинона и его аналогов 
на дегидрогеназную активность AtGALDH. 
Для изучения влияния БХ и его производных 
на дегидрогеназную составляющую TcGAL мы 
использовали природную форму гомологичного 
фермента AtGALDH, обладающего только де- 
гидрогеназной активностью. Измерение актив- 
ности AtGALDH в присутствии каждого потен- 
циального ЭА проводили спектрофотометрически 
с использованием красителя ДХФИФ, который 
обесцвечивается при взаимодействии с продуктом 
реакции – аскорбатом [3].

Полученные зависимости максимальной ак- 
тивности AtGALDH от структуры используемого 
ЭА в водной и мицеллярной средах представлены 
на рис. 3. В качестве контроля на рис. 3 приве- 
дена активность AtGALDH в присутствии ФМС  
и красителя ДХФИФ (2,6-дихлорфенолиндо- 
фенол), которые использовали в качестве базисной 
системы в наших предыдущих работах [2, 3, 5].

Обнаружено, что в водной среде 2,6-диметокси-
БХ и CoQ0 обеспечивают в 4–5 раз большую 
активность (Vмакс) AtGALDH по сравнению с 
ранее исследованными БХ и CoQ1 [5] (табл. 1). 
При этом в мицеллярной среде 2,6-диметокси-БХ 
позволяет достичь более высокого значения Vмакс 
по сравнению с таковым для БХ и CoQ1 (табл. 1).

Отметим, что в обеих средах (водной и мицел- 
лярной) 2,6-диметокси-БХ и CoQ эффективны 
при низких концентрациях (~0.02–10 мкМ), в 
то время как БХ и CoQ1 действуют лишь при  
концентрациях ~2 мМ. Следует учесть и другие 
ограничения при использовании БХ и CoQ1 как 
ЭА. Так, при измерении активности AtGALDH 
по изменению поглощения самого БХ или CoQ1  
значительный вклад вносит фоновый сигнал.  
Кроме того, БХ подвержен окислению в слабо- 
щелочной среде при pH-оптимуме фермента в 
водной и мицеллярной средах [9, 5]. В отличие от 
БХ и CoQ1, комбинации 2,6-диметокси-БХ и CoQ0 
с красителем практически не проявляют фонового 
сигнала (< 5% от целевого) и функционируют при 
pH-оптимуме AtGALDH (pH 8.8) (табл. 1). 

Наконец, использование 2,6-диметокси-БХ 
и CoQ0 показывает преимущества не только 
по сравнению с БХ и CoQ1, но и по сравнению 
с разработанной нами ранее методикой с 
использованием ФМС как ЭА [3]. Так, в водной 
среде максимальная скорость (Vмакс) в присут- 
ствии 2,6-диметокси-БХ или CoQ0 выше в 2 раза  
по сравнению с ФМС, а в мицеллярной – со- 
поставима (рис. 3). При этом используемые кон- 
центрации 2,6-диметокси-БХ и CoQ0 (0.02–10 мкМ)  
на несколько порядков ниже таковой для ФМС 
(120 мкМ [3]).

(а) (б)

Рис. 3. Максимальная активность природной формы AtGALDH в водной (натрий-фосфатный буфер) (а) и в мицеллярной 
(0.1 М АОТ в н-октане, W0 = 22) (б) средах в зависимости от структуры ЭА в присутствии красителя ДХФИФ. 
Концентрации: субстрат (1 мМ), ДХФИФ (120 мкМ), AtGALDH (6 нМ). Концентрации ЭА, при которых наблюдалась 
максимальная активность фермента, указаны в табл. 1. 
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Учитывая гомологичность AtGALDH и TcGAL, 
а также наилучшие параметры для 2,6-диметокси-
БХ как ЭА в мицеллах для дегидрогеназы AtGALDH, 
можно предположить, что 2,6-диметокси-БХ  
как ЭА будет наиболее эффективен и для TcGAL.  
Однако, как упоминалось выше, TcGAL обладает 
одновременно дегидрогеназной и оксидазной 
активностями, а дикий тип AtGALDH – только  
дегидрогеназной. Мутантная форма AtGALDH 
(замена Ala113Gly [4]), как и сам TcGAL, обла- 
дает обоими типами активности, что позво- 
ляет определить степень влияния ЭА на дегидро- 
геназную активность по отношению к оксидаз- 
ной. Кроме того, поскольку AtGALDH функ- 
ционирует не только в мицеллах, но и в водном 
растворе, с использованием мутантного типа 
AtGALDH мы можем изучить роль среды 
(мицеллы или вода) на свойства эффекторов в 
отношении целевого TcGAL, функционирующего 
только в мицеллах.

Влияние 1,4-бензохинона и его аналогов на 
активность мутантной формы AtGALDH. Для 
изучения действия эффекторов (1,4-бензохинона и 
его производных) на мутантную форму AtGALDH 
(замена Ala113Gly [4]) использовали методику с 
применением красителя ДХФИФ – проявителя 
продукта реакции (аскорбата) [3]. Действие таких 
эффекторов продемонстрировано на рис. 4.

В отличие от AtGALDH дикого типа, в водной 
среде наиболее сильное воздействие оказывает 

БХ, усиливающий активность мутантной формы 
AtGALDH в 3 раза по сравнению с контролем (без 
ЭА) (рис. 4). В меньшей степени на активность 
AtGALDH влияют CoQ0 и 2,6-диметокси-БХ 
(усиление активности AtGALDH в 2 раза) и CoQ1 
(усиление всего на 20%).

В случае мицелл драматическое воздействие 
оказывает 2,6-диметокси-БХ, усиливающий ак- 
тивность мутантной формы AtGALDH в 10 раз.  
В то же время остальные соединения усиливают 
активность фермента лишь в ~2 раза. Катали- 
тические характеристики исследуемых эффекто- 
ров в отношении мутантной формы AtGALDH 
представлены в табл. 2.

Сравнивая результаты, полученные для дикой и 
мутантной форм AtGALDH, следует подчеркнуть, 
что в мицеллах обе формы наиболее активны в 
присутствии 2,6-диметокси-БХ (его влияние на 
оксидазную активность более выражено, чем на 
дегидрогеназную). Это позволяет предположить, 
что и в случае гомологичного TcGAL наибольшая  
активность должна наблюдаться для 2,6-ди- 
метокси-БХ. Кроме того, для TcGAL в качестве 
ЭА перспективен CoQ0, работающий при pH-
оптимуме обоих ферментов (pH 8.8), в отличие 
от БХ и CoQ1.

Влияние 2,6-диметокси-БХ и его аналогов 
на активность TcGAL. Поскольку БХ и CoQ1 
не оптимальны для определения активности 
фермента (показывают слишком высокую фо- 

Таблица 1. Каталитические характеристики 1,4-бензохинона и его аналогов как электроноакцепторов природ-
ной формы AtGALDH

Электроноакцептор

AtGALDH (природная форма)
Водно-буферный раствор Мицеллы

Vмакс**,  

10
–7

 M/c

фоновый 
сигнал**,  
10

–7
 M/c

pH-
оптимум

[ЭА]насыщ, 
мкМ

Vмакс**,  

10
–7

 M/c

фоновый сигнал**,  
10

–7
 M/c

pH-
оптимум

[ЭА]насыщ, 
мкМ

CoQ0 25.7 – 8.8 0.016 1.6 – 8.8 0.9
2,6-Диметокси-БХ 21.5 – 8.8 2.3 13.5 – 8.8 14

БХ* 7.1 1.0 7.8 4 000 4.6 0.8 7.8 2 000
CoQ1* 5.4 0.5 7.8 4 000 1.1 0.4 7.8 2 000
ФМС 12.5 – 8.8 120 5.0 – 8.8 120

Примечание: Vмакс – максимальная активность фермента; [ЭА]насыщ – концентрация ЭА, при которой наблюдается Vмакс.
* Данные для БХ и CoQ1 приведены из работы [5].
** Погрешность измерения каталитической активности не превышает 10%.
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новую реакцию) при pH-оптимуме TcGAL [5]  
и оказывают слабое влияние на аналог TcGAL – 
мутантную форму AtGALDH, то представляется 
целесообразным изучить действие других про- 
изводных БХ – 2,6-диметокси-БХ, CoQ1 и 
тимохинона – на активность TcGAL. Кроме того,  
интересно изучить влияние замены метокси- 
групп на гидроксигруппы, имеющиеся, например,  
у 2,5-дигидрокси-1,4-бензохинона, электроно- 
акцепторные свойства которого описаны в ли- 
тературе (является π-акцептором в случае комп- 
лекса с переносом заряда [12]). Полученные зави- 
симости максимальной активности TcGAL от 

структуры вышеперечисленных потенциальных 
ЭА в комбинации с красителем представлены на 
рис. 5.

Примечательно, что CoQ0 и 2,6-диметокси-
БХ в случае TcGAL показывают тенденции, 
аналогичные наблюдаемым для обеих форм 
гомологичного AtGALDH в мицеллах (рис. 3–5). 
Так, CoQ0 функционирует при концентрациях на 
1–3 порядка меньше, чем другие ЭА, а наибольшее 
значение максимальной активности наблюдается 
в случае 2,6-диметокси-БХ (рис. 5). Отдельно 
следует отметить тимохинон, который не является 
ЭА для TcGAL, а напротив, оказывает слабое 

(а) (б)

Рис. 4. Максимальная активность мутантной формы AtGALDH в водной (натрий-фосфатный буфер, pH 8.8 для 
CoQ0 и 2,6-диметокси-БХ и pH 7.8 для CoQ1 и БХ) (а) и мицеллярной (0.1 М АОТ в н-октане, pH 8.8 для CoQ0 и 
2,6-диметокси-БХ и pH 7.8 для CoQ1 и БХ, W0 = 22) (б) средах в зависимости от структуры ЭА в сочетании с красителем 
ДХФИФ. Концентрации: субстрат (1 мМ), ДХФИФ (120 мкМ), AtGALDH (6 нМ). Для сравнения указана активность 
без добавления ЭА.

Таблица 2. Каталитические характеристики эффекторов мутантной формы AtGALDH – 1,4-бензохинона и его 
аналогов 

Эффектор

AtGALDH (мутантная форма, Ala113Gly)

водно-буферный раствор мицеллы

C50, мкМ
Vмакс*,  

10
–7

 M/c
pH [ЭА]насыщ, 

мкМ C50, мкМ
Vмакс*,  

10
–7

 M/c
pH [ЭА]насыщ, 

мкМ

БХ 0.5 13 7.8 12.8 1.5 1.4 7.8 20
Q1 5.0 5 7.8 20 3.8 1.3 7.8 10

2,6-OCH3-БХ 0.4 7.3 8.8 2.1 4.8 7.9 8.8 12
Q0 0.006 7.4 8.8 0.12 0.17 2.1 8.8 0.5

Примечание: C50 – концентрация эффектора, вызывающая увеличение активности фермента в 2 раза по сравнению с активно-
стью в отсутствие эффектора; Vмакс – максимальная активность фермента; [ЭА]насыщ – концентрация ЭА, при которой наблю- 
дается Vмакс.
* Погрешность измерения каталитической активности не превышает 10%.
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ингибирующее действие (20%-ное ингибирова- 
ние при 200 мкМ тимохинона).

Таким образом, наиболее эффективным ЭА  
среди изучаемых соединений оказался 2,6-ди- 
метокси-БХ при невыраженной фоновой реакции 
(< 5% от целевой). Столь высокая эффективность 
2,6-диметокси-БХ как ЭА позволила нам пред- 
положить, что за ходом реакции можно сле- 
дить и в отсутствие красителя (ДХФИФ), если  
2,6-диметокси-БХ обладает достаточной разни- 
цей коэффициентов молярного поглощения 
окисленной и восстановленной форм.

Разработка подхода к измерению активности 
TcGAL без красителя с применением 2,6-ди- 
метокси-1,4-бензохинона в качестве электро- 
ноакцептора. Использование в мицеллах до- 
полнительных реагентов, в том числе красителя 
ДХФИФ, желательно сводить к минимуму ввиду 
ограниченного объема водной фазы и возможного 
влияния красителя на другие компоненты сис- 
темы. Установив, что 2,6-диметокси-БХ – наиболее 
эффективный потенциальный ЭА для TcGAL, 

мы исследовали возможность применения дан- 
ного ЭА для определения активности TcGAL без 
использования красителя (ДХФИФ). Спектры  
окисленной и восстановленных форм 2,6-ди- 
метокси-БХ имеют наибольшую разницу в 
поглощении при длине волны 285 и 287 нм в 
водном растворе и в мицеллах соответственно 
(рис. 6).

Спектры поглощения реакционной смеси 
(содержащей все необходимые компоненты) 
до и после реакции (рис. 6в) также имеют вид,  
аналогичный спектрам окисленной и восста- 
новленной форм 2,6-диметокси-БХ в водной 
и мицеллярной средах (рис. 6а, 6б). Это сви- 
детельствует о том, что 2,6-диметокси-БХ рас- 
ходуется в ходе реакции, т.е. является именно 
ЭА для TcGAL, а не, например, аллостерическим 
эффектором.

Варьируя концентрацию 2,6-диметокси-БХ в 
водной и мицеллярной средах, мы определили 
коэффициенты молярного поглощения окисленной 
и восстановленной форм 2,6-диметокси-БХ и их 

Рис. 5. Зависимость максимальной активности TcGAL в мицеллярной среде (0.1 М АОТ в н-октане, pH 8.8, W0 = 22) 
от структуры эффектора (электроноакцептора) в сочетании с красителем ДХФИФ. Концентрации субстрата (1 мМ), 
ДХФИФ (120 мкМ) и TcGAL (34 нМ) поддерживались постоянными. Для сравнения показана активность TcGAL в 
присутствии 120 мкМ ФМС по ранее опубликованным данным [3]. Концентрации эффекторов (электроноакцепторов), 
при которых наблюдалась максимальная активность фермента: 2,5-дигидрокси-БХ (360 мкМ), тимохинон (200 мкМ), 
CoQ0 (0.72 мкМ), 2,6-диметокси-БХ (24 мкМ). Концентрация ФМС в контрольных измерениях – 120 мкМ.
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разницу (εокисл — восст) (табл. 3), которая составляет 
13 900 (для водного раствора) и 4 600 М–1 см–1 
(для мицеллярной системы). Большее значение 
параметра εокисл — восст в мицеллярной среде 
по сравнению с незамещенным БХ и ФМС с 
разностными коэффициентами поглощения 3050 
и 2100 М–1 см–1 соответственно [3] говорит о 
возможности применения 2,6-диметокси-БХ для 
измерения активности TcGAL по расходу ЭА в 
процессе реакции.

Используя найденное значение εокисл—восст =  
= 4 600 М–1 см–1 (табл. 3), мы определили макси- 

мальную активность TcGAL в присутствии 24 мкМ  
(в насыщении по 2,6-диметокси-БХ, рис. 6г). 
Оказалось, что найденное значение (17.8 × 10–7 М/c) 
в 1.5 раза выше активности в случае комбинации 
ФМС и красителя (контрольной системы), ис- 
пользовавшейся нами ранее для изучения TcGAL 
[2, 3]. Следовательно, 2,6-диметокси-БХ – эф- 
фективный ЭА для TcGAL, позволяющий надежно 
регистрировать активность TcGAL.

Таким образом, разработан улучшенный под- 
ход к измерению активности TcGAL с исполь- 
зованием 2,6-диметокси-БХ (24 мкМ) в ка- 

 

(а) (б)

(в) (г)

Рис. 6. (а) – Спектры окисленной и восстановленной форм 24 мкМ 2,6-диметокси-БХ в натрий-фосфатном буфере,  
pH 8.8); (б) – спектры окисленной и восстановленной форм 24 мкМ 2,6-диметокси-БХ в мицеллярной среде (0.1 М АОТ 
в н-октане, W0 = 22, pH 8.8); (в) – спектры реакционной смеси (1 мМ D-арабиноно-1,4-лактон, 24 мкМ 2,6-диметокси-
БХ) в мицеллярной среде (0,1 М АОТ в н-октане, W0 = 22) до и после протекания реакции (добавления 34 нМ TcGAL); 
(г) – зависимость активности TcGAL от концентрации 2,6-диметокси-БХ (без красителя) и от концентрации CoQ0 
(в комбинации с 120 мкМ ДХФИФ), в качестве базовой линии указана активность TcGAL при комбинации 120 мкМ 
ФМС и 120 мкМ ДХФИФ. 
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честве ЭА, который не требует использования 
дополнительных агентов (красителя).

Ингибиторный анализ TcGAL с применением 
2,6-диметокси-1,4-бензохинона в качестве 
электроноакцептора. В наших предыдущих 
работах было продемонстрировано применение 
методики измерения активности TcGAL с ис- 
пользованием комбинации ФМС и красителя 
ДХФИФ для ингибиторного анализа TcGAL [2, 3].  
В настоящей работе мы изучили возможность 
применения подхода с использованием 2,6-ди- 
метокси-БХ как ЭА (в отсутствие красителя) 
для ингибиторного анализа TcGAL. Для этого 
изучили действие двух соединений, аллилбензола 
и аллилтетраметоксибензола, которые проявляли 
ингибирующий эффект в отношении TcGAL в 
случае методики, разработанной нами ранее, с 

ФМС и красителем ДХФИФ [2] (рис. 7). Для оценки 
эффективности обоих ингибиторов в случае 
2,6-диметокси-БХ была выбрана концентрация 
200 мкМ, соответствующая максимальному 
эффекту обоих соединений в случае системы, 
содержащей ФМС и краситель [2].

Оказалось, что ингибирующий эффект при  
использовании 2,6-диметокси-БХ как ЭА дейст- 
вительно наблюдался, как и в случае ранее исполь- 
зованной методики с применением ФМС и краси- 
теля [2]. Эффективность изученных ингибиторов 
коррелирует для ФМС и 2,6-диметокси-БХ, а 
также для системы, содержащей CoQ0 как ЭА 
и краситель ДХФИФ (рис. 7). Следовательно, 
использование 2,6-диметокси-БХ в отсутствие 
красителя позволяет надежно регистрировать 
ингибирование TcGAL. 

Таблица 3. Спектрофотометрические параметры 2,6-диметокси-БХ в водной (PBS, pH 8.8) и мицеллярной  
(0.1 М АОТ в октане, W0 = 22) средах

Среда Длина волны, нм εокисл, М–1 см–1 εвосст, М–1 см–1 εокисл — восст, М–1 см–1

Вода 285 22 600 8 700 13 900

Мицеллы 287 9 200 4 600 4 600

 

Рис. 7. (а) – Схема ингибирования целевой реакции; (б) – сравнение ингибирующего эффекта аллилтетраметоксибензола 
и аллилбензола для краситель-содержащих систем (комбинация красителя ДХФИФ и ФМС или Q0 как ЭА) и системы 
без красителя (2,6-диметокси-БХ как ЭА). Концентрации веществ: 120 мкМ ДХФИФ, 1 мМ АР (субстрат), 34 нМ 
TcGAL, 24 мкМ 2,6-диметокси-БХ, 120 мкМ ФМС и 0.72 мкМ Q0, 200 мкМ аллилтетраметоксибензола и 200 мкМ 
аллилбензола. Среда: 0.1 М АОТ в н-октане, W0 = 22. 

(а) (б)
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. В работе использовали L-галак- 
тоно-1,4-лактон, D-арабиноно-1,4-лактон, 2,6-ди- 
хлорфенолиндофенол, натриевую соль ди-2-этил- 
гексилового эфира сульфоянтарной кислоты 
(АОТ), коэнзим Q1, коэнзим Q0, 2,6-диметокси-
1,4-бензохинон, 2,5-дигидрокси-1,4-бензохинон, 
н-октан, ацетонитрил (Sigma-Aldrich, США); 
феназинметосульфат и 1,4-бензохинон (Merck, 
Германия); аллилтетраметоксибензол и аллил- 
бензол (Acros Organics, Бельгия). L-галактоно-1,4-
лактондегидрогеназа из Arabidopsis thaliana была 
любезно предоставлена проф. W.J.H. van Berkel  
(Вагенингенский университет, Вагенинген, Нидер- 
ланды).

Получение рекомбинантных белков 
AtGALDH и TcGAL, рефолдинг телец вклю- 
чения TcGAL. Экспрессию рекомбинантных бел- 
ков AtGALDH (EC 1.3.2.3) и TcGAL (EC 1.3.3.12) 
в E. coli проводили согласно методике, описанной 
ранее [1, 9]. AtGALDH-His6 экспрессировали в 
клетках E. coli BL21(DE3) в виде растворимого 
цитоплазматического белка. Для продукции 
фермента TcGAL использовали клетки E. coli BL21 
(DE3), несущие плазмиду pBAD-TcGAL. TcGAL 
формировал нерастворимые тельца включения. 
Рефолдинг TcGAL проводили согласно методике, 
описанной нами ранее [1]. Суспензию телец вклю- 
чения, собранных после лизиса клеток, промывали 
6%-ным раствором Triton X-100, содержащим  
60 мМ ЭДТА и 1.5 М NaCl (рН 7.0), и растворяли в  
6 М гуанидинхлориде. Затем гуанидинхлорид уда- 
ляли диализом против 10 мМ фосфата натрия  
(рН 8.0). После диализа суспензию агрегирован- 
ного фермента вносили в систему обращенных 
мицелл вода–АОТ–октан. Растворы окисленного 
и восстановленного глутатиона (10 мМ GSSG и 
30 мМ GSH) в 10 мМ фосфате натрия (рН 8.0) 
смешивали, аликвоту (10 мкл) добавляли к 1 мл 
мицеллярного раствора фермента в 0.4 М АОТ. 
Рефолдинг фермента инициировали добавлением 
10 мкл раствора FAD в воде (10-кратный молярный 
избыток по отношению к ферменту). Сворачивание 
и конечную концентрацию фермента в мицеллах 
контролировали методом КД-спектроскопии с 

использованием КД-спектрометра J-815 (Jasco, 
Япония).

Каталитическая активность AtGALDH и  
TcGAL. Для спектрофотометрического опре- 
деления активности обоих ферментов исполь- 
зовали систему обращенных мицелл ПАВ, 0.1 М  
АОТ в н-октане (степень гидратации W0 = 22),  
описанную нами ранее [3], с небольшими изме- 
нениями. Для измерения активности ферментов 
использовали комбинацию одного из потен- 
циальных ЭА (1,4-бензохинон или его произ- 
водные) и 120 мкМ водный раствор ДХФИФ в 
качестве красителя, обесцвечивающегося при 
образовании продукта реакции при длине волны 
550 нм. Запасные растворы ЭА (CoQ0, CoQ1, 
2,6-диметокси-1,4-бензохинона и 2,5-дигидрокси-
1,4-бензохинона) готовили в DMSO. Поглощение 
измеряли с помощью спектрофотометра Ultrospec-
2100pro (Amersham Biosciences, США). В качестве 
субстратов использовали L-галактоно-1,4-лак- 
тон в случае AtGALDH и D-арабиноно-1,4-лак- 
тон в случае TcGAL. Концентрации субстратов 
составляли 1 мМ, ферментов TcGAL (34 нМ)  
и AtGALDH (6 нМ). Для построения графиков 
и статистической обработки данных с использо- 
ванием t-критерия Стьюдента применяли програм- 
му SigmaPlot 11.1. Значения представлены как  
среднее ± стандартное отклонение трех незави- 
симых экспериментов.

Ингибиторный анализ TcGAL. При раз- 
работке подхода к ингибиторному анализу ис- 
пользовали ЭА без красителя, добавляя один 
из исследуемых ингибиторов (аллилбензол или 
тетраметоксиаллилбензол) в реакционную среду. 
В качестве контрольной системы использовали 
систему, содержащую 120 мкМ ФМС и 120 мкМ  
ДХФИФ, описанную нами ранее [2]. Эффектив- 
ность ингибиторов при использовании предла- 
гаемого подхода в сравнении с методикой с при- 
менением красителя оценивали по ингибирую- 
щему эффекту при насыщающих концентра- 
циях ингибиторов (200 мкМ). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Обнаружены новые ЭА для TcGAL ряда 1,4-бен- 
зохинона (конзимы Q0, Q1, 2,5-дигидрокси-БХ  
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и 2,6-диметокси-БХ) и выявлено влияние струк- 
туры ЭА на активность TcGAL. Так, установлено, 
что соединения, содержащие метоксигруппы, 
являются более эффективными электроноакцеп- 
торами для TcGAL (коэнзим Q0, 2,6-диметокси-
БХ) по сравнению c соединениями, не имеющими 
OCH3-групп (2,5-дигидрокси-БХ, а также тимохи- 
нон, являющийся слабым ингибитором TcGAL).

При исследовании двух форм AtGALDH 
(природной и мутантной) обнаружено, что в 
водной среде более “чувствительна” (наибольшая 
разница в значениях активности) к выбору 
эффектора природная (дегидрогеназная) форма. 
В то же время в мицеллах более чувствительна 
мутантная форма AtGALDH (сочетание дегидро- 
геназной и оксидазной активности), актив- 
ность которой более резко возрастает при исполь- 
зовании 2,6-диметокси-БХ. По-видимому, и в 
случае трипаносомального фермента TcGAL, 
функционирующего в мицеллах, 2,6-диметокси-
БХ оказывает влияние на оба типа активности 
(дегидрогеназную и оксидазную).

С применением 2,6-диметокси-БХ в качестве 
ЭА разработан новый подход к измерению ак- 
тивности TcGAL, обладающий преимуществами 
по сравнению с ранее предложенным подходом [3].  
Так, новый подход не требует применения краси- 
теля и, кроме того, обеспечивает в 1.5 раза боль- 
шую активность фермента при меньшей (в 5 раз)  
концентрации ЭА. Продемонстрирована возмож- 
ность использования нового подхода для ингиби- 
торного анализа TcGAL. Это еще один шаг в 
поиске ингибиторов данного фермента, которые 
могут рассматриваться в качестве основы для 
разработки лекарственных средств против болезни 
Шагаса, вызываемой T. cruzi [2].
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Impact of Effectors on the Catalytic Activity  
of Galactonolactone Oxidase from Trypanosoma cruzi
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The influence of the structure of the effectors, 1,4-benzoquinone, coenzymes Q and their structural ana-
logues, on the activity of galactonolactone oxidase from Trypanosoma cruzi (TcGAL) and the homologous 
enzyme L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase from Arabidopsis thaliana (AtGALDH) was studied. 
Using two forms of AtGALDH, natural (dehydrogenase) and mutant (exhibiting oxidase activity), the 
role of 1,4-benzoquinone and its analogs as electron acceptors of AtGALDH and TcGAL was revealed. It 
has been established that compounds containing methoxy groups are more effective electron acceptors for 
TcGAL (coenzyme Q0, 2,6-dimethoxy-1,4-benzoquinone) compared to compounds without OCH3 groups 
(2,5-dihydroxy-1,4-benzoquinone). Using 2,6-dimethoxy-1,4-benzoquinone as an electron acceptor, an 
approach to the spectrophotometric measurement of TcGAL activity by changes in the absorption of the 
electron acceptor in the absence of additional components (a dye that becomes colorless when interacting 
with the reaction product, ascorbate) is proposed. The results obtained allow for a more targeted search 
for TcGAL inhibitors, which can be considered as the basis for the development of selective drugs against 
Chagas disease caused by T. cruzi.

Keywords: galactonolactone oxidase, L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase, electron acceptors, effec-
tors, coenzymes, 1,4-benzoquinone, Trypanosoma cruzi
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Синтезирован и исследован ряд гистидин-содержащих синтетических антигрибковых пептидов c 
“линейным” типом амфипатичности (САМП-ЛТА) (F2Hx, H10F2, H10, где x = 7, 10, 13 и 16), проведен 
скрининг антигрибковой и гемолитической активности этих гистидин-содержащих пептидов. Показано, 
что представленные гистидин-содержащие САМП-ЛТА способны эффективно подавлять рост условно-
патогенных грибов Candida albicans и обладают низкой гемолитической активностью, в большинстве 
случаев не превышающей 10% даже при их относительно высокой (400 мкМ) концентрации в среде, 
содержащей эритроциты. Антигрибковая активность исследованных САМП-ЛТА возрастает с увеличе- 
нием количества остатков гистидинов в их составе, достигая максимального значения для гистидин-
содержащего пептида F2H16 (МПК50 = 1.0 мкМ). Показано, что с увеличением длины цепи пептидов 
растет также их гемолитическая токсичность. В плане терапевтической значимости оптимальными в 
представленном ряду пептидов оказались САМП-ЛТА F2H10 и F2H13, обладающие более высокой 
селективностью, чем короткие или более протяженные их аналоги F2H7 или F2H16. Значения 
терапевтического индекса (ТИ) для этих пептидов составили 233, 247, 79 и 60 соответственно. Показано, 
что гистидин-содержащие производные САМП-ЛТА с остатками фенилаланина на N-конце пептида 
(F2H10) проявляют меньшую эффективность по сравнению с аналогичными пептидами (H10F2), 
содержащими остатки фенилаланина на C-конце. Среди исследованных пептидов наиболее активным 
оказался пептид H10 (МПК50 = 0.7 мкМ), не содержащий остатков фенилаланина, который по своей 
антигрибковой активности не только эффективнее всех остальных гистидин-содержащих пептидов, 
в том числе и пептида F2H16 с 16 остатками гистидина, но и в 4–5 раз эффективнее антигрибкового 
пептида P113 (МПК50 = 3.4 мкМ) короткого активного фрагмента природного Hst 5, хорошо известного 
из литературы. Благодаря своей относительно низкой гемолитической и высокой антигрибковой 
активности, представленные гистидин-содержащие САМП-ЛТА обладают относительно высокими 
значениями ТИ (ТИ > 60). Среди всех исследованных пептидов H10 и P113 обладают минимальными 
(практически нулевыми) значениями гемолитической активности. Однако вследствие своей более высокой 
антигрибковой активности селективность пептида H10 (ТИ > 1400) превышает селективность пептида 
P113 (ТИ > 340) более чем в 4 раза. Таким образом, пептид H10 благодаря его высокой антигрибковой 
активности, низкой гемолитической токсичности и, соответственно, высокой терапевтической значимости 
может использоваться в качестве перспективного антигрибкового пептидного препарата.

Ключевые слова: синтетические антимикробные пептиды, амфифильность, “линейный” тип амфипа- 
тичности, “круговой” тип амфипатичности, гистидин-содержащие пептиды, пептид P113, анти- 
грибковая активность, Candida albicans, гемолитическая активность, селективность

DOI: 10.31857/S0132342324040135, EDN: MWISGO

Сокращения: АМП – антимикробные пептиды; ГА – гемолитическая активность; КТА – “круговой” тип амфипатичности; 
ЛТА – “линейный” тип амфипатичности; МГК – минимальная гемолитическая концентрация (концентрация пептида, ко-
торая вызывает лизис не более 4% свежих красных кровяных клеток); МПК50 – минимальная подавляющая концентра-
ция (концентрация пептида, при которой рост микроорганизмов подавляется на 50%); АГА – антигрибковая активность;  
САМП – синтетические антимикробные пептиды; ТИ – терапевтический индекс; ХГ – хлоргексидин; Fmoc – 9-флуоре-
нилметоксикарбонил; HATU – 2-(1H-7-азабензотриазол-1-ил)-1,1,3,3-тетраметилуронийгексафторфосфат; Hst – гистатин;  
PBS – фосфатно-солевой буфер; TFA – трифторуксусная кислота.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние десятилетия отмечается рост 
заболеваемости пациентов внутрибольничными 
грибковыми инфекциями. Дрожжеподобные 
грибки рода Candida – одни из наиболее рас- 
пространенных возбудителей нозокомиальных 
(внутрибольничных) инфекций кровотока [1, 2].  
Длительное применение в терапии микозов раз- 
личных антигрибковых средств привело к серьез- 
ной угрозе возникновения и распространения 
патогенных штаммов грибов, обладающих лекарст- 
венной устойчивостью к традиционно используе- 
мым препаратам [3, 4]. Поэтому важное практи- 
ческое значение имеет поиск новых лекарственных 
средств, применение которых не приводило бы к 
возникновению устойчивости к ним.

Перспективными в этом плане могут оказаться 
выявленные в природе антимикробные пептиды 
(АМП), синтезирующиеся в ответ на контакт с 
чужеродными микроорганизмами или их внедре- 
ние [5–8]. АМП – это в основном амфифильные 
катионные пептиды, которые воздействуют на 
отрицательно заряженную мембрану микробных 
клеток. В результате такого воздействия развитие 
устойчивости патогенов к АМП в значительной 
степени затруднено, поскольку требует внесе- 
ния серьезных изменений в структуру и электро- 
физиологические свойства их клеточной мемб- 
раны [5, 8–11]. Большинство известных при- 
родных АМП обладают не только высокой 
антимикробной активностью, но и повышенной 
гемолитической токсичностью. Причина такой 
токсичности пептидов – их относительно высокая 
гидрофобность, обусловленная повышенным 
содержанием (> 30%, а в ряде случаев и до 50%)  
гидрофобных аминокислотных остатков в общей  
аминокислотной цепи природного пептида [12,  
13]. В связи с этим продолжаются поиски новых  
эффективных АМП, обладающих высокой анти- 
микробной активностью и низкой гемолитической 
токсичностью. Перспективными в этом плане могут 
оказаться синтетические антимикробные пептиды 
(САМП), сконструированные и синтезированные 
de novo, не опирающиеся на структуру природных 
АМП, т.е. сконструированные независимо от 
структуры многочисленных известных природных 
АМП [13–21].

Ранее с использованием такого подхода нами 
были сконструированы САМП, c классическим 

широко известным и хорошо исследованным в  
литературе “круговым” (спиральным или коль- 
цевым) типом амфипатичности (КТА) [22–24]  
(рис. 1а) и пептиды с малоизвестным “линейным” 
типом амфипатичности (ЛТА) [25, 26]. Было выяв- 
лено, что САМП с малоизвестным “линейным” 
типом амфипатичности (ЛТА) (R9F2, K9F2 и 
H9F2) по сравнению с аналогичными САМП с 
часто встречающимся в природе классическим 
“круговым” типом амфипатичности (КТА) (R5F5  
(RFRRFFRRFF), K5F5 (KFKKFFKKFF) и H5F5  
(HFHHFFHHFF)) проявляют не только понижен- 
ную гемолитическую токсичность, но и, в то же вре- 
мя, повышенную антигрибковую активность [26]. 

Пониженная гемолитическая активность 
САМП-ЛТА R9F2, K9F2 и H9F2 в силу их 
структурированности по сравнению с САМП-КТА 
R5F5, K5F5 и H5F5 (рис. 1а, 1б) обусловлена 
пониженным содержанием гидрофобных Phe-
групп в составе пептида (18 и 50% соответственно) 
[26]. Гемолитическая активность при действии 
гистидин-содержащего САМП-ЛТА H9F2 in vitro 
даже при достаточно высокой его концентрации 
в среде (500 мкМ), содержащей эритроциты, не 
превышала 4%, тогда как уровень гемолиза для 
пептида H5F5 из группы САМП-КТА при той же 
его концентрации в среде 500 мкМ составляла 
уже > 60%, т.е. гистидин-содержащие САМП-КТА 
по уровню их действия на эритроциты оказались 
более чем в 15 раз токсичнее, чем аналогичные 
САМП-ЛТА [26]. 

Среди всех исследованных САМП-ЛТА гис- 
тидин-содержащий пептид H9F2 показал не  
только низкий уровень гемолитической токсич- 
ности, но и максимально высокую антигрибковую 
активность [26]. В настоящей работе с целью 
оптимизации последовательности антигрибко- 
вого пептида H9F2 с “линейным” типом амфипа- 
тичности и выявления более активных антигриб- 
ковых пептидов этого ряда необходимо было ис- 
следовать влияние на антигрибковую активность 
более длинных или, напротив, более коротких 
последовательностей таких гистидин-содержащих 
пептидов. 

Ранее антимикробная активность пептидов, 
содержащих гидрофобные группы на N- или 
C-конце пептидной последовательности, не срав- 
нивались. Поэтому необходимо было также выяс- 
нить, как влияет на антигрибковую активность 
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пептида гидрофобный остаток фенилаланина 
(Phe) при его расположении на N- или на C-конце 
гистидин-содержащих пептидов, какова роль 
гидрофобных остатков в таких пептидах, другими 
словами, какова, например, антигрибковая ак- 
тивность аналогичного гистидин-содержащего 
пептида, не имеющего в своем составе остатки 
Phe.

Необходимо было сравнить биологические 
свойства таких гистидин-содержащих САМП- 
ЛТА друг с другом, а также с описанными в литера- 
туре активными гистидин-богатыми пептидными 
антигрибковыми препаратами, например, с 
12-звенным антигрибковым пептидом P113 
(AKRHHGYKRKFH) [27–29], который известен 
в качестве потенциального антигрибкового ле- 
карственного препарата под названием PAC-113 
(2016-132), [28], являющегося одним из наиболее 

коротких фрагментов природного антигрибкового 
белка гистатина 5 (Hst 5), обнаруженного в слюне  
человека [30–32]. На сегодняшний день пептид P113 
(PAC-113) продемонстрировал свою эффектив- 
ность и безопасность у пациентов с кандидозом 
полости рта [28] и уже прошел фазу IIB клинических 
испытаний в качестве антигрибкового препарата 
(компания Pacgen Biopharmaceuticals Corporation, 
Канада) [32].

Цель настоящей работы – синтез и срав- 
нительный скрининг антигрибковой активности 
ряда сконструированных нами de novo гисти- 
дин-содержащих САМП (F2H7, F2H10, F2H13,  
F2H16, H10, H10F2), обладающих так назы- 
ваемым “линейным” типом амфипатичности, ис- 
следование их гемолитических свойств и оценка 
терапевтического индекса, а также сравнение 
полученных результатов с аналогичными дан- 

Гидрофильная “спинка”

Гидрофобный “животик”

Гидрофобная 
“головка”Гидрофильный “хвостик”

Рис. 1. Гипотетическое представление классического “кругового” (а) и “линейного” (б) типов амфипатичности 
α-спиральных пептидов. Прямоугольниками обозначены гидрофильные или катионные остатки аминокислот, 
треугольниками – гидрофобные остатки. В случае классического “кругового” типа амфипатичности (КТА) [6, 22, 23] 
гидрофобные и гидрофильные полярные поверхности α-спиральной молекулы пептида разделены продольной осевой 
линией (а). На рисунке верхняя поверхность гидрофильная, нижняя – гидрофобная (амфипатичность по типу “спинка–
животик”). В случае линейного типа амфипатичности (ЛТА) гидрофобные и гидрофильные (катионные) остатки 
аминокислот разнесены на противоположных концах вдоль линейной оси пептида. Гидрофобная и гидрофильная 
полярные области в этом случае разделены поперечной линией, перпендикулярной продольной оси пептида (б), где 
один (левый) конец молекулы имеет гидрофильный “хвостик”, а противоположный (правый) – гидрофобную “головку”. 
Справа представлены двумерные проекции “спиральных колес” Шиффер и Эдмундсона [20, 24] этих же пептидов. 
Видно, что полярная однородность гидрофобных и гидрофильных групп в случае “линейного” типа амфипатичности 
(б) в проекции, представленной слева, гораздо выше, чем когда та же молекула представлена в классическом виде в 
виде двумерных проекций “спиральных колес” (справа).

(а)

(б)
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ными для гистидин-богатого 12-звенного анти- 
грибкового пептида P113 (AKRHHGYKRKFH) –  
потенциального лекарственного препарата, из- 
вестного под названием PAC-113, одного из  
наиболее коротких и активных аналогов при- 
родного гистидин-богатого антигрибкового пеп- 
тида Hst 5.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Структура, синтез и физико-химические 
свойства антимикробных пептидов. Для 
изучения влияния количества остатков гисти- 
дина, а также расположения гидрофобных групп  
в гистидин-содержащих пептидах на антигриб- 
ковую активность нами был сконструирован 
ряд модельных гистидин-содержащих САМП, 
образующих “линейный” тип амфипатичности 
(F2H7, F2H10, F2H13, F2H16, H10F2), а также 
пептиды H10, P113 и R9F2, использованные 
в качестве контрольных последовательностей. 
Структура синтезированных пептидов включала 
в себя последовательность аминокислот, содер- 
жащую свободную N-концевую аминогруппу 
(придающую пептиду дополнительный поло- 
жительный заряд), и амидную группу на C-конце 
цепи, нейтрализующую отрицательный заряд 
свободной концевой карбоксильной группы  
(табл. 1).

В амфифильных САМП-ЛТА F2H7, F2H10, 
F2H13, F2H16 и H10F2 гидрофобные Phe- и 
гидрофильные His-группы сгруппированы таким 
образом, что расположены раздельно на концах 
цепи пептида (табл. 1), создавая так называемый 
“линейный” тип амфипатичности [25, 26] (рис. 1б). 

Среди исследованных пептидов были выделены 
четыре гистидин-содержащих пептида различной 
длины с различным содержанием аминокислот- 
ных остатков His: F2H7, F2H10, F2H13 и F2H16, 
т.е. пептиды, содержащие 7, 10, 13 и 16 остатков 
His соответственно на C-конце пептида и по два 
остатка Phe на N-конце пептида, которые были 
использованы для выявления оптимального ко- 
личества остатков гистидинов, необходимых для 
осуществления пептидами их антимикробной и 
гемолитической активности. 

С целью определения влияния гидрофобных 
остатков в составе исследуемых гистидин-содер- 
жащих пептидов на антигрибковую активность 
использованы три пептида: пептид H10F2 с 
десятью остатками His на N-конце и двумя гидро- 
фобными остатками Phe на С-конце пептида; 
пептид F2H10, содержащий также десять остатков 
His и два остатка Phe на N-конце; декагистидин 
H10 как контрольный пептид без гидрофобных 
остатков Phe. Аргинин-содержащий пептид R9F2  
по своей структуре принадлежит, так же как 
и остальные вышеперечисленные пептиды с 
остатками гистидина, к САМП-ЛТА (рис. 1б), но 
вместо гистидина содержит аргинин. Этот пептид 
был использован нами в качестве контрольного 
пептида для выяснения сравнительной роли 
влияния остатков His на антигрибковую актив- 
ность. В качестве контрольного пептида был син- 
тезирован также 12-звенный пептид P113 [28, 32],  
являющийся одним из наиболее коротких и ак- 
тивных фрагментов Hst 5 [27–29], 26-мерного анти- 
грибкового пептида Asp-Ser-His-Ala-Lys-Arg-His-
His-Gly-Tyr-Lys-Arg-Lys-Phe-His-Glu-Lys-His-His-
Ser-His-Arg-Gly-Tyr (2001-5643) [30], выделенного 

Таблица 1. Структура пептидов

Пептид Структура

F2H7 H-Phe-Phe-His-His-His-His-His-His-His-NH2

F2H10 H-Phe-Phe-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-NH2

F2H13 H-Phe-Phe-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-NH2

F2H16 H-Phe-Phe-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-NH2

H10 H-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-NH2

H10F2 H-His-His-His-His-His-His-His-His-His-His-Phe-Phe-NH2

P113 H-Ala-Lys-Arg-His-His-Gly-Tyr-Lys-Arg-Lys-Phe-His-NH2

R9F2 H-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Phe-Phe-NH2
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из слюнной железы человека [30, 31] (в струк- 
туре Hst 5 подчеркнута последовательность фраг- 
мента P113).

Синтез исследованных пептидов проводили 
стандартным твердофазным методом с исполь- 
зованием Fmoc-стратегии [33] согласно ранее опуб- 
ликованной схеме [25] на пептидном синтезаторе 
PS3. Эффективность присоединения одного амино- 
кислотного мономерного звена, определенная 
путем измерения количества удаляемых Fmoc-
групп на каждой стадии конденсации, для син- 
тезированных пептидов в среднем составила 
97.2–99.8%. Конечные выходы пептидов после 
деблокирования, удаления с полимерного но- 
сителя и очистки методом офВЭЖХ составили 
~50–67% (табл. 2). По данным офВЭЖХ и 
масс-спектрометрии, все выделенные пептиды 
соответствовали ожидаемой структуре и были 
гомогенными с содержанием основного вещества 
не менее 95%. 

С увеличением количества остатков гистидина 
в составе пептидов F2H7, F2H10, F2H13 и F2H16  
время их удерживания на колонке при офВЭЖХ 
закономерно повышалось от 18.2 до 20.0 мин 
(табл. 2). Причем пептид H10, не содержащий 
гидрофобных остатков Phe, в ряду всех исследо- 
ванных пептидов имеет наименьшее время удер- 
живания (τ = 12.8 мин). Однако следует отметить 
неожиданную разницу во времени удерживания 
пептидов F2H10 и H10F2 одинакового состава, но 
содержащих остатки Phe на разных концах цепи – 
N- или C-конце (τ = 19.0 и 22.5 мин соответственно) 
(табл. 2). По-видимому, наличие гидрофобных 

остатков Phe на N- или C-конце пептида по-разному  
влияет на его пространственную структуру, увели- 
чивая или уменьшая своего рода “замаски- 
рованность” или “размытость” гидрофобных 
групп в самом пептиде. Так, например, в слу- 
чае пептида F2H10 концевой остаток Phe на 
N-конце содержит гидрофильную положительно 
заряженную концевую аминогруппу, что в 
какой-то мере, вероятно, “разбавляет” или “раз- 
мывает” гидрофобный кластер, образуемый двумя 
концевыми остатками Phe на N-конце такого 
пептида. Остатки Phe на C-конце цепи в случае 
пептида H10F2, в свою очередь, кооперативно 
группируясь друг с другом и с относительно 
нейтральной амидной группой, по-видимому, 
образуют, более компактный гидрофобный 
кластер на C-конце, что, скорее всего, в целом 
влияет на гидрофобные свойства пептида H10F2, 
увеличивая его относительную гидрофобность 
относительно пептида F2H10.

По сравнению с 12-звенными гистидин-содер- 
жащими пептидами F2H10 и H10F2 с двумя 
остатками Phe на N- или C-концах цепи, время 
удерживания контрольного 12-мерного пептида 
P113 оказалось наименьшим (τ = 19.0, 22.5 и 
16.6 мин соответственно) (табл. 2). Вероятно, 
такое различие в гидрофобности связано с на- 
личием в пептиде P113 дополнительно более 
гидрофильных остатков Arg и Lys и меньшим 
содержанием остатков His, а также наличием 
менее гидрофобного (по сравнению с Phe) остат- 
ком тирозина (Tyr). 

Таблица 2. Физико-химические характеристики пептидов

Пептиды Общий выход синтеза*, % Время удерживания (τ)**, мин, 
30% CH3CN

Молекулярная масса

расч. [M + H] эксп. [M + H]
F2H7 66.7 18.2 1271.4 1271.7

F2H10 59.1 19.0 1682.8 1682.9
F2H13 55.2 19.6 2094.3 2094.1
F2H16 49.8 20.0 2505.7 2505.4

H10 63.4 12.8 1388.5 1388.8
H10F2 61.0 22.5 1682.8 1683.0
P113 56.5 16.6 1563.8 1564.1
R9F2 56.0 21.9 1717.0 1716.5

* Конечный выход после удаления с полимерного носителя и очистки методом офВЭЖХ в расчете на первую загруженную 
аминокислоту на полимерном носителе.
** В условиях аналитической офВЭЖХ (условия см. в “Эксперим. части”).
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Гидрофобность всех исследованных пептидов 
по данным офВЭЖХ может быть расположена 
по возрастанию их времени удерживания в 
следующем ряду: 

H10F2 > R9F2 > F2H16 > F2H13 > F2H10 > F2H7 >  
> P113 > H10.

Видно, что наиболее гидрофобны в этом ряду 
пептиды H10F2 и R9F2, а пептиды P113 и H10 
обладают наименьшей гидрофобностью.

Таким образом, синтез всех пептидов в ука- 
занном режиме, как и ранее [25, 26], проходит 
достаточно эффективно, с относительно высокими 
выходами, которые закономерно снижаются с  
увеличением длины синтезируемой цепи. Зави- 
симость гидрофобности соответствующих гис- 
тидин-содержащих пептидов с остатками Phe 
на N- конце цепи пептида, по данным офВЭЖХ, 
закономерно возрастает с увеличением количества 
остатков гистидина в их составе. Также следует 
отметить, что гидрофобность исследованных гис- 
тидин-содержащих пептидов зависит от рас- 
положения гидрофобных остатков Phe на C- или 
N-конце цепи пептида: пептид H10F2 обладает 
большей гидрофобностью, чем аналогичный 
пептид F2H10.

Антигрибковая активность пептидов. Анти- 
грибковую активность пептидов изучали на при- 
мере условно-патогенной дрожжеподобной гриб- 
ковой культуры C. albicans. Каждый из пептидов  
в конечных концентрациях 0.3–100 мкМ добав- 
ляли к растущим культурам клеток C. albicans и 
наблюдали за ростом клеток. Влияние присутствия 

пептидов в культуральной среде на рост самой 
культуры клеток контролировали измерением 
оптической плотности (оптического поглощения 
при 595 нм) суспензии растущих клеток во вре- 
мени в течение 24 ч [25, 26, 34]. Для оценки анти- 
грибковой активности исследованных пептидов 
были определены их минимальные подавляю- 
щие концентрации (МПК50), при воздействии 
которых доля микробных частиц составляла 50% 
от концентрации частиц в контрольной культуре 
[25, 26]. Значения МПК50, характеризующие 
антигрибковую активность исследованных пеп- 
тидов, приведены в табл. 3. На рис. 2 значения 
МПК50 исследованных пептидов для наглядности 
представлены в виде диаграммы обратных значе- 
ний МПК50 (1/МПК50), отражающих прямую анти- 
грибковую активность пептидов (чем выше зна- 
чения 1/МПК50, тем выше активность).

В качестве универсальных положительных 
контролей для сравнения относительной анти- 
грибковой активности исследуемых пептидов ис- 
пользовали известные антисептические препа- 
раты – водные растворы хлоргексидина (ХГ) и 
нитрата серебра (AgNO3). Во всех исследованных 
случаях (за исключением пептида F2H7) анти- 
грибковая активность гистидин-содержащих пеп- 
тидов существенно (в 3 и более раз) превышала 
активность контрольных препаратов AgNO3 и ХГ 
(табл. 3, рис. 2).

Из данных табл. 3 и диаграммы обратных 
значений МПК50 (рис. 2) видно, что антигрибковая 
активность пептидов F2H7, F2H10, F2H13 и 

Таблица 3. Значения МПК50 исследованных пептидов по отношению к грибковым культурам клеток C. albicans

Пептиды МПК50*, мкМ
F2H7 8.9
F2H10 1.5
F2H13 1.5
F2H16 1.0

H10 0.7
H10F2 0.9
P113 3.4
R9F2 4.6

ХГ 6.8
AgNO3 9.9

* МПК50 – минимальная подавляющая концентрация (концентрация пептида, при которой рост микроорганизмов подавля-
ется на 50%). Среднестатистическая ошибка (или стандартное отклонение значений экспериментальных данных) не превы-
шает 15–30%.
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F2H16, содержащих Phe-группу на N-конце пеп- 
тида, возрастает с увеличением числа остатков His 
(МПК50 = 8.9, 1.5, 1.5 и 1.0 мкМ соответственно) 
(табл. 3). Так, например, значения МПК50 пеп- 
тидов в этом ряду возрастают, начиная со значе- 
ния 8.9 мкМ для пептида F2H7 и достигая мак- 
симума для пептида F2H16 (МПК50 = 1.0 мкМ)  
(табл. 3). Таким образом, антигрибковая актив- 
ность исследованных пептидов возрастает с уве- 
личением длины пептида и количества остатков 
His в их составе в следующем ряду:

F2H7 < F2H10 < F2H13 < F2H16.
Ранее антимикробную активность пептидов, 

содержащих гидрофобные группы на N- или 
C-конце пептида, не сравнивали. Поэтому неожи- 
данным для нас оказалось то, что синтезирован- 
ный нами пептид H10F2, содержащий Phe-груп- 
пу на C-конце пептида, обладает не только более  
высокой гидрофобностью, но и более высокой 
антигрибковой активностью (МПК50 = 0.9 мкМ)  
по сравнению с пептидом F2H10, содержащим Phe 
на N-конце цепи (МПК50 = 1.5 мкМ) (табл. 3). Вели- 
чина активности для пептида H10F2 (МПК50 =  
= 0.9 мкМ) сопоставима с таковой для пептида 
F2H16 (МПК50 = 1 мкМ), проявляющего макси- 
мальную активность среди всех исследованных 
гистидин-содержащих пептидов с остатками Phe  
на N-конце. Таким образом, обнаружено, что 

гистидин-содержащие пептиды с гидрофобной 
Phe-группой на N-конце пептида проявляют 
существенно меньшую антигрибковую активность, 
чем гистидин-содержащие пептиды, у которых 
гидрофобная Phe-группа находится на N-конце. 
Более того, оказалось, что декагистидиновый 
пептид H10, не содержащий остатков Phe, обла- 
дает еще большей антигрибковой активностью 
(МПК50 = 0.7 мкМ) (табл. 3), чем аналогичные дека- 
гистидин-содержащие пептиды F2H10 и H10F2  
с остатками Phe на С- или N-концах (МПК50 = 
= 1.5 и 0.9 мкМ соответственно) (табл. 3). Этот 
факт для нас оказался также неожиданным, 
поскольку, согласно литературным данным, 
механизм действия АМП, в том числе и гистидин-
богатых пептидов, предполагает наличие у пеп- 
тида амфифильности, которая необходима для 
взаимодействия АМП с клеточной мембраной 
микроорганизмов [14–16, 28]. Другими словами, 
для успешного проникновения через мембрану 
микробной клетки в составе пептида необходимо 
наличие не только катионных остатков амино- 
кислот, но и гидрофобных остатков, способных 
взаимодействовать с гидрофобным слоем мемб- 
раны. Однако, исходя из полученных данных, 
видно, что остатки Phe на С- или N-концах гис- 
тидин-содержащих пептидов в нашем случае не 
только способствуют проявлению антигрибковой 
активности, а напротив, даже “мешают” или “пре- 

МПК мкМ

ХГ

Рис. 2. Гистограмма обратных значений МПК50 (1/МПК50) пептидов по отношению к грибковым культурам клеток  
C. albicans после 24 ч инкубации с пептидами.
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пятствуют” проявлению такой активности, на- 
пример, в случае пептида F2H10 в большей, а 
в случае пептида H10F2 – в меньшей степени. 
Таким образом, видно, что пептид H10, который не 
содержит никакие “препятствующие” проявлению 
антигрибковой активности гидрофобные остатки 
Phe, проявляет максимальную антигрибковую 
активность, превосходящую активность пептидов 
F2H10 и H10F2, содержащих остатки Phe. 

Аргинин-содержащий пептид R9F2, обладаю- 
щий также “линейным” типом амфипатичности 
(рис. 1б), проявляет существенно (в 5 раз) мень- 
шую антигрибковую активность (МПК50 = 4.6 мкМ)  
(табл. 3), чем аналогичный гистидин-содержа- 
щий пептид H10F2 (МПК50 = 0.9 мкМ) (табл. 3),  
что свидетельствует о преимущественной значи- 
мости остатков His в структуре пептида для прояв- 
ления его относительно высокой антигрибковой 
активности. Ранее нами было показано, что тот 
же аргинин-содержащий пептид R9F2 гораздо 
эффективнее воздействует на бактериальные 
клетки, чем на клетки грибов, причем гораздо эф- 
фективнее, чем аналогичный гистидин-содер- 
жащий пептид H9F2 [25, 26]. Вероятно, воздейст- 
вие гистидин-содержащих пептидов на клетки гри- 
бов происходит по другому механизму [35, 36], 
чем при воздействии на бактериальные клетки 
[14–16].

Согласно литературным данным [28, 32, 35, 36], 
один из представителей гистатинов (гистидин-
богатых пептидов) – Hst 5 – связывается с бел- 
ками клеточной стенки C. albicans (Ssa1/2), с 
гликанами и поглощается клетками посредством 
переносчиков грибковых полиаминов. Попав 
внутрь грибковых клеток, Hst 5 может влиять на 
функции митохондрий и вызывать окислительный 
стресс, однако конечная причина гибели клеток –  
дисрегуляция объема и дисбаланс ионов, выз- 
ванный осмотическим стрессом. Но поскольку 
специфической активностью по отношению к  
C. albicans обладает не только Hst 5, но и осталь- 
ные гистатины, содержащие в своем составе ос- 
татки гистидинов, вполне уместно предположить, 
что на поверхности дрожжевых клеток C. albicans  
имеются специфические рецепторы к гистидин-
богатым пептидам. Другими словами, причина 
проникновения гистидин-богатых пептидов (гиста- 
тинов), в том числе исследованных нами гисти- 
дин-содержащих САМП (F2H7, F2H10, F2H13, 

F2H16, H10F2, H10), как можно предположить, – 
это не их катионные свойства, а наличие рецепто- 
ров, специфических к гистидин-богатым пепти- 
дам. Проникновение в клетку в данном случае,  
скорее всего, должно идти не по электростати- 
ческому, а по рецептор-опосредованному меха- 
низму, хотя, как утверждается в некоторых слу- 
чаях, электростатические взаимодействия также 
играют немаловажную роль в первоначальном 
связывании с отрицательно заряженной поверх- 
ностью клеток C. albicans [28, 37].

Важность электростатических взаимодействий 
наряду с рецептор-опосредованными взаимо- 
действиями подчеркивается в случае антигриб- 
кового пептида P113 (AKRHHGYKRKFH) (2020- 
2654), полученного из белка Hst 5 слюны чело- 
века [27], который сохраняет антигрибковую 
активность, сопоставимую с активностью исход- 
ной молекулы Hst 5. Утверждается, что механизм 
антигрибковой активности пептида P113 анало- 
гичен механизму Hst 5 [27]. Предполагается, что 
первоначально положительно заряженные остатки 
P113 связываются с отрицательно заряженной 
поверхностью условно-патогенных дрожжевых 
клеток C. albicans посредством электростатических 
взаимодействий с последующим связыванием с 
белком клеточной стенки Ssa2 и транслокацией в 
цитоплазму [37]. При этом утверждается, что две 
катионные аминокислоты Lys2 и Lys10 в составе 
пептида P113 играют важную роль в транспорте 
в цитозоль [37]. Однако антигрибковая актив- 
ность исследованного нами пептида H10 (МПК50 =  
= 0.7 мкМ) (табл. 3), содержащего лишь остатки 
His, оказалась намного (почти в 5 раз) выше, чем 
антигрибковая активность пептида P113. В слу- 
чае пептида P113 сам факт электростатического 
взаимодействия АМП с клеточной стенкой или  
мембраной дрожжевой клетки, скорее всего,  
важен, однако в случае пептида H10 взаимо- 
действие десяти остатков His с рецепторами кле- 
точной стенки, вероятно, перекрывает по своей 
активности электростатические взаимодействия, 
которые дополнительно присутствуют в пеп- 
тиде P113 благодаря остаткам Arg и Lys. Три 
остатка His в составе пептида P113, вероятно, 
недостаточны для эффективного взаимодействия 
с гистидин-специфичными рецепторами, хотя  
электростатические взаимодействия, обуслов- 
ленные катионными аминокислотными остатками 
Arg и Lys, в этом случае дополняют рецептор-
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опосредованные взаимодействия. И, как видно 
на примере исследованных нами пептидов F2H7, 
F2H10, F2H13 и F2H16, увеличение количества 
остатков гистидинов в пептидах действительно 
последовательно увеличивает их антигрибковую 
активность (табл. 3).

Таким образом, был проведен скрининг анти- 
грибковой активности гистидин-содержащих 
пептидов с разной структурой. Антигрибковая 
активность (АГА) исследованных пептидов 
может быть расположена в следующем ряду по 
возрастанию их активности: 

H10 > H10F2 ≥ F2H16 > F2H10 >> P113 > R9F2, 
где АГА пептидов P113 и R9F2 самая низкая.

Результаты проведенного скрининга показы- 
вают, что антигрибковая активность исследован- 
ных пептидов зависит не только от содержания 
остатков гистидина в составе пептида, повышаясь 
с увеличением числа гистидинов в пептиде, но 
и от расположения гидрофобных остатков Phe. 
Гистидин-содержащие пептиды с гидрофобными 
остатками Phe на C-конце способны проявлять 
большую антигрибковую активность, чем анало- 
гичные пептиды с остатками Phe на N-конце. 
Среди всех исследованных пептидов наиболь- 
шей антигрибковой активностью обладает пеп- 
тид H10, не содержащий гидрофобных остатков 
Phe, который по своей антигрибковой активности 
эффективнее аналогичных гистидин-содержащих 
пептидов F2H10 и H10F2 с остатками Phe на N- 
или C-конце, а также пептида F2H16, содержащего 
максимальное количество остатков His, и кото- 
рый почти в 5 раз эффективнее известного в ли- 
тературе антигрибкового пептида P113 – одного 
из самых коротких активных фрагментов природ- 
ного гистидин-богатого антигрибкового белка 
Hst 5.

Гемолитическая активность пептидов. При  
создании САМП в качестве потенциальных ле- 
карственных препаратов одним из важных фак- 
торов, помимо высокой эффективности синтеза 
и повышенной антимикробной активности, яв- 
ляется их относительно низкая токсичность по 
отношению к высшим организмам, в частности 
низкая гемолитическая активность создаваемых 
САМП. Ранее нами было показано, что САМП 
ЛТА по сравнению с САМП КТА обладают не 
только повышенной антигрибковой активностью, 
но и намного меньшей гемолитической актив- 

ностью, поскольку в силу своего структурного 
строения таких пептидов (рис. 1а, 1б) содержание 
гидрофобных остатков у САМП ЛТА намного 
меньше, чем у САМП КТА [26]. Эксперименты, 
проведенные с лизисом эритроцитов, показали,  
что исследованные нами гистидин-содержащие 
САМП ЛТА (табл. 1 и 4) при их относительно 
высокой (400 мкМ) концентрации в среде, со- 
держащей эритроциты, в большинстве слу- 
чаев демонстрируют довольно низкую (не пре- 
вышающую 10%) гемолитическую активность, 
за исключением пептида F2H16, для которого 
уровень лизиса эритроцитов составил 18.1% 
(табл. 4).

Гемолитическая активность увеличиваю- 
щихся по длине САМП ЛТА F2H7, F2H10, F2H13,  
F2H16 составляет 1.2, 4.2, 6.1 и 18.1% соответ- 
ственно (табл. 4), а значения МПК50 для этих же 
пептидов – 8.9, 1.5, 1.5 и 1.0 мкМ соответственно 
(табл. 3). Другими словами, в данном случае 
видно, что увеличение антигрибковой активности 
пептидов в представленном ряду сопровождается 
одновременно увеличением их гемолитической 
активности и достигает максимального значения 
гемолитической токсичности 18.1% у пептида 
F2H16, который в этом же ряду обладает макси- 
мальной антигрибковой активностью (МПК50 =  
= 1.0 мкМ) (табл. 3). Такая закономерность 
увеличения гемолитической и антигрибковой 
активности, скорее всего, связана с увеличе- 
нием гидрофобности представленных пептидов  

Таблица 4. Гемолитическая активность исследуемых 
пептидов

Пептиды Гемолиз*, %

F2H7 1.2

F2H10 4.2

F2H13 6.1

F2H16 18.1

H10 0.4

H10F2 8.7

P113 0.1

R9F2 6.8
* Гемолиз проводили при концентрации пептидов 400 мкМ 
в среде эритроцитов.
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(τ = 18.2, 19.0, 19.6, 20.0 мин соответственно)  
(табл. 2). Аналогичное влияние гидрофобности 
АМП на их антимикробную и гемолитическую 
активность ранее также было отмечено в лите- 
ратуре [14, 15, 38, 39]. 

Таким образом, гемолитическая активность 
(ГА) для увеличивающихся по длине пептидов 
F2H7, F2H10, F2H13 и F2H16, как и в случае их 
антигрибковой активности, увеличивается в ряду: 

F2H7 < F2H10 < F2H13 < F2H16.
Такая же закономерность увеличения гемо- 

литической и антигрибковой активности с уве- 
личением гидрофобности исследуемых пепти- 
дов наблюдается и для пептидов F2H10 и H10F2 
одинакового состава, но с разным расположением 
Phe-групп на концах цепи. Наиболее гидрофобный 
пептид H10F2 по сравнению с пептидом F2H10  
(τ = 22.5 и 19.0 мин соответственно) (табл. 2) пока- 
зывает как наибольшую антигрибковую (МПК50 =  
= 0.9 и 1.5 мкМ) (табл. 3), так и наибольшую 
гемолитическую активность (8.7 и 4.2%) (табл. 4).

Однако в некоторых случаях можно наблюдать и 
обратную зависимость между антибактериальной 
и гемолитической активностями. Так, например, 
видно, что наиболее активный антигрибковый 
пептид H10 (МПК50 = 0.7 мкМ) (табл. 3) в то 
же время обладает и наименьшей (практически 
нулевой) гемолитической активностью, равной 
0.4%, сравнимой с общим фоном гемолиза 
самих эритроцитов в среде без каких-либо реа- 
гентов (табл. 4). Такая низкая гемолитическая 
активность пептида H10 по сравнению с другими 
пептидами, вероятно, связана с отсутствием в 
его составе гидрофобных остатков Phe и в связи 
с этим с довольно низкой гидрофобностью этого 
пептида (τ = 12.8 мин) (табл. 2). Таким образом, 
гистидин-содержащий пептид H10, несмотря 
на свою относительно низкую гидрофобность, 
помимо своей повышенной антимикробной 
активности показал также и относительно низкую 
гемолитическую токсичность по отношению к 
эритроцитам. 

Контрольный пептид P113, так же как и пеп- 
тид H10, обладает наименьшей (практически ну- 
левой) гемолитической активностью, равной 0.1% 
(табл. 4), сравнимой с общим фоном гемолиза самих 
эритроцитов, что также, вероятно, связано с низ- 
кой гидрофобностью этого пептида (τ = 16.6 мин)  
(табл. 2). Однако антигрибковая активность пеп- 

тида P113 существенно ниже, чем у пептида H10 
(МПК50 = 3.4 и 0.7 мкМ соответственно) (табл. 3). 

Гемолитическая активность (ГА) всех исследо- 
ванных пептидов может быть представлена по 
возрастанию их активности в следующем ряду: 
F2H16 > H10F2 > R9F2 > F2H13 > F2H10 > F2H7 > 

> H10 > P113,
т.е. пептиды H10 и P113 по своей ГА в представ- 
ленном ряду стоят на последнем месте и наименее 
токсичны по отношению к лизису эритроцитов.

Таким образом, повышенная или пониженная 
гемолитическая активность исследованных гис- 
тидин-содержащих пептидов не всегда кор- 
релируют с их пониженной или повышенной 
антигрибковой активностью. Увеличение длины 
пептида приводит не только к увеличению их 
гидрофобности и антигрибковой активности, 
но также и к увеличению их гемолитической 
токсичности. Напротив, среди всех исследованных 
пептидов гистидин-содержащий пептид H10 
показал не только самую высокую антигрибковую, 
но и наименьшую гемолитическую активность. 
Описанный в литературе гистидин-богатый пеп- 
тид P113 также обладает минимальной гемоли- 
тической активностью, однако его антигрибковая 
активность почти в 5 раз ниже, чем у пептида H10. 
Пептиды F2H16 и H10F2 хотя и демонстрируют 
сравнительно высокую антигрибковую активность, 
сопоставимую с активностью пептида H10, но 
уровень их гемолитической токсичности (особенно 
для пептида F2H16) остается относительно вы- 
соким. 

Терапевтический индекс. Увеличение анти- 
микробной активности АМП часто сопровож- 
дается увеличением их гемолитического действия, 
т.е. способности разрушать эритроциты [14, 15, 
40, 41]. Активный в отношении микроорганизмов 
препарат может оказаться, в свою очередь, 
также и довольно токсичным. В таком случае 
терапевтический потенциал антимикробных 
агентов оценивается на основе селективности 
их действия на исследуемые патогенные микро- 
организмы по сравнению с аналогичным их 
действием на эритроциты в виде терапевтичес- 
кого индекса (ТИ), т.е. как отношение величины 
минимальной гемолитической концентрации 
(МГК) к величине МПК, где МГК – концентрация 
пептида, вызывающая лизис определенной доли 
свежих красных кровяных телец [26, 42]. 
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Для оценки селективности действия пептидов 
нами были определены величины МГК пептидов и 
вычислены значения их ТИ (табл. 5). За величину 
МГК в нашем случае мы принимали концентрацию 
пептида, которая вызывала лизис 4% свежих 
красных кровяных клеток. Поскольку уровень 
гемолитической активности пептида H10 даже при 
максимальной его концентрации (400 мкМ) в среде 
приближается к нулю, а дальнейшее увеличение 
его концентрации приводит к снижению раство- 
римости пептида, то подсчитать точное значение 
МГК, определяемую как концентрация пептида, 
которая вызывает лизис 4% свежих красных 
кровяных клеток, для данного пептида путем 
повышения его концентрации в среде не удается. 
В этом случае значение МГК для пептида H10 
оценивали как величину > 1000 мкМ, а ТИ при- 
нимали как величину > 1400 (1000/0.7 = ~1400) 
(табл. 5). Аналогичный расчет использовали и 
при оценке селективности воздействия для пеп- 
тида P113, который также при максимально вы- 
сокой концентрации пептида 400 мкМ в среде, 
содержащей эритроциты, проявляет довольно 
низкую (практически нулевую) гемолитическую 
активность, равную 0.1% (табл. 4). Величину МГК 
для этого пептида также принимали > 1000 мкМ, 

а величину ТИ, соответственно, принимали > 300 
(1000/3.4 = ~300) (табл. 5).

В случае увеличивающихся по длине пепти- 
дов F2H7, F2H10, F2H13 и F2H16 наблюдается 
повышение их антигрибковой активности и 
одновременное увеличение их гемолитической 
активности, рассчитанной как МГК (МПК50 = 8.9, 
1.5, 1.5 и 1.0 мкМ) (табл. 3 (МГК = 700, 350, 370 и  
60 мкМ соответственно) (табл. 5). Первый из этих 
факторов увеличивает, а последний – снижает се- 
лективность этих препаратов. В результате се- 
лективность пептида F2H7 (ТИ = 79) (табл. 5) с наи- 
меньшей антигрибковой активностью (МПК50 =  
= 8.9 мкМ) (табл. 3) становится сопоставимой с се- 
лективностью пептида F2H16 (ТИ = 60) (табл. 5), об- 
ладающего максимальной в представленном ряду 
антигрибковой активностью (МПК50 = 1.0 мкМ)  
(табл. 3). В то же время селективность промежуточ- 
ных по своей антигрибковой активности пептидов 
F2H10 и F2H13 (МПК50 = 1.5 и 1.5 мкМ) (табл. 3)  
становится существенно выше (ТИ = 233 и 247)  
(табл. 5), чем селективность для крайних по ак- 
тивности в этом же ряду пептидов F2H7 и F2H16 
(ТИ = 79 и 60) (табл. 5). Другими словами, даль- 
нейшее увеличение длины гистидин-содержащих 
пептидов (более чем на 16 остатков гистидина) с 
целью повышения их антигрибковой активности 
в данном случае, вероятно, нецелесообразно, 
поскольку гемолитическая токсичность пепти- 
дов в представленном ряду увеличивается 
быстрее, чем их антигрибковая активность, и, 
как результат, селективность таких пептидов 
начинает снижаться. Таким образом, в плане 
терапевтической значимости в представленном 
ряду пептидов оптимальны пептиды F2H10 
или F2H13, обладающие более высокой селек- 
тивностью, чем более короткие или более про- 
тяженные пептиды F2H7 или F2H16. 

При сравнении антигрибковых и гемоли- 
тических свойства двух одинаковых по сос- 
таву пептидов F2H10 и H10F2, но с разным рас- 
положением гидрофобных Phe-групп на концах, 
видно, что более эффективен по отношению к  
C. albicans пептид H10F2 (МПК50 = 0.9 мкМ)  
(табл. 3), но в то же время и более токсичен по от- 
ношению к эритроцитам (МГК = 200 мкМ) (табл. 5),  
а менее эффективный пептид F2H10 (МПК50 =  
= 1.5 мкМ) (табл. 3), напротив, менее токсичен 
(МГК = 350 мкМ) (табл. 4). В итоге селективности 

Таблица 5. Минимальная гемолитическая концентра-
ция (МГК) и терапевтический индекс (ТИ) исследуе-
мых пептидов

Пептиды МГК*, мкМ ТИ**

F2H7 700 79
F2H10 350 233
F2H13 370 247
F2H16 60 60

H10 >> 1000 > 1400
H10F2 200 222
P113 >> 1000 > 300
R9F2 300 65

* МГК – минимальная гемолитическая концентрация – такая  
концентрация пептида (мкМ), которая вызывает лизис 4% 
свежих красных кровяных клеток. Средняя ошибка приве-
денных значений МГК, ТИ и СГ не превышает величину 
15–20%.
** ТИ – терапевтический индекс для каждой культуры  
микроорганизмов по отдельности, выраженный в виде отно- 
шения значения МГК к МПК50. Большие значения ТИ указы- 
вают на большую селективность пептида.
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обоих пептидов сопоставимы (ТИ = 222 и 233 соот- 
ветственно) (табл. 5). Тем не менее пептид H10F2 
по своей терапевтической значимости более пред- 
почтителен, поскольку обладает большей анти- 
грибковой активностью и для достижения соот- 
ветствующего биологического эффекта требует 
использования меньшей концентрации в среде. 

При сравнении антигрибковых и гемоли- 
тических свойств гистидин-содержащих САМП 
ЛТА с аналогичными по структуре пептидами, 
содержащими другие катионные аминокислотные 
остатки (например, аргинин), можно отметить, что 
аргинин-содержащий САМП ЛТА R9F2 проявляет 
более низкую гемолитическую активность (МГК =  
= 300 мкМ) (табл. 5) по сравнению с близким по 
структуре гистидин-содержащим САМП ЛТА  
H10F2 (МГК = 200 мкМ) (табл. 5). Тем не менее  
селективность пептида R9F2 (ТИ = 65) (табл. 5)  
более чем в 3 раза ниже селективности пептида 
H10F2 (ТИ = 222) (табл. 5) вследствие более 
чем в 5 раз меньшей антигрибковой активности 
аргинин-содержащего пептида R9F2 по сравнению 
с пептидом H10F2 (МПК50 =4.6 и 0.9 мкМ соот- 
ветственно) (табл. 3). Таким образом, гистидин-
содержащий САМП ЛТА не только более активен 
по отношению к грибковой культуре, но и об- 
ладает большей селективностью воздействия по  
сравнению с аргинин-содержащим пептидом 
аналогичной структуры.

С точки зрения селективности воздействия 
особо следует обратить внимание на пептид 
H10, для которого наблюдается как наибольшая 
антигрибковая активность (МПК50 = 0.7 мкМ) 
(табл. 3), так и минимальная гемолитическая 
токсичность (МГК > 1000 мкМ) (табл. 5). В 
результате селективность такого пептида среди 
всех исследованных пептидов максимально вы- 
сокая (ТИ > 1400) (табл. 5). Пептид P113 также  
обладает минимальной гемолитической токсич- 
ностью (МГК > 1000 мкМ) (табл. 5). Тем не 
менее антигрибковая активность пептида P113 
(МПК50 = 3.4 мкМ) (табл. 3) почти в 5 раз ниже, 
чем активность пептида H10. Таким образом, 
хотя контрольный пептид P113 обладает низкой 
гемолитической токсичностью, сопоставимой с 
таковой для пептида H10, и относительно высокой 
селективностью (ТИ > 300) (табл. 5), тем не 
менее пептид H10 характеризуется более чем в  

4 раза превосходящей селективностью воздейст- 
вия (ТИ > 1400) (табл. 5).

В отношении селективности, выраженной ве- 
личиной ТИ, исследованные пептиды по воз- 
растанию значений их ТИ могут быть представ- 
лены в следующем ряду: 
H10 >> P113 > F2H13 ≥ F2H10 ≥ H10F2 > F2H7 ≥  

≥ R9F2 ≥ F2H16.
Исходя их такого сравнения, видно, что на 

первом месте по селективности воздействия 
стоят пептиды H10 и P113, затем пептиды F2H13, 
F2H10 и H10F2, на последнем месте – пептид 
F2H16.

Таким образом, скрининг антигрибковой и 
гемолитической активности гистидин-содер- 
жащих САМП показал, что среди всех исследо- 
ванных пептидов пептид H10 обладает не только 
наибольшей антимикробной и наименьшей 
гемолитической активностью, но и наибольшей 
селективностью (ТИ > 1400), превосходящую 
более чем в 4 раза селективность известного из 
литературы гистидин-богатого антигрибкового 
пептида P113. Пептид H10 может быть представлен 
как один из перспективных антигрибковых 
пептидных препаратов не только в плане его вы- 
сокой антигрибковой активности, низкой гемо- 
литической токсичности и, соответственно, его вы- 
сокой терапевтической значимости, но и в плане  
экономичности его синтеза по сравнению с  
другими представленными пептидами, в том 
числе пептидом P113, поскольку аминокислотная 
последовательность пептида Н10 гомогенна 
и состоит лишь из одних аминокислотных 
остатков гистидина. Пептиды F2H13, F2H10 и 
H10F2 обладают сопоставимой друг с другом 
высокой селективностью (ТИ = 247, 233 и 
222 соответственно) (табл. 5) и также могут 
использоваться для дальнейших исследований 
в качестве потенциальных антигрибковых пеп- 
тидных препаратов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы. В работе использовали реактивы  
для пептидного синтеза (Sigma, Fisher Scientific,  
Bachem, Protein Technologies, США); поли- 
стирольный полимер 855013 Novabiochem®  
NovaSyn®TG Sieber resin, функционализирован- 
ный 9-Fmoc-аминоксантен-3-илоксильным 
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фрагментом, 200 ммоль/г (Merck Schuchardt OHG,  
Германия); защищенные аминокислотные моно- 
меры (Protein Technologies, США); конденси- 
рующий реагент HATU – 2-(1H-7-азабензотри- 
азол-1-ил)-1,1,3,3-тетраметилуронийгексафтор- 
фосфат (кат. № 023926, Oakwood Products Inc., 
США).

Синтез антимикробных пептидов. Пеп- 
тиды были синтезированы твердофазным ме- 
тодом с использованием Fmoc-стратегии [33] 
аналогично опубликованной ранее схеме [25] на 
пептидном синтезаторе PS3 (Protein Technologies, 
США). Содержание основного вещества в синте- 
зированных пептидах по данным офВЭЖХ сос- 
тавляло не менее 95%.

Штамм условно-патогенного гриба Candida 
albicans ЭМТК 34 поддерживали и нарабатывали в 
Коллекции экстремофильных микроорганизмов и 
типовых культур Института химической биологии 
и фундаментальной медицины СО РАН.

Образец крови для получения эритроцитов 
был предоставлен медицинской лабораторией 
Гемотест (г. Новосибирск).

Аналитическую офВЭЖХ проводили на 
хроматографе LC-20 AD (Shimadzu, Япония) с 
использованием детектора SPD-M20A (Shimadzu, 
Япония) на колонке Gemini 5 мкм NX-C18, 
110 Å, 4.6 × 250 мм (Phenomenex Inc., США), 
уравновешенной 0.1%-ным раствором TFA, в 
линейном градиенте концентрации ацетонитрила 
0–30% в течение 30 мин при скорости потока  
1 мл/мин, УФ-детекция при длине волны 210, 220, 
240 и 260 нм.

Молекулярные массы пептидов (табл. 2) 
определяли с помощью масс-спектрометрии 
MALDI-TOF (REFLEX III, Bruker Daltonics, 
Германия) и ESI-MS (LC/MS XCT Ultra, Agilent  
Technologies, США) в Центре масс-спектромет- 
рического анализа Института химической био- 
логии и фундаментальной медицины СО РАН.

Антимикробная активность пептидов. 
Растворы пептидов определенной концентрации 
для оценки антимикробной активности готовили 
из сухих навесок. Для пептидов F2H7, F2H10, 
F2H13, F2H16, H10F2 и R9F2, которые со- 
держали по два остатка Phe, дополнительно 
проводили определение концентрации путем 
измерения поглощения в ближней УФ-области 

спектра с использованием значения молярного 
коэффициента поглощения при длине волны  
260 нм, равного 330 л моль–1 см–1, который ранее 
был определен, исходя из соответствующих раство- 
ров пептидов, приготовленных из сухих навесок. 
Исходные растворы пептидов с концентрацией 1– 
2 мМ хранили при –15°С в темноте не более 
месяца. Непосредственно перед экспериментом 
растворы разбавляли до нужной концентрации 
средой Сабуро. Исходная концентрация пептидов 
для приготовления проб для дальнейшего испы- 
тания их гемолитической активности составляла 
2–4 мМ в воде.

Для работы использовали взвесь ночных 
бульонных культур, выращенных на стандартных 
питательных средах. Количество микроорганизмов 
(титр) во взвеси определяли по оптической 
плотности при длине волны 595 нм. 

Для оценки антигрибкового действия пеп- 
тидов проводили совместное инкубирование 
клеточных культур с исследуемыми пептидными 
препаратами в 96-луночных планшетах для 
культивирования. Ночные бульонные культуры 
C. albicans ресуспендировали в среде Сабуро, 
доводя количество микроорганизмов до по- 
севной дозы ~5 × 105 КОЕ/мл. В лунки пос- 
ледовательно вносили раствор исследуемых 
препаратов, а затем клеточную суспензию в 
соотношении 1 : 9 по объему (общий объем  
200 мкл) в конечных концентрациях 0.3–50 мкМ. 
В качестве отрицательного контроля вместо 
тестируемого пептида вносили аналогичный 
объем среды Сабуро. В качестве положительного 
контроля вместо тестируемого пептида вносили 
аналогичный объем водных растворов ХГ или 
AgNO3 в соответствующих разведениях, так же как 
и для пептидов, в конечных концентрациях 0.3– 
50 мкМ. Инкубацию проводили в течение 24 ч  
при 37°С и 560 об/мин на шейкер-инкубаторе 
(Kuhner LT-X, АБТЕК, Россия). В нулевой точке и 
через 2, 4, 5, 6, 7, 8 и 24 ч после начала инкубации 
измеряли оптическую плотность суспензии на 
планшетном спектрофотометре iMark™ (Bio-
Rad, США) при длине волны 595 нм. Результаты 
выражали в виде среднего значения оптической 
плотности клеточной суспензии в трех независимых 
экспериментах, выполненных в двух повторах. 
Среднестатистическая ошибка (или стандартное 
отклонение значений экспериментальных данных) 
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при этом не превышала 15–30%. Стандартное 
отклонение (S) рассчитывали по формуле:

                                                               ,
где n – число измерений, xi – i-тый элемент 
выборки, xm – среднее арифметическое значение 
выборки. 

Расчет МПК50. Исходя из полученных средних 
значений оптической плотности суспензий кле- 
точных культур, определяли величины отно- 
сительной степени роста культуры микробных 
клеток (Np/N0) в виде отношения оптической 
плотности микробных частиц после добавления 
пептидного препарата (Np) к оптической плотности 
в контрольной культуре (N0). Концентрацию 
пептида, при которой величина относительной 
степени роста культуры микробных клеток 
составляла 50%, определяли по кривым зави- 
симости величины относительной степени роста 
культуры микробных клеток (Np/N0) в процентах 
от концентрации пептидов [25, 43].

Фотометрический метод оценки гемоли- 
тической активности антимикробных пепти- 
дов в отношении эритроцитов человека. Гемо- 
литическую активность исследуемых пептидов 
тестировали в отношении свежих эритроцитов 
человека согласно ранее опубликованным мето- 
дикам [25, 42, 44]. Метод основан на измерении 
оптической плотности при длине волны 540 нм 
в надосадочной жидкости, полученной после 
центрифугирования суспензии эритроцитов, по- 
скольку при разрушении эритроцитов вышедший 
из клеток гемоглобин придает среде характерную 
красную окраску, сохраняющуюся после осаж- 
дения эритроцитов. Свежие эритроциты человека 
трижды промывали фосфатно-солевым буфером 
(PBS: 10 мМ Na2HPO4, 1.76 мМ K2HPO4, pH 7.4),  
содержащим 173 мМ NaCl и 2.7 мМ KCl. К 80 мкл  
суспензии эритроцитов в PBS добавляли раст- 
воры пептидов в виде двукратных серийных раз- 
ведений до конечного объема 100 мкл и кон- 
центрации суспензии эритроцитов 4% (по объему,  
за 100% принимали объем суспензии осажден- 
ных центрифугированием эритроцитов), инку- 
бировали в течение 30 мин при 37°С. После 
центрифугирования и отделения осадка измеряли 
оптическую плотность надосадочной жидкости 
при длине волны 540 нм. За 100% гемолиза 
принимали оптическую плотность раствора, 

полученную при действии на эритроциты 10%-
ного раствора тритона Х-100. За 0% принимали 
оптическую плотность, полученную при действии 
на эритроциты “холостого” буферного раствора, 
не содержащего пептидных проб. Гемолитический 
анализ проводили дважды с использованием одного 
образца крови человека. Данные представлены как 
среднее значение ± стандартные отклонения трех 
независимых экспериментов. Средняя ошибка 
эксперимента при этом не превышала 15–20%.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами были сконструирован и синтезирован 
ряд новых гистидин-содержащих САМП 
ЛТА F2H7, F2H10, F2H13, F2H16 и H10F2 с 
“линейным” типом амфипатичности, а также 
неамфифильный по своей структуре пептид 
H10, не имеющий гидрофобных остатков и 
содержащий исключительно относительно 
гидрофильные остатки гистидина. Исследована 
антигрибковая и гемолитическая активность 
синтезированных пептидов. Проведено сравнение 
полученных результатов с аналогичными 
данными для известного из литературы гистидин-
богатого 12-звенного антигрибкового пептида 
P113 (AKRHHGYKRKFH) (2020-2654)  – 
потенциального лекарственного препарата под 
названием PAC-113, одного из наиболее коротких 
и активных аналогов природного антигрибкового 
пептида Hst 5.

Показано, что представленные гистидин-
содержащие САМП ЛТА способны эффективно 
подавлять рост условно-патогенных грибов  
Candida albicans и обладают низкой гемоли- 
тической активностью, в большинстве случаев 
не превышающей 10% даже при их относительно 
высокой (400 мкМ) концентрации в среде, 
содержащей эритроциты.

Антигрибковая активность исследованных 
пептидов возрастает с увеличением количества 
остатков гистидина в их составе, достигая макси- 
мального значения для гистидин-содержащего 
пептида F2H16 (МПК50 = 1.0 мкМ).

Показано, что с увеличением длины цепи 
пептидов растет также их гемолитическая 
токсичность. В отношении терапевтической 
значимости оптимальными в представленном 
ряду гистидин-содержащих САМП ЛТА оказались 
пептиды F2H10 и F2H13, обладающие более 
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высокой селективностью, чем короткий или 
более протяженный пептиды F2H7 или F2H16. 
Терапевтический индекс (ТИ) для этих пептидов 
составил 233, 247, 79 и 60 соответственно.

Гистидин-содержащие производные пепти- 
дов с гидрофобными остатками Phe на N-конце  
пептида (F2H10) по сравнению с аналогичными 
пептидами одинакового состава, но содержащими 
остатки Phe на C-конце (H10F2), обладают мень- 
шей гидрофобностью, проявляют меньшую анти- 
грибковую активность и меньшую гемолитическую 
токсичность.

Показано, что декагистидиновый пептид, не 
содержащий остатков Phe (H10), обладает еще 
большей антигрибковой активностью (МПК50 = 
= 0.7 мкМ), чем аналогичные пептиды F2H10 
и H10F2 с остатками Phe на С- или N-концах  
(МПК50 = 1.5 и 0.9 мкМ соответственно). Этот  
факт для нас оказался неожиданным, поскольку, 
согласно литературным данным, механизм 
действия АМП, в том числе и гистидин-богатых 
пептидов, предполагает наличие у пептида ам- 
фифильности, которая необходима для взаимо- 
действия АМП с клеточной мембраной микро- 
организмов [14–16, 28].

Вероятно, в данном случае взаимодействие 
гистидин-содержащих САМП с клеточной мемб- 
раной и клеточными стенками грибов мало свя- 
зано с амфипатичностью пептидов, а преи- 
мущественно обусловлено рецептор-опосредован- 
ными взаимодействиями, связанными с наличием 
на поверхности клеток грибов рецепторов, спе- 
цифических к гистидин-богатым пептидам, таких 
как, например, белки клеточной стенки C. albicans 
(Ssa1/2) [28, 32, 35, 36].

Пептид H10 по своей антигрибковой активности 
оказался эффективнее не только всех остальных 
гистидин-содержащих пептидов, в том числе и 
пептида F2H16 с 16 остатками гистидина, но и 
в 4–5 раз эффективнее антигрибкового пептида  
P113 (AKRHHGYKRKFH) (2020-2654) (МПК50 =  
= 3.4 мкМ) – короткого активного фрагмента 
природного Hst 5, хорошо известного из 
литературы.

Вероятно, три остатка His в составе пептида P113 
недостаточны для эффективного взаимодействия 
с рецепторами, и электростатические взаимо- 
действия с катионными аминокислотными ос- 
татками Arg и Lys в этом случае лишь дополняют 

рецептор-опосредованные взаимодействия, но не 
позволяют при этом достичь той антигрибковой 
активности, как у пептида H10, содержащего все 
десять остатков His.

На примере исследованных пептидов F2H7, 
F2H10, F2H13 и F2H16 было показано, что 
увеличение количества остатков His в пептидах 
действительно последовательно увеличивает их 
антигрибковую активность.

Показано, что, благодаря своей относительно 
низкой гемолитической и высокой антигрибковой 
активности, представленные гистидин-содер- 
жащие САМП ЛТА F2H10, F2H13, F2H16, H10F2 
обладают относительно высокими значениями  
ТИ (ТИ > 60).

Среди всех исследованных пептидов H10 и P113 
обладают минимальными (практически нулевыми) 
значениями гемолитической активности.

Вследствие своей более высокой антигрибковой 
активности селективность пептида H10 (ТИ >  
> 1400) превышает селективность пептида P113 
(ТИ > 340) более чем в 4 раза.

Таким образом, скрининг антигрибковой и 
гемолитической активности гистидин-содержащих 
САМП показал, что среди всех исследованных 
пептидов H10 обладает не только наибольшей 
антимикробной и наименьшей гемолитической 
активностью, но и наибольшей селективностью 
(ТИ > 1400), превосходящей более чем в 4 раза  
селективность известного из литературы гистидин-
богатого антигрибкового пептида P113. 

Пептид H10 может быть представлен как один 
из перспективных антигрибковых пептидных 
препаратов не только благодаря его высокой 
антигрибковой активности, низкой гемолитической 
токсичности и, соответственно, высокой терапев- 
тической значимости, но и вследствие эконо- 
мичности его синтеза по сравнению с другими 
исследованными пептидами, в том числе пептидом 
P113, поскольку аминокислотная последователь- 
ность пептида Н10 гомогенна и состоит лишь из 
аминокислотных остатков гистидина.
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Synthetic Antimicrobial Peptides.  
V. Histidine-containing Antifungal Peptides with a “Linear” 

Type of Amphipathicity
N. V. Amirkhanov*, #, A. V. Bardasheva*, V. N. Silnikov*, and N. V. Tikunova*

# Phone: +7 (383) 363-51-35; e-mail: nariman@niboch.nsc.ru

* Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch of RAS,  
prosp. Akad. Lavrentieva 8, Novosibirsk, 630090 Russia

A number of histidine-containing synthetic antifungal peptides with a “linear” type of amphipa-
thicity (SAMP LTA) (F2Hx, H10F2, H10, where x = 7, 10, 13 and 16) have been synthesized 
and studied. Biological screening of such histidine-containing peptides for their antifungal and 
hemolytic activity was carried out. It has been shown that the presented histidine-containing 
SAMP LTAs are capable of effectively inhibiting the growth of opportunistic fungi Candida  
albicans and have low hemolytic activity in most cases not exceeding 10% even at their relati- 
vely high concentration of 400 μM in a medium containing erythrocytes. The antifungal activity 
of the studied peptides increases with increasing histidine residues in their composition, reaching 
the maximum value for the histidine-containing peptide F2H16 (MIC50 = 1.0 µM). It has been 
shown that as the chain length of peptides increases, their hemolytic toxicity also increases. In 
terms of therapeutic significance, the optimal peptides in the presented series of peptides were 
F2H10 and F2H13, which have higher selectivity than the short or longer peptides F2H7 or 
F2H16. The therapeutic index (TI) for these peptides was 233, 247, 79 and 60, respectively. It 
has been shown that histidine-containing derivatives of peptides with phenylalanine residues at 
the N-terminus of the peptide (F2H10) are less effective compared to similar peptides (H10F2) 
containing phenylalanine residues at the C-terminus. Among all the studied peptides, the most 
active was the H10 peptide (MIC50 = 0.7 µM), which does not contain phenylalanine residues, 
which in its antifungal activity is not only more effective than all other histidine-containing pep-
tides, including the F2H16 peptide with 16 histidine residues, but also 4-5 times more effective 
than the antifungal peptide P113 (MIC50 = 3.4 µM), a short active fragment of natural histatin 
5, well known in the literature. Due to its relatively low hemolytic and high antifungal activity, 
the presented histidine-containing SAMP LTAs have relatively high TI values, more than 60. 
Among all the studied peptides, peptides H10 and P113 have minimal, almost zero, hemolytic 
activity. However, due to its higher antifungal activity, the selectivity of peptide H10 (TI > 1400) 
exceeds that of peptide P113 (TI > 340) by more than 4 times. Thus, peptide H10, due to its high 
antifungal activity, low hemolytic toxicity and, accordingly, high therapeutic significance, can 
be used as a promising antifungal peptide drug. 

Keywords: synthetic antimicrobial peptides, amphiphilicity, “linear” type of amphipathicity, 
“circular” type of amphipathicity, histidine-containing peptides, P113 peptide, antifungal activity,  
Candida albicans, hemolytic activity, selectivity
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ВВЕДЕНИЕ

CRISPR-системы (Clustered Regularly Interspa- 
ced Short Palindromic Repeats) – кластеризованные, 
регулярно распределенные короткие палиндром- 
ные повторы, разделенные уникальными последова- 
тельностями (спейсерами), которые заимствуются 
из чужеродных генетических фрагментов (бактерио- 

фагов) и обеспечивают противовирусную защиту  
бактерий [1, 2]. Вблизи этих повторов располо- 
жены белок-кодирующие CRISPR-ассоциирован- 
ные гены (Cas). В настоящее время для редак- 
тирования генома широко используется система 
CRISPR/Cas9, которая состоит из белка Cas9 
Streptococcus pyogenes и двух РНК: crРНК, узнаю- 
щей чужеродную ДНК по принципу комплемен- 
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Создание систем редактирования генома на основе CRISPR/Cas с повышенной эффективностью и 
специфичностью, а также возможностью регуляции действия путем облучения светом представляет 
собой актуальную задачу. Перспективный способ решения этой задачи – модификация компонентов 
систем CRISPR/Cas, в частности направляющих РНК, путем введения фоторасщепляемых линкеров. 
Мы разработали подход к получению фоторасщепляемых направляющих sgРНК (single guide 
RNA) для системы CRISPR/Cas9, содержащих линкеры на основе 1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола. 
При облучении УФ-светом такие направляющие РНК разрушаются, и происходит “выключение” 
системы CRISPR/Cas9. Нами получено три варианта фотомодифицированных sgРНК с различным 
расположением фотолинкера. Показано, что sgРНК, в которой фотолинкер расположен в области 
связывания с белком Cas9 и формирования шпильки, способна эффективно направлять белок Cas9 для 
расщепления ДНК-мишени до облучения УФ-светом и утрачивает свою активность после облучения. 
Выбраны условия для контролируемого расщепления 40% модельной ДНК-мишени. Разработанный 
подход обеспечивает специфическую инактивацию системы геномного редактирования CRISPR/
Cas9 в заданный момент времени в определенном месте. Фоторегуляция геномного редактирования 
позволит не только снизить нежелательные нецелевые эффекты, но также может стать основой для 
лечения ряда генетических заболеваний.

Ключевые слова: регулируемая система CRISPR/Cas9, УФ-облучение, направляющие sgРНК, фото- 
расщепляемый линкер
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тарности, и tracrРНК, связывающейся с crРНК и 
белком Cas9. Вместо пары crРНК и tracrРНК можно 
использовать специально сконструированную 
молекулу единой направляющей РНК (sgРНК), 
содержащую фрагмент, обеспечивающий узна- 
вание ДНК, и фрагмент, обеспечивающий связы- 
вание с белком Cas9 [3–5]. В процессе узнава- 
ния комплекс РНК и белка Cas9 находит в двуце- 
почечной ДНК-мишени последовательности PAM 
(Protospacer Adjacent Motif). Затем ДНК вблизи 
PAM частично раскручивается, и образуется дуп- 
лекс между crРНК и ДНК-мишенью, после чего 
вступают в действие нуклеазные домены белка 
Сas9, которые разрезают обе цепи ДНК. 

Известно множество примеров использования 
синтетических направляющих РНК в составе сис- 
темы CRISPR/Cas9 для редактирования генома  
[6]. Для контролируемого включения системы 
геномного редактирования предложено использо- 
вать фотоблокированные РНК [7–10]. 

Важная для практического применения задача – 
создание систем редактирования генома на основе 
CRISPR/Cas, которые обладали бы повышенной 
эффективностью и специфичностью действия 
одновременно с дополнительной возможностью 
регуляции активности на уровне направляющей 
РНК путем облучения светом. Перспективный 
способ решения этой задачи – модификация ком- 
понентов систем CRISPR/Cas, в частности нап- 
равляющих РНК [9, 10].

Описанные в литературе фоторегулируемые 
системы активируются путем облучения, но их 
невозможно инактивировать при необходимости 
в определенный момент времени. При этом 
задача остановки системы CRISPR/Cas9 внутри 
клеток весьма актуальна для снижения нецелевого 
редактирования, а также для разработки средств 
генной терапии заболеваний, вызванных увеличе- 
нием числа копий определенных генов, когда тре- 
буется отредактировать только часть геномных 
локусов. Для решения этой проблемы предло- 
жено несколько подходов, основанных на исполь- 
зовании белков Cas9, способных к регулируе- 
мой димеризации [11, 12], или на индуцируемой  
деструкции самой кодирующей последователь- 
ности Cas9 [13, 14].

В данной работе мы предлагаем использовать 
фоторасщепляемые направляющие РНК, которые 
позволяли бы инактивировать систему геномного 

редактирования CRISPR/Cas9 при облучении 
светом ближнего УФ-диапазона. Предложенный 
подход расширяет арсенал направляющих РНК, 
способных инактивировать систему геномного 
редактирования CRISPR/Cas9 и дает возможность 
специфической инактивации системы геномного 
редактирования CRISPR/Cas9 в определенный 
момент времени в живых клетках.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Несомненное преимущество использования 
фотолабильных соединений – неинвазивность 
методов регуляции биологических процессов, а  
также высокое пространственно-временное раз- 
решение экспериментов с их участием. Прив- 
лекательность использования таких соединений 
подтверждена многочисленными исследованиями, 
в которых различные фотолабильные группы  
включены в конструкции на основе олигонуклео- 
тидов. 

Для получения фоторасщепляемых направ- 
ляющих sgРНК нами был разработан подход, ос- 
нованный на введении в состав РНК фоторасщеп- 
ляемых линкеров на основе 1-(2-нитрофенил)-
1,2-этандиола (PL) в определенные положения 
олигонуклеотидной цепи. Для этого нами был 
синтезирован фосфитамид 1-(2-нитрофенил)-
1,2-этандиола, как описано ранее [15]. Твердо- 
фазным фосфитамидным методом были синте- 
зированы 102-звенная sgРНК и три ее фотомоди- 
фицированных аналога (sgRNA-PL1, sgRNA-PL2,  
sgRNA-PL3), содержащие фотолинкер в районе  
протоспейсера, связывающей петли и шпилек в 
структуре sgРНК. Протоколы синтеза олигорибо- 
нуклеотидов были оптимизированы с учетом их  
протяженности. Для повышения выходов целевых 
соединений при синтезе полноразмерных sgРНК 
на отечественном синтезаторе ASM-800 в качестве  
активатора на стадии конденсации использо- 
вали модифицированный тетразол, а именно 5-[3,5- 
бис(трифторметил)фенил]-1H-тетразола (Акти- 
ватор 42ТМ), для кэпирования применяли про- 
пионовый ангидрид. Время конденсации и объемы 
растворов фосфитамида и конденсирующего 
реагента увеличивали с ростом олигонуклеотидной 
цепи. Для введения фотолинкера использовали 
более концентрированный раствор фосфитамида 
по сравнению со стандартными рибонуклеотидами, 
а время конденсации увеличивали до 30 мин. 
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Время постсинтетических обработок при дебло- 
кировании было увеличено на 25% по сравнению 
со стандартным протоколом. Время обработки  
40%-ным раствором метиламина увеличивали до  
20 мин, а удаление 2'-трет-бутилдиметилсилиль- 
ных групп проводили в течение 2 ч вместо 1.5 ч  
при стандартном деблокировании. Выделение 
sgРНК осуществляли путем препаративного 
электрофореза в 12%-ном денатурирующем ПААГ. 
Все эти изменения позволили успешно получить 
протяженные 102-звенные олигорибонуклеотиды 
и выделить целевые sgРНК в количествах, доста- 
точных для проведения экспериментов.

Описанным выше способом были получены 
три варианта фотомодифицированных sgРНК 
(sgRNA-PL1, sgRNA-PL2, sgRNA-PL3) (табл. 1).  
Дополнительно для сравнения были синтезиро- 
ваны олигорибонуклеотиды sgRNA-PL2 (5ʹfr_
sgRNA-PL2 и 3ʹfr_sgRNA-PL2) и sgRNA-PL3 
(5ʹfr_sgRNA-PL3), соответствующие фрагментам 
РНК, которые должны формироваться после об- 

лучения sgRNA-PL2 и sgRNA-PL3 соответст- 
венно. В качестве контрольных были синтезиро- 
ваны немодифицированная sgРНК, а также пара  
направляющих РНК crРНК и tracrРНК. После- 
довательности полученных олигорибонуклео- 
тидов представлены в табл. 1.

На первом этапе проводили сравнительное 
изучение способности фотомодифицированных 
и контрольных немодифицированных направ- 
ляющих РНК индуцировать расщепление плаз- 
мидной ДНК-мишени pBluescriptII SK(−) белком  
Cas9. Плазмида pBS2SKM содержала протоспей- 
серную последовательность и PAM (5'-TGG-3').  
В ходе эксперимента фотолабильные направляю- 
щие РНК sgRNA-PL1, sgRNA-PL2 и sgRNA-PL3  
предварительно облучали УФ-светом (365 нм) в 
течение 30 мин. Длительность облучения подби- 
рали так, чтобы происходило количественное 
расщепление PL в составе РНК. Затем использовали 
их в реакции направленного расщепления ДНК  
нуклеазой Cas9, при этом для сравнения иссле- 

Таблица 1. Фотолабильные направляющие sgРНК, их немодифицированные аналоги и фрагменты

sgРНК Последовательность

sgRNA 5'-GGAUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAU-
AAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU-3'

crRNA 5'-AUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG-3'

tracrRNA 5'- AACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGG- 
CACCGAGUCGGUGCUUUUUUU-3'

sgRNA-PL1
5'-GGAUAACUCAAUUUGU-PL-AAAAAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAG-
CAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCG-
GUGCUUUU-3'

sgRNA-PL2
5'-GGAUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCA-PL-
AGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCG-
GUGCUUUU-3'

sgRNA-PL3 5'-GGAUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAU-
AAGGCUAGUCCGUUAUC-PL-AACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU-3'

5ʹfr_sgRNA-PL2 5'-GGAUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCA-3'

3ʹfr_sgRNA-PL2 5'-AGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCG-
GUGCUUUU-3'

5ʹfr_sgRNA-PL3 5'-GGAUAACUCAAUUUGUAAAAAAGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAU-
AAGGCUAGUCCGUUAUC-3'

Примечание: подчеркнута нуклеотидная последовательность, участвующая в образовании дуплекса с ДНК-мишенью.  
PL – фоторасщепляемый линкер на основе 1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола.
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довали также расщепление ДНК-мишени в при- 
сутствии необлученных фотолабильных направ- 
ляющих РНК (рис. 1).

По результатам электрофоретического анализа 
можно заключить, что введение фотолинкера в 
положение 1 (sgRNA-PL1) значительно уменьшает 
эффективность расщепления дцДНК по сравнению 

с контрольной немодифицированной sgРНК, 
что, вероятно, связано с нарушением структуры 
гетеродуплекса между sgРНК и ДНК-мишенью 
(рис. 2). При введении фотолинкера в положение 
2 (sgRNA-PL2) эффективность расщепления 
остается достаточно высокой, а при локализации 
в положении 3 (sgRNA-PL3) практически не от- 
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Рис. 1. Расщепление плазмиды pBluescriptII SK(−) системой CRISPR/Cas9. (а) – Схематическое изображение комплекса 
ДНК-мишени и немодифицированной sgРНК с белком Cas9 и последовательности фотолабильных направляющих 
РНК sgRNA-PL1, sgRNA-PL2 и sgRNA-PL3; (б) – электрофоретический анализ продуктов расщепления в 1%-ном 
агарозном геле. М – маркер длины ДНК, К– – исходная кольцевая суперскрученная плазмидная ДНК-мишень, 
содержащая незначительное количество ДНК в релаксированной форме; К+ – продукты расщепления ДНК-мишени 
в присутствии немодифицированной химически синтезированной 102-звенной sgRNA; остальные дорожки – анализ 
продуктов расщепления ДНК-мишени в присутствии облученных (+UV) и необлученных (–UV) фотолабильных 
направляющих РНК (sgRNA-PL1, sgRNA-PL2 или sgRNA-PL3). Время реакции 60 мин, температура 37°C. Условия 
проведения реакции см. в “Эксперим. части”. 

(а)

(б)
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личается от контроля. Облучение существенно 
снижает эффективность расщепления для 
sgRNA-PL1 и sgRNA-PL2, но практически не 
изменяет картину расщепления для sgRNA-PL3.  
Этот факт может свидетельствовать о том, что  
соответствующий участок 3'-концевой области 
sgРНК не играет существенную роль в расщеп- 
лении ДНК-мишени в данных условиях.

Таким образом, среди исследованных вариан- 
тов расположения фотолинкера в составе направ- 
ляющей РНК наиболее выгодным является по- 
ложение 2, которое обеспечивает эффективное 
расщепление до облучения и значительное сни- 
жение степени расщепления после облучения. 
Поэтому для дальнейших исследований была 
выбрана направляющая РНК sgRNA-PL2. 

С целью проверки гипотезы о сниженной спо- 
собности sgRNA-PL2 направлять нуклеазу Cas9 
на ДНК-мишень после облучения проводили 
исследование расщепления мишени в присутствии 
олигорибонуклеотидов 5ʹfr_sgRNA-PL2 и 3ʹfr_
sgRNA-PL2 (43 и 59 нт соответственно), которые 
соответствуют фрагментам молекулы sgRNA-PL2,  
теоретически образующимся в результате рас- 
щепления фотолинкера. Кроме того, для про- 
верки предположения о незначительной роли  
3ʹ-концевой области sgRNA-PL3 для функцио- 

нирования системы CRISPR/Cas9 in vitro мы ис- 
следовали способность олигонуклеотида 5ʹfr_
sgRNA-PL3, соответствующего теоретически обра- 
зующемуся при облучении 5ʹ-фрагменту sgRNA-
PL3, индуцировать Cas9-опосредованное расщеп- 
ление ДНК.

Электрофоретический анализ продуктов рас- 
щепления плазмиды в агарозном геле подтвердил 
первоначальные предположения. Было показано, 
что в присутствии химически синтезированных 
фрагментов фоторасщепляемой направляющей 
РНК sgRNA-PL2 эффективность расщепления 
ДНК нуклеазой Cas9 значительно ниже по срав- 
нению с немодифицированной sgРНК (рис. 3а, 3в).  
При этом эффективность расщепления ДНК в при- 
сутствии 5ʹ-концевого фрагмента sgRNA-PL3  
белком Cas9 не уступает эффективности расщеп- 
ления в присутствии немодифицированной sgРНК 
в использованных условиях (рис. 3б, 3в).

Полученные результаты показывают, что выб- 
ранное положение для введения фотолинкера в  
направляющей РНК sgRNA-PL2 в петле между 
верхним и нижним стеблем в области связывания 
с белком Cas9 является критическим для эффек- 
тивной работы системы CRISPR/Cas9 и позволяет 
эффективно выключать систему облучением. 
Необходимо также отметить, что укороченная до 
69 нт направляющая РНК достаточно эффективна 
для расщепления ДНК-мишени системой CRISPR/
Cas9. Данные наших экспериментов по активности 
систем CRISPR/Cas9, содержащих укороченные 
sgРНК, согласуются с ранее опубликованными 
выводами других исследовательских групп о 
минимальной длине химерной направляющей 
РНК для нуклеазы Cas9 [16, 17]. Так, в работе 
Nishimasu et al. [16] 68-звенная sgРНК в составе 
комплекса с нуклеазой Cas9 была способна нап- 
равлять расщепление ДНК-мишени. 

На следующем этапе проводили сравнение 
кинетики расщепления ДНК-мишени белком 
Cas9 в присутствии различных вариантов направ- 
ляющих РНК. Избыток эффекторного комплекса 
по отношению к плазмидной ДНК-мишени умень- 
шали с 50- до 15-кратного по сравнению с преды- 
дущим исследованием эффективности расщеп- 
ления. Кинетические кривые расщепления плаз- 
миды эффекторным комплексом с немодифи- 
цированными направляющими РНК, в том числе 
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Рис. 2. Анализ эффективности расщепления дцДНК-
мишени системой CRISPR/Cas9, содержащей фото- 
лабильные направляющие РНК, до и после облучения. 
Условия расщепления см. в “Эксперим. части”. Дан- 
ные получены усреднением результатов не менее трех 
независимых экспериментов.
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с укороченным 69-нуклеотидным вариантом, 
представлены на рис. 4.

Укороченная 69-звенная sgРНК спустя 40 мин  
реакции позволила достичь 90%-ного расщепле- 
ния мишени, как и пара направляющих crРНК– 
tracrРНК. Однако при этом константа скорости рас- 
щепления для 69-звенного фрагмента оказалась  
значительно ниже (ksgРНК(69) = 0.09 ± 0.01 мин–1,  
kcrРНК:tracrРНК = 1.47 ± 0.02 мин–1, ksgРНК(102) =  
= 0.57 ± 0.01 мин–1). Возможно, это связано с тем,  
что при использовании укороченной sgРНК доля  
продуктивного комплекса Cas9/РНК сравнима с 
долей продуктивного комплекса в присутствии 

полноразмерных направляющих РНК, но ско- 
рость расщепления значительно снижается из-за  
отсутствия дополнительных взаимодействий белка  
с 3'-концевыми шпильками tracrРНК или sgРНК.

С учетом описанных выше результатов по 
расщеплению плазмидной ДНК белком Cas9 в 
присутствии фоточувствительных направляющих 
РНК, для исследования кинетики расщепления 
ДНК-мишени была выбрана sgRNA-PL2. Полу- 
ченные для нее кинетические кривые расщепления 
плазмидной ДНК представлены на рис. 5.
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Рис. 3. Электрофоретический анализ продуктов расщепления плазмиды pBluescriptII SK(−) в присутствии фрагментов 
sgРНК в 1%-ном агарозном геле. М – маркер длины ДНК, К– – исходная кольцевая суперскрученная плазмидная 
ДНК-мишень, содержащая незначительное количество ДНК в релаксированной форме; K+ – продукт расщепления 
ДНК-мишени в присутствии немодифицированной химически синтезированной sgРНК; (а) – sgRNA-PL2 – продукты 
расщепления ДНК-мишени в присутствии 5ʹfr_sgRNA-PL2 и 3ʹfr_sgRNA-PL2 (5ʹfr +3ʹfr) или только 5ʹfr_sgRNA-PL2 
(5ʹfr); (б) – sgRNA-PL3 (69) – продукты расщепления ДНК-мишени в присутствии 69-звенного 5ʹ-фрагмента sgRNA-
PL3; (в) – анализ эффективности расщепления плазмиды нуклеазой Cas9 в присутствии фрагментов sgРНК. Условия 
расщепления см. в “Эксперим. части”. Данные получены усреднением результатов не менее двух независимых 
экспериментов.

(а) (б)

(в)
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Наиболее быстро и эффективно происходит рас- 
щепление плазмиды нуклеазой Cas9 в присут- 
ствии немодифицированной sgРНК. Действие 
системы с использованием sgRNA_PL2 удалось 
остановить так, чтобы конечная доля расщеплен- 
ной плазмиды составляла не более 40% (рис. 5, 

кривые 4 и 5). При этом облучение реакционной 
смеси проводили с 20-й минуты от начала реакции 
вследствие более медленного протекания реакции 
расщепления плазмиды. Отметим, что увеличение 
продолжительности облучения с 5 до 30 мин не 
приводило к дополнительному снижению ско- 
рости и эффективности расщепления – ход соответ- 
ствующих кривых 4 и 5 на рис. 5 практически 
совпадает. Интересно, что облучение sgРНК вне  
комплекса с белком Cas9 позволяет более эф- 
фективно ингибировать расщепление ДНК-
мишени нуклеазой Cas9, т.к. приводит к полному 
расщеплению фотомодифицированной sgРНК 
(рис. 5, кривая 6), в отличие от облучения в 
составе комплекса (рис. 5, кривая 3). Этот эффект, 
вероятно, связан с частичным экранированием 
РНК внутри комплекса от УФ-излучения.

Таким образом, полученные результаты о кине- 
тике расщепления плазмиды белком Cas9 в сос- 
таве эффекторного комплекса с направляющими 
фоточувствительными РНК подтверждают воз- 
можность выключения системы CRISPR/Cas9 
путем облучения в определенный момент времени.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали следующие реактивы:  
N,N'-дисукцинимидилкарбонат, N-метилимидазол,  
пропионовый ангидрид (Acros Organics, США),  
2-цианоэтил-N,N,Nʹ,Nʹ-тетраизопропилфосфит- 
амид, 5'-O-(4,4'-диметокситритил)-дезоксирибо- 
тимидин, 5'-O-(4,4'-диметокситритил)-N-ацетил- 
защищенные 2'-O-трет-бутилдиметилсилил- 
рибонуклеозид-3'-фосфитамиды, а также твердо- 
фазные носители с присоединенным первым  
нуклеозидным звеном – 5'-О-(4,4'-диметокситри- 
тил)-2'-О-трет-бутилдиметилсилил-N4-ацетил- 
цитидин-CPG, 5'-О-(4,4'-диметокситритил)-2'-О-
трет-бутилдиметилсилил-N6-ацетиладенозин-
CPG и 5'-О-(4,4'-диметокситритил)-2'-О-трет-
бутилдиметилсилилуридин-CPG (ChemGenes, 
США); краситель Stains-all, персульфат аммония,  
дихлоруксусную кислоту, акриламид, N,N'-метилен- 
бисакриламид, 2,6-лутидин, бромистый этидий, со- 
лянокислый цистеин, трисгидроксиметиламино- 
метан (Fluka, Швейцария); мочевину, 40%-ный  
водный раствор метиламина, нингидрин (Merck,  
Германия); молекулярные сита Trap-PacTM Mole- 
cular Sieve Bag 3 Å (Millipore, США); агарозу 
(MP, США); пиридин, ацетон, тетрагидрофуран 
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Рис. 4. Кинетические кривые расщепления ДНК-
мишени комплексами Cas9 с направляющими немоди- 
фицированными РНК, полученные путем обработки 
данных электрофоретического анализа реакционных 
смесей в агарозном геле с визуализацией бромистым 
этидием. Условия расщепления см. в “Эксперим. 
части”. Данные получены усреднением результатов не 
менее трех независимых экспериментов.
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Рис. 5. Кинетические кривые расщепления ДНК-мишени 
комплексом белка Cas9 с sgRNA-PL2. 1 – контрольная 
РНК (sgRNA), 2 – фоточувствительная РНК (sgRNA-
PL2), 3 – дезактивированная фоточувствительная 
РНК в комплексе с Cas9, 4 – остановка реакции УФ-
облучением (30 мин) с 5-й минуты от начала реакции, 
5 – остановка реакции УФ-облучением (5 мин) с 5-й 
минуты от начала реакции, 6 – дезактивированная вне 
комплекса с Cas9 фоточувствительная РНК. Условия 
расщепления см. в “Эксперим. части”. Данные полу- 
чены усреднением результатов не менее трех незави- 
симых экспериментов. 
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(PanReac, Испания); ксиленцианол FF, бромфено- 
ловый синий, N,N,N',N'-этилендиаминтетрауксус- 
ную кислоту (Serva, Германия); 1-(2-нитрофенил)- 
1,2-этандиол, триэтиламин, триэтиламинтригидро- 
фторид, этокситриметилсилан, 5-[3,5-бис(три- 
фторметил)фенил]-1H-тетразол (Активатор 42ТМ), 
хлористый метилен, ацетонитрил (Sigma-Aldrich, 
США); иод кристаллический, формамид, гексан, 
концентрированную серную кислоту (Реахим, 
Россия); ацетонитрил (Криохром, Россия), а также 
другие реактивы и растворители отечественного 
и зарубежного производства. PL получали, как 
описано нами ранее [15].

Рекомбинантная эндонуклеаза Cas9 и плазмида 
pBS2SKM на основе вектора pBluescript II SK(–) 
со вставкой протоспейсерной последовательности  
и PAM (5'-TGG-3') получены согласно стандарт- 
ному протоколу [15, 18]. 

Синтез фоторасщепляемых олигорибо- 
нуклеотидов. Олигонуклеотиды были получены 
на автоматическом ДНК/РНК-синтезаторе ASM- 
800 (Биоссет, Россия) твердофазным фосфитамид- 
ным методом синтеза в масштабе 0.4 мкмоль сог- 
ласно оптимизированному для данного прибора 
синтетическому протоколу. Фосфитамиды рибо- 
нуклеотидов использовали в концентрации 0.1 М 
в абсолютном ацетонитриле, время конденсации 
составило 5 мин. Фосфитамид фоторасщепляемого 
линкера (PL) использовали в концентрации 0.15 М 
в абсолютном ацетонитриле, время конденсации 
составляло 30 мин. В качестве конденсирующего 
реагента использовали 0.25 М раствор 5-[3,5-бис- 
(трифторметил)фенил]-1H-тетразола (Активатор 
42ТМ) в абсолютном ацетонитриле. С ростом олиго- 
нуклеотидной цепи время конденсации и объемы 
растворов фосфитамида и конденсирующего 
реагента увеличивали на 15% после 50, 70 и 90 
синтетических циклов. Смеси (v/v) пропионовый 
ангидрид/2,6-лутидин/тетрагидрофуран (10 : 
10 : 80) и N-метилимидазол/тетрагидрофуран 
(16 : 84) применяли в качестве кэпирующих 
реагентов. Окисление проводили 0.02 M иодом 
в смеси пиридин/вода/тетрагидрофуран (1 : 9 :  
90). В качестве детритилирующего реагента 
использовали дихлоруксусную кислоту (3%) в 
хлористом метилене.

Для деблокирования гетероциклических ос- 
нований, удаления цианоэтильных защитных групп 
с межнуклеотидных фосфатных групп и отделения 

олигорибонуклеотидов от твердофазного носителя 
использовали обработку 40%-ным раствором 
метиламина в течение 20 мин при 65°C и постоян- 
ном перемешивании. Охлаждали в течение 10 мин  
при –20°C. Полимерный носитель промывали 
раствором ацетонитрил/этанол/вода (1 : 1 : 1, v/v/v). 
Растворы объединяли и упаривали досуха.

Для удаления 2'-OTBDMS защитных групп с  
олигорибонуклеотида к сухому остатку сразу  
после упаривания добавляли 250 мкл свежепри- 
готовленного раствора NMP/Et3N/Et3N·3HF (1.5 : 
0.75 : 1, v/v/v) и выдерживали в течение 2 ч при 65°C 
и перемешивании. Далее к полученному раствору 
добавляли 375 мкл этокситриметилсилана и 
перемешивали на термомиксере в течение 10 мин 
при 25°C. К полученной смеси добавляли 1 мл 
серного эфира, перемешивали, центрифугировали, 
удаляли надосадочную жидкость, после чего 
осадок промывали серным эфиром и высушивали 
на воздухе. 

Выделение целевых олигомеров проводили с 
использованием препаративного гель-электро- 
фореза в денатурирующих условиях (12%-ный 
ПААГ, акриламид : N,Nʹ-метиленбисакриламид 
30 : 0.5, 7 М мочевина, 50 мМ Трис-H3BO3, 
pH 8.3, 0.1 M Na2ЭДТА). Визуализизацию 
олигонуклеотидов в геле проводили наложением 
геля на пластину DC-Alufolien Kieselgel 60 F254 
(Merck, Германия) в свете УФ-лампы (λ = 254 нм). 
В случае фоточувствительных олигонуклеотидов 
во избежание активации реакции расщепления под 
воздействием УФ-излучения закрывали стеклом 
основную часть геля, содержащую продукт, 
оставляя только небольшую его часть, достаточную 
для визуализации и аппроксимации. Измельченный 
гель, содержащий олигонуклеотидный материал, 
помещали в пробирку типа Эппендорф на 1.5 мл,  
содержащую 1 мл 0.3 М раствора ацетата натрия 
(pH 5.2), и перемешивали на термомиксере 
Thermomixer Comfort (Eppendorf, Германия) в 
течение 16 ч при 25°С. Олигорибонуклеотиды 
после элюции осаждали из 0.3 M раствора ацетата 
натрия четырехкратным объемом этилового 
спирта, выдерживая при –20°C в течение 2–12 ч.  
Супернатант после центрифугирования отбирали, 
осадок промывали охлажденным 80%-ным этило- 
вым спиртом и высушивали досуха на воздухе.

Гомогенность полученных олигонуклеотидов 
подтверждали методом аналитического гель-
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электрофореза в 12%-ном ПААГ (условия см. 
выше). Для нанесения на гель использовали 
5 мкл раствора 7 М мочевины с содержанием 
0.025% ксиленцианолового FF. Для визуализации 
олигонуклеотидов использовали раствор красителя 
Stains-all, приготовленный из 50 мг красителя 
Stains-all и 100 мл смеси вода/формамид (1 : 1, v/v). 
После окрашивания гели высушивали на приборе 
Gel Dryer model 583 (Bio-Rad, США). 

Расщепление плазмидной ДНК белком Cas9 
в присутствии направляющих РНК. Реакцию 
проводили в 10 мкл раствора, содержащего 20 мМ 
HEPES (pH 7.5), 100 мМ KCl, 1 мМ дитиотреит, 
0.5 мМ Na2ЭДТА, 2 мМ MgCl2, 5% глицерина. 
Контрольный раствор содержал все компоненты, 
кроме направляющей РНК и белка Cas9. К 2 мкл 
буфера (5×) добавляли 1.35 мкл (1 мкМ, 1.35 пмоль)  
направляющей РНК и 0.6 мкл раствора белка Cas9  
(2.24 мкМ, 1.35 пмоль) в 50-кратном избытке по  
отношению к плазмиде pBS2SKM. Объем дово- 
дили до 9 мкл водой. Растворы перемешивали 
и инкубировали 15 мин при 37°C для сборки  
рибонуклеопротеинового комплекса. Аналогич- 
ным образом готовили растворы, содержащие 
дезактивированные УФ-облучением в течение  
30 мин (λ = 365 нм) направляющие sgРНК.

Затем в каждую пробирку добавляли 1 мкл раст- 
вора (50 нг/мкл, 27 фмоль) плазмиды pBS2SKM, 
содержащей протоспейсер и последовательность 
PAM. Реакционные смеси перемешивали и инку- 
бировали в течение 1 ч при 37°C в условиях от- 
сутствия прямого солнечного света.

Для остановки реакции к реакционной смеси 
добавляли 2.5 мкл раствора, содержащего 250 мМ  
Na2ЭДТА, 1.2% SDS, 0.01% бромфенолового 
синего и 30% глицерина (Quenching buffer). 

Эффективность реакции расщепления плаз- 
миды белком Cas9 в присутствии направляющих 
РНК анализировали методом гель-электрофореза  
в 1%-ном агарозном геле в TAE-буфере (4 мМ  
Трис, 3 мМ CH3COOH, 0.07 мМ Na2ЭДТА) с 
добавлением 2.5 мкл бромида этидия (концент- 
рация – 10 мг/мл). На гель наносили 10 мкл реак- 
ционной смеси в Quenching buffer. Для контроля 
подвижности в геле продуктов расщепления 
использовали ДНК-маркер 1 kb, длина фрагментов 
250–10000 п.н. (СибЭнзим, Россия). Визуализа- 
цию проводили с использованием системы гель-
документации Quantum (Vilber Lourmat, Франция). 

Для получения количественных характеристик 
изображения переводили в цифровую форму 
в программном пакете Quantity Оne (Bio-Rad, 
США).

Долю расщепления плазмиды рассчитывали по 
следующим формулам в программном продукте 
Microsoft Excel: 

                Iлин + Iрел 

Iлин + Iрел + Iсуперск/k 
  

NΣ = 100%, .

                    Iлин 

Iлин + Iрел + Iсуперск/k 
  

NdsDNA = 100%, .

                    Iрел 

Iлин + Iрел + Iсуперск/k 
  

. NssDNA = 100%, 

где NΣ – суммарное расщепление плазмиды; 
NdsDNA – расщепление двух цепей ДНК плазмиды; 
NssDNA – расщепление одной цепи ДНК плазмиды; 
Iлин – интенсивность полосы, соответствующей 
линейной форме плазмиды; Iрел – интенсивность 
полосы, соответствующей релаксированной фор- 
ме плазмиды; Iсуперск – интенсивность полосы, соот- 
ветствующей суперскрученной форме плазмиды;  
k = 1.14 – коэффициент эффективности окрашива- 
ния суперскрученной формы ДНК относительно 
релаксированной формы [19].

Кинетика расщепления плазмидной ДНК бел- 
ком Cas9 в присутствии направляющих РНК.  
Реакцию проводили в 85 мкл раствора, содер- 
жащего 20 мМ HEPES (pH 7.5), 100 мМ KCl, 1 мМ  
дитиотреит, 0.5 мМ Na2ЭДТА, 2 мМ MgCl2, 5% 
глицерина. К 17 мкл буфера добавляли 3.5 мкл  
(1 мкМ, 3.5 пмоль) направляющей sgРНК и 1.56 мкл  
раствора белка Cas9 (5.8 мкМ, 3.50 пмоль) в 
15-кратном избытке по отношению к плазмиде 
pBS2SKM, доводили объем до 70 мкл водой. Раст- 
воры перемешивали и инкубировали 15 мин 
при 37°C. Затем в каждую пробирку добавляли  
8.5 мкл раствора (50 нг/мкл, 0.233 пмоль) плаз- 
миды pBS2SKM. Реакционные смеси переме- 
шивали и инкубировали в течение 1.5 ч при 37°C 
в условиях отсутствия прямого солнечного света. 
Для остановки реакции отбирали аликвоты по  
10 мкл через 2, 5, 10, 20, 30, 45, 60 и 90 мин после 
начала реакции и добавляли их в пробирки с  
2.5 мкл Quenching buffer.

Результаты реакции анализировали в 1%-ном 
агарозном геле, как описано выше. Для получения 
количественных характеристик изображения 
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переводили в цифровую форму в программном 
пакете Quantity Оne (Bio-Rad, США).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе разработан подход к получе- 
нию фоторасщепляемых направляющих sgРНК 
для системы CRISPR/Cas9, содержащих линкеры 
на основе 1-(2-нитрофенил)-1,2-этандиола. С ис- 
пользованием предложенного подхода нами были 
получены три варианта фотомодифицированных 
sgРНК с различным расположением фотолинкера 
и показано, что облучении УФ-светом такие 
направляющие РНК разрушаются.

В результате исследований выявлена опти- 
мальная локализация фотолинкера в составе нап- 
равляющей sgРНК, позволяющая регулировать 
активность системы CRISPR/Cas9 путем ее облу- 
чения. Такие sgРНК в составе комплекса с нук- 
леазой Cas9 эффективно направляют систему 
для расщепления ДНК-мишени до облучения и 
дают возможность ее инактивации после УФ- 
облучения. Выбран режим облучения для дости- 
жения 40%-ного уменьшения количества ДНК-
мишени в результате действия созданной нами 
фотомодифицированной системы CRISPR/Cas9.  
Сочетание короткого времени облучения и ис- 
пользования света в ближней части УФ-диапазона, 
который гораздо более безопасен для клеток, чем 
УФ-B, УФ-C и дальний УФ-A [20, 21], открывает 
перспективу использования фотоинактивируемых 
sgРНК in vivo.

Подтверждена возможность удаления 3'-кон- 
цевого фрагмента sgРНК без критического сни- 
жения ее функциональной активности. Укоро- 
ченные до 69 звеньев sgРНК можно использовать 
для расщепления ДНК-мишеней: хотя скорость 
такого расщепления ниже, чем в случае полно- 
размерных sgРНК, предельная степень расщеп- 
ления практически не снижается.

Полученные в работе результаты подтверждают 
возможность создания фоточувствительной сис- 
темы редактирования генома CRISPR/Cas9 с 
использованием фоторасщепляемых линкеров 
в структуре направляющих РНК. Разрушение 
направляющей РНК в определенный момент 
времени позволит снизить вероятность нецеле- 
вых эффектов при редактировании генов. В даль- 
нейшем данная стратегия может быть применена 
для лечения ряда генетических заболеваний, ко- 

торые обусловлены наличием “лишних” копий 
определенного гена. К таким патологиям отно- 
сится, например, синдром Шарко–Мари–Тута, 
причиной которого может служить лишняя копия 
гена периферического белка миелина PMP22. 
Подход к светозависимому “выключению” 
активности CRISPR-системы предложен нами 
впервые.
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Photocleavable Guide RNA  
for Photocontrolable CRISPR/Cas9 System

E. A. Akhmetova*, I. P. Vokhtancev*, **, M. I. Meschaninova*, M. A. Vorobyeva*,  
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The development of gene editing systems on the base of CRISPR/Cas having higher efficacy, specificity, 
and possibility of their activity regulation by light irradiation is actually problem. Modification of CRISPR/
Cas components, in particular guide RNA, by introduction of photocleavable linkers is the prospective 
approach for the solution of this problem. We developed the approach for the synthesis of photocleavable 
guide sgRNA for the CRISPR/Cas9 system containing the linkers on the base of 1-(2-nitrophenyl)-1,2-
ethanediol. Such photomodified guide RNAs degrade upon UV-irradiation and CRISPR/Cas9 system is 
inactivated. We obtained three variants of photomodified sgRNA with different photolinker positions. It 
was demonstrated that sgRNA variant with photolinker introduced in the Cas9 protein binding and hairpins 
formation region is able to effectively guide Cas9 nuclease for DNA-target cleavage before UV-irradiation 
and lose its activity after irradiation. The conditions of controllable 40%-cleavage of model DNA-target 
were chosen. Developed approach provide specific inactivation of CRISPR/Cas9 gene editing system in 
specific time moment in definite place. Photoregulation of gene editing system permits not only reduce the 
undesirable off-target effects, but also becomes the basis of genetic disease therapy.

Keywords: controllable CRISPR/Cas9 system, UV-irradiation, guide sgRNA, photocleavable linker 
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ПИСЬМА РЕДАКТОРУ

ВВЕДЕНИЕ

Распространение флуоресцентных меток поз- 
волило расширить спектр молекулярно-генети- 
ческих исследований. Один из наиболее вос- 
требованных классов флуорофоров для введения 
меток в ДНК – цианиновые красители ряда Cy5. 
В настоящее время широко распространены мече- 
ные аналоги дезоксиуридинтрифосфата (Cy5-
dU) с различными структурами Cy5-флуорофора 

для введения метки непосредственно в процессе 
ферментативной амплификации. Аналоги дезокси- 
цитидина (Cy5-dC) применяются гораздо реже в  
силу более сложного синтеза, и поэтому их суб- 
стратное поведение недостаточно изучено.

В последние годы уделяется все больше внимания 
разработке и внедрению методов амплификации 
нуклеиновых кислот в изотермическом режиме, 
без использования термоциклера. Предложено 
несколько разновидностей изотермической ампли- 
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ПОВЕДЕНИЯ  
Cy5-ПИРИМИДИНОВЫХ НУКЛЕОТИДОВ 
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Синтезированы две пары Cy5-меченных трифосфатов dU и dC с аналогичными электронейтральными 
структурами флуорофора, различающиеся длиной углеводородного линкера между флуорофором 
и азотистым основанием. Проведен сравнительный анализ их субстратного поведения в варианте 
изотермической амплификации ДНК по типу катящегося кольца (RCA) с использованием ДНК-
полимеразы Bst 3.0. Установлено, что нуклеотиды с длинным линкером между флуорофором и 
пиримидиновым основанием эффективнее встраиваются в растущую цепь ДНК, в то время как 
нуклеотиды с коротким линкером меньше ингибируют RCA. В каждой из пар dU и dC с аналогичными 
флуорофорами и линкерами большую плотность встраивания демонстрировали флуоресцентно-
меченные производные уридина. Установлено, что при одновременном встраивании меченых dU и 
dC ингибирующий эффект не суммируется. Это дает основания для более внимательного изучения 
различных вариантов Cy5-dC с целью повышения чувствительности анализа при одновременном 
введении меченых dU и dC.

Ключевые слова: флуоресцентно-меченные пиримидиновые дезоксинуклеозидтрифосфаты, ампли- 
фикация по типу катящегося кольца, введение метки в ДНК
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Сокращения: RCA – амплификация по типу катящегося кольца (от англ. Rolling Circle Amplification); Cy5-dU – цианиновый 
аналог дезоксиуридина; Cy5-dC – цианиновый аналог дезоксицитидина. 
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фикации: метод катящегося кольца (RCA) [1], 
петлевая изотермическая амплификация (LAMP) 
[2], рекомбиназная полимеразная реакция (RPA) 
[3] и некоторые другие [4].

Использование флуоресцентных меток с высо- 
кими квантовыми выходами и возможность их  
введения в ДНК непосредственно в процессе ампли- 
фикации позволяют повышать чувствительность 
и надежность диагностических систем.

Целью настоящей работы было определение 
степени ингибирования RCA и плотности встраи- 
вания в растущую цепь ДНК для двух пар трифос- 
фатов дезоксиуридина (dU) и дезоксицитидина 
(dC), в каждой из которых пиримидиновое ос- 
нование было модифицировано одним и тем же 
флуорофором. В качестве генетической мишени 
для амплификации использовали полногеномную 
ДНК одного из важных возбудителей пневмонии – 
золотистого стафилококка Staphylococcus aureus.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтезированы четыре пиримидиновых три- 
фосфата дезоксинуклеозидов, содержащие анало- 
гичные флуорофоры по 5-положению азотистого 
основания и различающиеся длиной линкера 
между азотистым основанием и флуорофором. 
Структуры флуорофоров с линкерами приведены 
на рис. 1. Далее по тексту аналоги dU и dC с ко- 
ротким линкером обозначены литерой S, с длин- 
ным – литерой L. Выбор электронейтрального 
цвиттерионного флуорофора определялся полу- 
ченными ранее данными о более эффективной 
встраиваимости в ПЦР таких нуклеотидов по 
сравнению с аналогами, несущими положительный 
или отрицательный суммарный заряд [5, 6]. 
Общая схема синтеза флуоресцентно-меченных 
производных Cy5-дезоксипиримидиновых dNTP 
описана ранее [7, 8].

Проводили реакцию амплификации по типу 
катящегося кольца (RCA от “Rolling Circle Ampli- 
fication”) с неполным замещением природных 
dNTP на флуоресцентно-меченные аналоги. Кон- 
центрации Cy5-dNTP выбирали на основании 
данных по ингибированию ПЦР и PEX (Primer 
Extension Reaction, реакция удлинения прай- 
мера) [9]. Для проведения RCA конструировали  
так называемый “кольцевой олигонуклеотид” дли- 
ной 90 нт, специфичный к участку гена ebpS  
S. aureus. Для образования кольца использовали 

геномную ДНК S. aureus и лигазу T4. Образовав- 
шийся в результате лигирования кольцевой олиго- 
нуклеотид (90 нт) использовали в дальнейших 
исследованиях в качестве матрицы для ампли- 
фикации.

На рис. 2а показано накопление флуорес- 
центного сигнала в процессе проведения RCA в  
режиме реального времени (на примере dUL и 
dCL). Видно, что при одновременном введении в 
реакцию обоих модифицированных трифосфатов 
дезоксинуклеозидов скорость накопления про- 
дукта имеет промежуточное значение по срав- 
нению с индивидуальным введением в реак- 
цию dUL и dCL (при одинаковой суммарной кон- 
центрации). Эта же зависимость характерна для 
dUS и dCS. Для измерения скорости накопления 
продукта использовали параметр “эффективность 
амплификации” Et, позволяющий оценить степень 
ингибирования RCA. Et рассчитывали аналогично 
тому, как описано нами ранее [5], но относили к вре- 
мени проведения реакции, а не к количеству цик- 
лов, как в ПЦР (поэтому данный параметр не может  
быть сравнен напрямую с эффективность Е в ПЦР). 
Большее значение показателя Et соответствует 
большей скорости накопления продукта (табл. 1).

Для визуального контроля реакции использовали 
горизонтальный электрофорез с двухволновой 
(двухканальной) системой детекции. На рис. 2б 

Рис. 1. Флуорофор и линкер, связывающий его с 
5-положением азотистого основания. В – азотистое 
основание. Остальные пояснения приведены в тексте.
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приведена электрофореграмма в двухволновом 
режиме, позволяющая визуализировать как сум- 
марный продукт реакции, т.е. ДНК (“зеленый” 
канал, окрашивание SYBR Green), так и плот- 
ность встраивания метки (“красный” канал, флуо- 
ресценция Cy5 от встроившихся меченых нуклео- 
тидов). Видно, что увеличение длины линкера спо- 
собствовало увеличению плотности встраивания, 
при этом независимо от длины линкера в каждой 
паре (dU и dC) более высокую плотность встраи- 
вания показывали dU по сравнению с dC.

Проводили очистку продуктов реакции на 
микроколонках с мембранами на основе диоксида 
кремния для последующего измерения плотности 
встраивания метки спектрофотометрическим 
методом. Это позволило полностью удалить 
непрореагировавшие флуоресцентно-меченные 
трифосфаты и тем самым гарантировать получе- 

ние сигнала только от меток, которые встроились 
в цепи ДНК в процессе их роста. В качестве 
коэффициента встраивания “K” использовали 
отношение поглощения образца на длине волны 
647 нм (метка) к поглощению на 260 нм (ДНК). 
Выход продукта рассчитывали по измеренной 
оптической плотности очищенного продукта 
амплификации при длине волны 260 нм.

Таким образом, были получены результаты 
измерения кинетического показателя реакции  
(Et – эффективность амплификации, позволяющая 
оценить степень ингибирования реакции при 
использовании модифицированных dNTP), выход 
продукта и плотность встраивания метки в ДНК. 
Реакцию амплификации и соответствующие 
измерения для каждого Cy5-dNTP проводили в 
трех повторностях, находили средние значения. 
Результаты измерений приведены в табл. 1.

Эффективность амплификации
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Рис. 2. (а) – Кинетика амплификации RCA на примере dUL и dCL как при индивидуальном, так и при совместном 
применении; (б) – электрофореграмма результатов RCA в двухканальном режиме возбуждения/детекции (“зеленый” 
канал 530/585 нм и “красный” канал 630/690 нм). L – маркер длин двухцепочечной ДНК GeneRuler 50 bp (Thermo, 
Латвия).

Таблица 1. Показатели субстратной эффективности Cy5-меченных dU и dC

Тип dNTP (концентрация, мкМ) Выход продукта, мкг Et K
dUS (32) 21.3 1.14 0.07
dCS (32) 19.7 1.17 0.03

dUS (16) + dCS (16) 15.8 1.15 0.11
dUL (32) 13.1 1.09 0.19
dCL (32) 22.5 1.14 0.06

dUL (16) + dCL (16) 17.6 1.13 0.22
Примечание: Et – эффективность амплификации, отнесенная к времени проведения реакции; K – коэффициент встраивания 
метки (пояснения в тексте).
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Обнаружено, что в каждой паре dU и dC с 
аналогичной модификацией большую плотность 
встраивания показывает меченое производное  
dU. В то же время при использовании одновре- 
менного встраивания dU и dC при суммарной кон- 
центрации, которая была эквивалентна инди- 
видуальной (как при использовании каждого три- 
фосфата по отдельности), плотность встраивания 
увеличивалась. Это может говорить об отсут- 
ствии эффекта “суммарной концентрации” при  
ингибировании реакции и позволяет при меньших 
индивидуальных концентрациях Cy5-меченных 
dU и dC (при использовании их в паре) получать 
сравнимую или большую плотность встраивания 
(при уменьшенном за счет уменьшения индиви- 
дуальных концентраций ингибирующем эффекте).

Удлинение линкера увеличивало способность 
полимеразы воспринимать модифицированные 
нуклеотиды в качестве субстрата, что позволило 
получить большую плотность встраивания метки 
на одну молекулу ДНК.

Полученные данные по влиянию длины лин- 
кера в RCA соответствуют таковым для ПЦР [5, 
10]. Использование одновременного встраивания 
разноименных Cy5-нуклеотидов способствует уве- 
личению плотности встраивания метки и может 
быть полезно при анализе мишеней различного 
GC-состава, увеличивая чувствительность ана- 
лиза.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы. Образцы геномной ДНК S. aureus 
были выделены и деконтаминированы на базе 
ГНЦ прикладной микробиологии и биотехнологии 
(Оболенск, Россия), как описано ранее [10]. В 
работе использовали ДНК Staphylococcus aureus 
ATCC 25923.

Праймеры и другие олигонуклеотиды. Мно- 
жественное выравнивание последовательностей 
гена ebpS S. aureus проводили с помощью алго- 
ритма ClustalW (www.clustal.org). Конструирование 
праймеров осуществляли с использованием сете- 
вого ресурса www.idtdna.com, анализ специфич- 
ности праймеров проводили с помощью алго- 
ритма BLAST (NIH, США). Для образования (в  
последующем процессе амплификации) кольце- 
вого видоспецифичного олигонуклеотида синте- 
зировали линейный олигонуклеотид длиной 90 нт, 
фосфорилированный по 5'-концу, представленный 
следующей последовательностью: 5'-Ph-TTAGA-

GGCATGTGGTTATGCTAGCAACAGATAGACA-
AGATGGAATGCAGATGACGATAGACGATAC-
CTGCCATCGTTTTGGCTTGCATTA-3', где Ph –  
фосфат. Для амплификации по типу катящегося 
кольца использовали два праймера: прямой 
5'-CGATAGACGATACCTGCCATCG-3' и обратный 
5'-ATCGTCATCTGCATTCCATC-3'. Твердофазный 
синтез олигонуклеотидов осуществляли с по- 
мощью автоматического синтезатора ABI 394  
DNA/RNA (Applied Biosystems, США) по стандарт- 
ному регламенту, очистку производили на ко- 
лонке BDS Hypersil C18 (Thermo, США).

RCA в режиме реального времени. Реак- 
ционная смесь содержала природные dNTP в 
концентрации 0.2 мМ каждого, а также меченые 
dNTP в концентрации 32 мкМ при индивидуальном 
введении в реакцию либо 16 мкМ каждого 
при совместном введении, 1.5 ед. Bst 3.0 ДНК-
полимеразы и соответствующий реакционный 
буфер (NEB, США), кольцевой олигонуклеотид и 
праймеры в количестве 5 пмоль на реакционный 
объем, 104 копий на реакционный объем (20 мкл) 
геномной ДНК Staphylococcus aureus, а также 
необходимое количество 20× EvaGreen (Biotium, 
США). Смешивание компонентов производили 
на льду для предотвращения преждевременной 
амплификации. Реакцию проводили на ДНК-
амплификаторе Gentier 96E (Tianlong, Китай) 
в режиме реального времени по следующей 
программе: 50 мин при 65°C при съемке сигнала 
флуоресценции 1 раз в минуту, далее режим 
хранения (10°C).

Очистка продуктов реакции от праймеров 
и dNTP. Продукты RCA очищали от праймеров 
и dNTP с помощью набора GeneGET Purification 
Kit (Thermo, США) в соответствии с инструкцией 
производителя. Для очистки использовали про- 
дукты RCA, полученные из трех реакционных 
объемов (20 мкл × 3) для каждого флуоресцентно-
меченного dNTP, которые смывали с колонки 
GeneGET с помощью 10 мкл воды Milli-Q. От- 
сутствие в очищенном растворе ДНК меченых 
dNTP контролировали электрофоретически при 
возбуждении флуоресценции при длине волны 
630 нм (необходимое условие для последующего 
измерения флуоресценции только от меток, 
встроившихся в растущую цепь ДНК).

Электрофорез в агарозном геле. Продукты 
RCA разделяли в 4%-ном агарозном геле (Agarose  
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LE, Helicon, Россия) в течение 20 мин при 10 В/см,  
для окрашивания использовали SYBR Green I  
(Molecular Probes, США). Визуализацию прово- 
дили с помощью системы гель-документиро- 
вания ChemiScope 6200 Touch (Clinx Science Instru- 
ments, КНР) с помощью встроенных LED-свето- 
диодов и светофильтров Green light excitation/
emission (для общей детекции ДНК по окрашива- 
нию SYBR Green I) и с помощью встроенных LED- 
светодиодов и светофильтров Red light excitation/
emission, соответствующих характеристикам 
флуоресцентного красителя Cy5 (для избиратель- 
ной детекции встроившихся флуоресцентно-
меченных олигонуклеотидов).

Спектрофотометрия. Измерения оптического 
поглощения проводили на спектрофотометре 
NanoPhotometer NP80 (Implen, Германия) при 
длинах волн 260 и 647 нм.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе синтезированы две пары 
Cy5-модифицированных dU и dC, которые раз- 
личались между собой длиной линкера между 
азотистым основанием и флуорофором. Опре- 
делены степень ингибирования RCA и плот- 
ность встраивания в растущую цепь ДНК для 
каждого из меченых dNTP с использованием в 
качестве матрицы полногеномной ДНК S. aureus.  
Показана возможность использования меньших 
индивидуальных концентраций меченых трифос- 
фатов при их одновременном введении в RCA, 
что позволяет снизить ингибирующий эффект, 
но получать большую плотность встраивания 
флуорофора в растущую цепь ДНК. Подтверждено 
для RCA ранее обнаруженное в ПЦР влияние 
длины спейсера на субстратные свойства флуо- 
ресцентно-меченных dNTP. Наибольшую плот- 
ность встраивания удалось получить при сов- 
местном введении в реакцию производных dU и 
dC с длинным линкером между флуорофором и 
азотистым основанием.
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Comparative Behavior Analysis of Cy5-Pyrimidine  
Nucleotides in the Rolling Circle Amplification
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Two pairs of Cy-5-labeled dU and dC triphosphates with similar electroneutral fluorophore structures 
differing in the length of the hydrocarbon linker between the fluorophore and the nitrogenous base were 
synthesized. A comparative analysis of their substrate behavior in the rolling circle amplification (RCA) 
using Bst 3.0 DNA polymerase was carried out. It was found that nucleotides with a long linker between 
the fluorophore and pyrimidine base are more efficiently incorporated into the growing DNA chain, while 
nucleotides with a short linker inhibit RCA less. In each of the dU and dC pairs with similar fluorophores 
and linkers, fluorescently labeled uridine derivatives demonstrated a high embedding density. It was found 
that with simultaneous incorporation of labeled dU and dC, the inhibitory effect does not summarise. This 
gives grounds for a more careful study of various Cy5-dC variants in order to increase a sensitivity of the 
analysis with simultaneous introduction of labeled dU and dC.

Keywords: fluorescently labeled pyrimidine deoxynucleoside triphosphates, rolling circle amplification, 
DNA labeling




