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18 сентября 2022 года многолетнему главному
редактору журнала “Биоорганическая химия”
академику В.Т. Иванову исполнилось бы 85 лет.
Он ушел из жизни внезапно в апреле 2022 года.

Вся жизнь Вадима Тихоновича была связана с
биоорганической химией. С 1988 по 2017 годы он
был бессменным директором Института биоорга-
нической химии, носящего имена его учителей –
академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчиннико-
ва. С 1988 года до самого последнего дня своей
жизни он оставался заведующим кафедрой био-
органической химии биологического факультета
Московского государственного университета
имени М.В. Ломоносова и главным редактором
журнала “Биоорганическая химия”. Выдающий-
ся ученый, лауреат Ленинской и Государствен-

ной премий, премий Правительства РФ, акаде-
мик Вадим Тихонович Иванов внес значитель-
ный вклад в развитие пептидной химии и
пептидомики в нашей стране. Его работы, свя-
занные с установлением структуры пептидов, их
химическим синтезом, исследованием взаимо-
связи между их структурой и функцией белково-
пептидных веществ, выяснением молекулярного
механизма их действия, созданием лекарствен-
ных препаратов на основе пептидов, широко из-
вестны специалистам в области химии пептидов
во всем мире.

Редколлегия журнала “Биоорганическая хи-
мия” подготовила специальные тематические но-
мера, посвященные памяти академика В.Т. Ива-
нова. В центре внимания в этих специальных но-
меров журнала прежде всего находятся вопросы
теоретической и прикладной пептидной химии,
интерес к которой заметно вырос в последнее
время, поэтому не случайно в данные номера во-
шли, в первую очередь, статьи авторов, представля-
ющих научные достижения в этой области биоорга-
нической химии. Среди авторов данных номеров
наряду с признанными учеными, своеобразными
“старожилами” исследований белково-пептидных
веществ, есть и молодые исследователи, коллеги и
ученики Вадима Тихоновича.

Академик В.Т. Иванов почти 30 лет был пред-
седателем Ученого и Диссертационного советов
Института биоорганической химии. На этом по-
сту он проявил себя как широко эрудированный
и всесторонне образованный ученый, показав-
ший неподдельный интерес к научным исследо-
ваниям своих коллег. Неудивительно, что объяв-
ление редколлегии журнала о формировании спе-
циальных номеров вызвало научный интерес у
широкого круга исследователей. Редколлегия
журнала “Биоорганическая химия” выражает ис-
креннюю благодарность всем, кто прислал свои
статьи в специальные номера, посвященные па-
мяти академика В.Т. Иванова.

Главный редактор журнала
“Биоорганическая химия”

академик РАН С.Н. Кочетков
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В 1960–1970-х гг. в Институте химии природных соединений разрабатывался топохимический под-
ход для конструирования новых биологически активных пептидных соединений, применимость
которого к созданию ингибиторов и эффективных субстратов протеолитических ферментов автор
этого обзора показал под непосредственным руководством В.Т. Иванова. Следующей задачей было
установление конформации белковых нейротоксинов из ядов змей и изучение топографии их свя-
зывания с мишенью – никотиновым ацетилхолиновым рецептором (нАХР) из электрического ор-
гана ската Torpedo marmorata. С помощью селективно меченых производных нейротоксинов, содер-
жащих на установленных аминокислотных остатках по одной флуоресцентной или спиновой мет-
ке, впервые были идентифицированы остатки нейротоксина, контактирующие с нАХР. Позднее в
сотрудничестве с лабораторией В.Т. Иванова были синтезированы новые аналоги α-конотоксинов
(пептидных нейротоксинов из ядовитых моллюсков Conus), включая их фотоактивируемые произ-
водные, с помощью которых было показано участие всех субъединиц нАХР Torpedo в связывании
α-конотоксинов. В заключительной части обзора кратко представлены недавние достижения отде-
ла молекулярной нейроиммунной сигнализации (руководитель В.И. Цетлин), касающиеся выделе-
ния и синтеза новых пептидных и белковых нейротоксинов и исследования механизма их действия.

Ключевые слова: пептиды, нейротоксины, никотиновый ацетилхолиновый рецептор, α-конотоксины
DOI: 10.31857/S0132342323030235, EDN: PECUIO

ВВЕДЕНИЕ

В Институте химии природных соединений (в
настоящее время – ФГБУН “Институт биоорга-
нической химии имени академиков М.М. Шемя-
кина и Ю.А. Овчинникова” РАН) при участии
Вадима Тихоновича Иванова в 1960–1970-х гг.
разрабатывался топохимический подход, позво-
лявший направленно создавать новые структур-
ные типы биологически активных молекул. В этом
подходе применялось обращение направления
ацилирования, замена сложноэфирных и амидных
связей, изменение конфигурации асимметриче-
ских центров. Возможности разработанного под-
хода были ярко продемонстрированы при уста-
новлении химической и пространственной струк-
туры таких антибиотиков, как валиномицин и
энниатин, а также при изучении осуществляемого
ими транспорта ионов через биологические мем-
браны. Эти работы получили широкое признание
в мире, о чем свидетельствовала их презентация на
международных конгрессах и публикации в пре-

стижных высокорейтинговых журналах (см., на-
пример, [1]). В рамках выполнения кандидатской
диссертации В.И. Цетлина была проведена про-
верка применимости этого подхода к созданию
эффективных ингибиторов и субстратов протео-
литических ферментов. Затем в лаборатории
В.Т. Иванова была выполнена работа с природны-
ми белковыми нейротоксинами: анализ простран-
ственной структуры, разработка методов селек-
тивной модификации и изучение взаимодействия
токсинов с их мишенью – никотиновым ацетилхо-
линовым рецептором (нАХР). Следующим этапом
был анализ взаимодействия нАХР с α-конотокси-
нами, проводившийся в лаборатории рецепции
нейропептидов (возглавляемой автором этого об-
зора) в сотрудничестве с лабораторией химии
пептидов В.Т. Иванова.

Установлено, что изменение конфигурации
отдельных аминокислотных остатков в линейных
пептидах отражается на эффективности их взаи-
модействия с протеолитическими ферментами
химотрипсином и пепсином [2]. Наиболее инте-
ресные результаты были получены для циклопеп-
тидов: ранее считалось, что пептидные связи в
циклических пептидах недоступны для расщеп-
ления протеолитическими ферментами, и цикло-
пептиды могут играть роль только ингибиторов,

1 Статья посвящается памяти академика РАН Иванова Ва-
дима Тихоновича. 
Сокращения: АХСБ – ацетилхолин-связывающий белок;
нАХР – никотиновый ацетилхолиновый рецептор.

# Автор для связи: (эл. почта: victortsetlin3f@gmail.com).
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однако в нашей работе была синтезирована серия
циклических пептидов, содержащих чувствитель-
ный к действию пепсина и химотрипсина фраг-
мент Leu-Tyr, но различающихся по числу входя-
щих в состав пептида остатков Gly (4–8). В ре-
зультате было установлено, что гекса- и
октапептиды – ингибиторы, тогда как циклоде-
капептид оказался субстратом, превосходящим
по эффективности имевшиеся тогда линейные
субстраты этих ферментов [3]. Современные ме-
тоды компьютерного моделирования позволяют
конструировать лиганды с желаемыми структу-
рой и функциональными свойствами на основа-
нии баз данных ЯМР и рентгеноструктурного
анализа о пространственных структурах пептид-
ных и белковых соединений, а также об их ком-
плексах с ферментами, рецепторами и иными ми-
шенями. Однако следует отметить, что синтез
пептидных аналогов с ретро- и ретро-энантио-
строением и их циклизация продолжают приме-
няться, например, для получения пептидов,
устойчивых к протеолизу, а также для пептидов,
используемых для внутриклеточной доставки
разнообразных прикрепленных к ним соедине-
ний [4]. Этот же подход был применен для синте-
за пептида, устойчивого к протеолизу, взаимо-
действующего с рецептором трансферрина и спо-
собного проникать через гематоэнцефалический
барьер [5]. Ретро-энантио-пептиды рассматрива-
ются и как перспективные соединения-кандида-
ты для предупреждения проникновения вируса
HIV-1 (вирус иммунодефицита человека 1-го ти-
па) [6]. Поскольку ниже пойдет речь о нейроток-
синах из яда змей, уместно отметить недавнюю
работу, в которой ретро-энантио-пептидные
фрагменты кроталицидина из яда гремучей змеи
рассматриваются как возможные антимикроб-
ные средства [7].

Следующим этапом работы под руководством
В.Т. Иванова было исследование конформации
природных белковых нейротоксинов змей и изу-
чение топографии их связывания с мишенью –
нАХР. Работы в ИБХ РАН по токсинной тематике
были инициированы академиком Ю.А. Овчинни-
ковым. В лаборатории В.Т. Иванова была синте-
зирована серия избирательно меченых производ-
ных нейротоксинов змей, и в сотрудничестве с
лабораторией, руководимой В.Ф. Быстровым,
методом 1Н-ЯМР была получена первая инфор-
мация о пространственном строении нейротокси-
на, в частности установлена сближенность петель II
и III нейротоксина [8]. В те годы полная структура
такого белка не могла быть установлена методом
1Н-ЯМР, но годом позже полная пространственная
структура родственного нейротоксина была опре-
делена методом рентгеноструктyрного анализа [9], в
ней было детально охарактеризовано расположение
трех петель нейротоксина (из-за чего позднее по-
явилось название этих нейротоксинов как “трех-
петельных”); с кристаллической структурой со-
гласовывался и сделанный нами вывод.

В лаборатории В.Т. Иванова были проведены
исследования природных α-нейротоксинов и их
химически модифицированных производных раз-
личными спектральными методами [10]. Принци-
пиальное значение имело выполненное нами впер-
вые восстановление природного α-нейротоксина
длинного типа и разработанные условия его после-
дующего реокисления с полным восстановлением
исходной токсичности [11].

Важной задачей выступило получение инфор-
мации о том, какими участками нейротоксин
контактирует с его мишенью – нАХР. Для этого в
лаборатории В.Т. Иванова с помощью избира-
тельной химической модификации была получе-
на серия производных, содержащих по одной
спиновой или флуоресцентной метке на иденти-
фицированных остатках α-нейротоксина II из
яда среднеазиатской кобры Naja oxiana. Привле-
чение шведского ученого Эверта Карлссона,
впервые очистившего рецептор нАХР из электри-
ческого ската Torpedo marmorata аффинной хрома-
тографией на колонке со змеиным токсином,
предоставило нам этот рецептор и позволило мето-
дами флуоресценции и электронного парамагнит-
ного резонанса (ЭПР) в сотрудничестве с лаборато-
рией В.Ф. Быстрова впервые идентифицировать
ряд аминокислотных остатков нейротоксина, кон-
тактирующих с рецептором [12]. Следует отметить,
что тогда информация о пространственном строе-
нии самого рецептора отсутствовала.

В настоящее время имеются данные рентгено-
структурного анализа и криоэлектронной микро-
скопии для нАХР мышечного типа из электриче-
ского органа ската Torpedo и для некоторых нАХР
нейронального типа. Кристаллические структуры
комплексов α-нейротоксинов с такими моделями,
как ацетилхолин-связывающий белок (АХСБ),
который имитирует лиганд-связывающий до-
мен нАХР, а также с гетерологически экспрес-
сированными лиганд-связывающими домена-
ми α1- и α9-субъединиц нАХР ранее были сде-
ланы с α-бунгаротоксином, нейротоксином
длинного типа; с этим же токсином позднее бы-
ли решены комплексы с полноразмерными Tor-
pedo и α7 нАХР. Рассмотренное выше изучение
топографии связывания было выполнено нами
на нейротоксине короткого типа – представлен-
ные токсины несколько отличаются от нейроток-
синов длинного типа по избирательности связы-
вания с различными типами никотиновых рецеп-
торов. Однако совсем недавно была установлена
криоэлектронная структура рецептора Torpedo в
комплексе с нейротоксином короткого типа [13].
Как и в случае с α-бунгаротоксином, главную
роль в связывании играет центральная петля II
нейротоксина. Однако в установленных ранее
структурах боковая петля III α-бунгаротоксина
не контактировала с рецептором, но в случае ко-
роткого нейротоксина она существенна для взаи-
модействия. Заключение о роли этой петли было
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сделано нами в ранних работах, что отмечено и
авторами цитируемой работы [13].

В дополнение к флуоресцентным и спин-ме-
ченым производным позднее в лаборатории ре-
цепции нейропептидов (руководитель В.И. Цет-
лин) были получены разнообразные фотоактиви-
руемые производные нейротоксинов короткого и
длинного типов. При этом было установлено уча-
стие в связывании α-нейротоксинов не только
α-субъединиц рецептора Torpedo, но и других его
субъединиц, а в сотрудничестве с профессором
Ф. Хухо (Свободный университет, Берлин) была
идентифицирована одна из точек контакта в са-
мом рецепторе [14].

Наш интерес к ядам животных не ограничи-
вался только их белковыми компонентами. Так, в
яде пчелы присутствует пептид апамин, мише-
нью действия которого служат Ca2+-активируе-
мые K+-каналы. В лаборатории В.Т. Иванова раз-
рабатывались различные варианты синтеза био-
логически активных пептидов и впервые были
получены радиоактивные производные этого
пептида [15].

В современных исследованиях никотиновых ре-
цепторов важную роль играют α-конотоксины –
нейротоксические пептиды из ядовитых морских
моллюсков Conus. Они не только позволяют разли-
чить мышечные и нейрональные подтипы нАХР,
но и служат прекрасными идентификаторами ин-
дивидуальных подтипов нейрональных нАХР. В
сотрудничестве с лабораторией В.Т. Иванова бы-
ла синтезирована серия различных α-конотокси-
нов [16], получены их фотоактивируемые произ-
водные, и для последних установлены фотоинду-
цируемые контакты со всеми субъединицами
рецептора Torpedo [17]. Важным достижением стало
первое установление кристаллической структуры
α-конотоксина в комплексе с ацетилхолин-связы-
вающим белком [18], выполненное в совместном
исследовании с голландскими учеными, открыв-
шими этот белок, выступающий прекрасной струк-
турной моделью лиганд-связывающих доменов не
только нАХР, но и остальных рецепторов семейства
лиганд-управляемых каналов.

Следует упомянуть еще один пример сотруд-
ничества с лабораторией В.Т. Иванова – речь
идет о бактериородопсине, рецепторе света и
протонном канале. Мы впервые применили ме-
тод тритиевой планиграфии к мембранному бел-
ку, что позволило по уровню включенной радио-
активности отличить участки полипептидной це-
пи, находящиеся на поверхности, от участков,
расположенных внутри мембраны [19].

Работы по токсинной тематике, начатые в
лаборатории химии пептидов, руководимой
В.Т. Ивановым, достаточно успешно продол-
жаются и в настоящее время в отделе молекуляр-
ной нейроиммунной сигнализации (руководи-
тель В.И. Цетлин), в сотрудничестве главным об-
разом с другими отделами нашего института, а
также с зарубежными лабораториями. Протеом-

ные и транскриптомные исследования выполня-
ются в лаборатории молекулярной токсинологии
(руководитель проф. Ю.Н. Уткин): так, недавно в
яде многополосного крайта Bungarus multicinctus
были обнаружены новые аналоги α-бунгароток-
сина, которые, в отличие от него, способны раз-
личать два ортостерических центра в нАХР Torpedo
californica [20]. Были проведены детальные исследо-
вания ядов ряда гадюк (в том числе обитающих в
России) и, в частности, охарактеризованы находя-
щиеся в них различные фосфолипазы А2 [21]. Не-
давно в совместной работе с ФГБУ “Националь-
ный исследовательский центр эпидемиологии и
микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи” было уста-
новлено, что некоторые димерные фосфолипазы
А2 из яда гадюк проявляют вирулицидную актив-
ность, препятствуя взаимодействию рецептор-
связывающего домена S-белка вируса SARS-CoV-2
с клеточным рецептором АСЕ2 и разрушая ли-
пидный бислой вируса [22].

В лаборатории лиганд-рецепторных взаимо-
действий (руководитель д.х.н. И.Е. Кашеверов)
проводится анализ взаимодействия α-коноток-
синов с различными подтипами нейрональных
нАХР, выступающими мишенями для поиска ле-
карств против нейродегенеративных заболева-
ний. С использованием нового метода компью-
терного моделирования, разработанного проф.
Р.Г. Ефремовым с сотр., были предложены, а за-
тем синтезированы новые аналоги α-конотокси-
нов, значительно превышающие природные со-
единения по сродству к α7 нейрональному нАХР
[23], играющему важную роль в регулировании
воспалительных процессов.

Совместно с китайскими учеными И.Е. Каше-
веров и сотр. анализировали кристаллические
структуры АХСБ с теми α-конотоксинами, кото-
рые имеют различное сродство к определенным
подтипам нейрональных нАХР. Так, для α-коно-
токсина LvIA был выполнен рентгеноструктур-
ный анализ комплекса с АХСБ, затем аланиновое
сканирование α-конотоксина и установлены кри-
сталлические структуры выбранных аналогов в
комплексе с АХСБ. Затем проведено компьютер-
ное моделирование комплекса уже с α3β нАХР,
мутагенез β2-субъединицы, и с помощью электро-
физиологического метода оценена эффективность
ингибирования – в итоге впервые идентифициро-
ваны контакты β2-субъединицы с токсином, от-
ветственные за его специфичность именно к дан-
ному подтипу рецептора [24].

В проводившихся под руководством академи-
ка В.Т. Иванова работах пептиды использовались
не только в качестве удобных инструментов в са-
мых разнообразных фундаментальных исследо-
ваниях, но и для разработки возможных лекар-
ственных средств, что прекрасно иллюстрируется
созданием на основе глюкозаминилмурамилди-
пептида (GMDP) [25] широко использующегося
иммуностимулирующего препарата ликопида.
В совместной работе с академиком В.Т. Ивано-
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вым была проверена возможность использования
пептидных фрагментов α-субъединицы нАХР как
возможных лекарственных соединений для лече-
ния нейродегенеративных заболеваний [26].

Пептидные и белковые нейротоксины из ядов
животных не только служат прекрасными ин-
струментами для выяснения роли соответствую-
щих рецепторов в физиологических и патофизио-
логических процессах, но и открывают пути к со-
зданию новых лекарств. Здесь следует упомянуть
капотен (каптоприл), который представляет собой
модифицированный остаток пролина. Этот пре-
парат был создан более 30 лет назад на основе пеп-
тида из яда бразильской змеи Bothrops jaraca, инги-
бирующего ангиотензин-превращающий фермент
(АСЕ) и понижающего кровяное давление. В на-
стоящее время имеются данные о том, что моди-
фицированные производные природного α-коно-
токсина RgIA, мишенью которого выступают
α9/α10 нАХР, проходят испытания как средства
против нейропатической боли [27]. С учетом зна-
чительного числа и важной роли остатков арги-
нина в α-конотоксинах нами были проанализи-
рованы олигоаргинины различной длины (из-
вестные средства для внутриклеточной доставки
различных присоединяемых к ним соединений) и
установлено, что олигоаргинины представляют
собой новый класс ингибиторов нАХР [28]. В не-
давней нашей работе [29] было показано, что
сходную с α-конотоксином RgIA анальгетиче-
скую активность проявляет и октаолигоаргинин
R8, эффективный ингибитор α9/α10 нАХР, син-
тез которого значительно проще синтеза α-коно-
токсинов. Другой пример – аземиопсин – линей-
ный пептид из яда гадюки Azemiops feae, не имею-
щий дисульфидных связей, но тем не менее
способный ингибировать мышечные нАХР. Про-
веденные доклинические испытания [30] показа-
ли, что по своей миорелаксантной активности
аземиопсин превосходит такие использующиеся
сейчас соединения, как рокурониум.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленный обзор показывает, что иссле-
дования пептидов и белков, начатые под руковод-
ством академика В.Т. Иванова (когда он был
старшим научным сотрудником), выполнялись
достаточно успешно, получили международное
признание и активно проводятся сейчас на фоне
быстро развивающихся нейрохимии и нейро-
биологии, поддерживаемых современными ген-
но-инженерными и спектральными методами.
Работы широко ведутся в ИБХ РАН, в том числе
в отделе молекулярной нейроиммунной сигнали-
зации (руководитель В.И. Цетлин, ученик академи-
ка В.Т. Иванова). Отметим, что тремя лаборатория-
ми в отделе молекулярной нейроиммунной сигна-
лизации руководят проф. Ю.Н. Уткин, д.х.н.
И.Е. Кашеверов и д.х.н. И.В. Шелухина, научная

биография которых начиналась в ИБХ РАН и
здесь же успешно продолжается.
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proach for designing new biologically active peptide compounds, the applicability of which to the creation of
inhibitors and effective substrates of proteolytic enzymes was shown by the author of this review under the
direct supervision of V.T. Ivanov. The next task was to establish the conformation of protein neurotoxins from
snake venoms and to study the topography of their binding to the target, the nicotinic acetylcholine receptor
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Пептиды – низкомолекулярные вещества, участвующие в многочисленных физиологических про-
цессах, таких как рост и развитие организма, стресс, регуляция эмоционального состояния, сексу-
ального поведения и иммунных реакций. Большинство пептидов служат лигандами к белкам, взаи-
модействие с которыми приводит к высокоселективным эффектам. Такие свойства, так же как и
низкая токсичность, позволяют считать пептиды потенциальными эффективными лекарствами.
Получение пептидных препаратов стало возможным в начале XX века после разработки метода их
селективного синтеза. Несмотря на успехи синтеза первых пептидных препаратов, осталось нере-
шенным множество вопросов, связанных с повышением стабильности, биодоступности, периода
полувыведения и способности перемещаться через клеточные мембраны. В обзоре рассмотрен ис-
торический путь развития синтеза и производства пептидов, а также обсуждаются современные
подходы к созданию пептидных лекарственных средств и их применение в биофармацевтике, в том
числе в разработке оригинальных пептидных препаратов в России.
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ВВЕДЕНИЕ
Известно, что вещества, состоящие из амино-

кислот, называют белками – это важнейшие ком-
поненты жизнедеятельности всего живого на
Земле. Аминокислоты соединены между собой в
цепочки химической амидной связью, называе-
мой пептидной.

Исследования химической структуры и биоло-
гических свойств веществ пептидно-белковой
природы стали возможны в начале XX века, когда
ученым-химикам, в первую очередь Э. Фишеру,
удалось разработать методы избирательного син-
теза пептидов, состоящих из нескольких амино-
кислот [1].

В настоящее время в мировой фармацевтиче-
ской индустрии зарегистрировано >5000 фарма-
цевтических субстанций на основе природных и
синтетических органических соединений и толь-
ко ~80 препаратов из них пептидной природы
(65 зарубежных и 14 российских).

Для удобства работы принято условно класси-
фицировать пептиды по размерам пептидной це-
пи. Все молекулы, состоящие из 50 и более ами-
нокислотных остатков (а.о), называют белками, а
менее длинные последовательности – пептида-
ми. В свою очередь, пептиды тоже подразделяют
на полипептиды (20–50 а.о.), олигопептиды (10–

В. Т. Иванов

1 Статья посвящается памяти академика РАН Иванова Ва-
дима Тихоновича. 
Сокращения: CCK – холецистокинин; АКТГ – адрено-
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20 а.о.) и короткие пептиды (мини-пептиды, 2–
10 а.о.). Все эти разделения довольно условны, и с
развитием методов получения белков и пептидов
различия, в первую очередь технологического
свойства, постепенно стираются.

В качестве примера на рис. 1 приведены ами-
нокислотная последовательность и трехмерная
структура исторически одного из наиболее важных
соединений – инсулина (пограничного, по опре-
делению, между полипептидами и белками) [2].

РОЛЬ ПЕПТИДОВ В ОРГАНИЗМЕ

Пептиды широко распространены в природе.
Пептидный пул присутствует во всех клеточных
организмах и представляет собой уникальный
класс фармакологических соединений, находя-
щийся между малыми органическими молекула-
ми (small molecules), используемыми в фармацев-
тике в качестве лекарственных препаратов, и бел-
ками, хотя биохимически и терапевтически они
отличны от обеих групп [3, 4].

Пептиды – универсальные регуляторы много-
численных процессов, протекающих в живых ор-
ганизмах. Пептиды представляют собой фраг-
менты белков, образующиеся при их частичном
гидролизе. При нарушении пептидэргической
регуляторной функции в работе клеток происхо-
дит сбой, влекущий за собой расстройство жизне-
деятельности и функционирования поврежден-
ного органа и всего организма. Пептиды также
регулируют эмоциональные реакции, сон, сексу-
альное поведение, агрессию, проявляют анальге-
тические и многие другие свойства [5]. Пептиды
отвечают и за стимуляцию или подавление имму-

нитета [6]. Некоторые пептиды также способ-
ствуют выведению из организма радионуклидов и
солей тяжелых металлов [7]. Использование пеп-
тидов в качестве терапевтических средств эволю-
ционировало в течение времени и продолжает
развиваться вместе с появлением новых подходов
как к их синтезу, так и к современным методам
лечения.

Пептиды – основной пример того, как приро-
да создает из одного гена, кодирующего соответ-
ствующий белок, множество регулируемых функ-
циональных пептидов, действующих в организме
в нужных местах и в нужное время. Известно, что
белки на начальной стадии процессинга гидроли-
зуются сложной системой из более чем 500 проте-
аз, действующих на внутриклеточные сайты, от-
куда, после секреции, пептиды транспортируют-
ся во внеклеточную среду для выполнения своих
функций с последующим регулируемым гидро-
лизом до аминокислот [8].

После завершения работ по расшифровке ге-
нома человека, определивших новое направление
в науке, названное геномикой, возникло множе-
ство новых разнообразных комплексных “омикс-
технологий”. Одним из важнейших комплексных
направлений, следующим после геномики, на ко-
тором ученые сосредоточили свое внимание, ста-
ла протеомика, еще более комплексная програм-
ма исследования структуры и функции белков в
организме. Геномная и протеомная эра стимули-
ровали работы, в результате которых исследова-
тели смогли идентифицировать молекулярные
характеристики и структуры рецепторов для мно-
гих важных эндогенных пептидов [9, 10].

Рис. 1. Аминокислотная последовательность и трехмерная структура инсулина [2].
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На базе новой парадигмы стало понятно, что
следующим логичным этапом следует ожидать
рождение нового раздела биоорганической хи-
мии – пептидомики, направленного на исследо-
вания процессинга белков и детальное изучение
пептидов как продуктов белкового гидролиза.
Пептидомика, выросшая из протеомики, обеспе-
ченная современными технологиями, в настоя-
щее время, помимо синтетического направления,
занимается всесторонним качественным и коли-
чественным анализом пептидов в биологических
образцах [11, 12]. Основные задачи пептидомики –
всестороннее картирование протеолитических
фрагментов белков, идентификация возможных
пептидных биомаркеров различных заболеваний,
определение пептидных гормонов и других сиг-
нальных молекул. Комплексные биологические
системы, обычно исследуемые в пептидомике,
требуют систематической экстракции различных
типов пептидов для достижения успешного ана-
лиза. Методами пептидомики были обнаружены
и выделены из различных тканей, клеток и орга-
нелл животных новые пептидные молекулы и
установлены их последовательности с помощью
современной методологии секвенирования [13].

Постоянно растущий интерес вызывают био-
логически активные пептиды, действующие на
центральную нервную систему. В центре внима-
ния находятся нейропептиды, в особенности
нейромедиаторы, модуляторы нервной активно-
сти, эндогенные пептиды опиоидного действия и
многие другие [14]. Один из примеров – важный
класс эндогенных нейроактивных мессенджеров –
нейропептиды [15], они участвуют в регуляции
большинства физиологических процессов у жи-
вотных. Пептидные гормоны первоначально син-
тезируются на рибосоме в виде препрогормона.
Этот предшественник с высокой молекулярной
массой содержит N-концевой сигнальный пеп-
тид, направляющий белок в эндоплазматический
ретикулум, где сигнальный пептид отщепляется сиг-
нальной пептидазой. Прогормон обычно не обладает
значительной биологической активностью. Боль-
шинство прогормонов и про-нейропептидов со-
держат в своих последовательностях несколько
пептидов меньшего размера с различными биоло-
гическими активностями. Эти прогормоны обыч-
но подвергаются посттрансляционной обработке –
образованию дисульфидных связей или химиче-
ским модификациям, таким как N-гликозилирова-
ние, O-гликозилирование, ацетилирование или
амидирование. Прогормоны подвергаются даль-
нейшему специфическому протеолитическому
расщеплению, а затем сортируются в секретор-
ные гранулы. Многие гормоны (вазопрессин,
пролактин, окситоцин, АКТГ, брадикинин и др.)
относятся к пептидам [16].

ПРИМЕНЕНИЕ ПЕПТИДОВ 
В БИОФАРМАЦЕВТИКЕ

Современная пептидомика и направление
пептидной биофармацевтики не отставали от на-
учных инноваций, исследуя новые соединения и
молекулярные мишени, используя новые страте-
гии химии для расширения молекулярного раз-
нообразия, а также путем разработки улучшен-
ных фармацевтических свойств пептидов и пеп-
тидомиметиков. Поиск и выделение новых
биологически активных пептидов из различных
источников, определение спектра их активностей
расширяют возможности использования пептид-
ных соединений. Современные технологии поз-
воляют выделять и исследовать в качестве канди-
датов потенциальных терапевтических средств
пептиды из животных, морских организмов и
растений, а также антимикробные пептиды из
амфибий и других микроорганизмов [17].

Пептиды представляют уникальную терапев-
тическую нишу и занимают заметное место в раз-
вивающейся биофармацевтике. Они перспективны
как инструменты для решения проблем, связанных
с усовершенствованием специфики действия ле-
карств, а также для поиска новых соединений и их
аналогов, селективно связывающихся на молеку-
лярном уровне с белковыми мишенями [18]. Изуче-
ние биологической активности пептидов в различ-
ных моделях и исследование их влияния на физико-
химические процессы в организме показало несо-
мненную перспективность дальнейшего исполь-
зования этих соединений в медицинских целях.

Новым этапом развития медицинской науки и
практики стала разработка персонализированной
медицины. Потребовался больший акцент на эф-
фективность, безопасность и специфичность
действия препаратов и методов диагностики. Ос-
новываясь на последних достижениях в области
пептидомики, стало возможным определять с по-
мощью пептидов новые биомаркеры на ранних
стадиях заболевания [19, 20].

Принимая во внимание положительные тера-
певтические свойства пептидов, многие разра-
ботчики лекарств увеличили количество своих
потенциальных разработок за счет новых пепти-
дов и пептидомиметиков. Поэтому потенциальный
рынок пептидных препаратов стал более интенсив-
но развиваться, когда, понимая его перспектив-
ность, на него обратили внимание разработчики ле-
карственных средств из глобального фармацевти-
ческого сектора [21].

Большинство пептидных препаратов (~85%)
получают химическим синтезом, что в значитель-
ной степени связано с развитием современных
методов пептидного синтеза, и лишь для 15% пеп-
тидных лекарств используют рекомбинантные
методы. Технологии химического синтеза предо-
ставляют большие возможности для модифика-
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ций молекул, в том числе с использованием не-
природных аминокислот, внедрением псевдо-
пептидных связей и других модификаций,
недоступных имеющимся рекомбинантным ме-
тодам [22].

Пептиды исследуют по широкому спектру
имеющихся и перспективных показаний, пред-
ставляющих большой интерес для клинического
применения. В настоящее время стратегия при-
менения пептидных препаратов сместилась от
гормональной терапии и диагностики рака в сторо-
ну лечения более широкого спектра заболеваний.
Продолжает расти интерес к применению пептидов
при таких заболеваниях, как диабет, остеопороз,
сердечно-сосудистые заболевания, анемия, син-
дром раздраженного кишечника, болезнь Кушинга,
рассеянный склероз и др. (рис. 2) [23].

СОВРЕМЕННЫЕ ПОДХОДЫ 
К ПОЛУЧЕНИЮ СИНТЕТИЧЕСКИХ 

ПЕПТИДНЫХ ПРЕПАРАТОВ
Несмотря на то что рынок пептидно-белковых

лекарственных препаратов занимает небольшую
часть (2%) мирового рынка лекарств, количество
разрешенных пептидно-белковых препаратов
увеличивается интенсивнее, чем остальной ры-
нок традиционных лекарств [23]. Производство
пептидов и белков сложное и более дорогостоя-
щее [24] по сравнению с малыми молекулами, ко-
торые относительно легче синтезировать, поэто-
му такие препараты обычно более дешевые, чем
пептидно-белковые.

Пептиды, как правило, имеют низкую прони-
цаемость через клеточные мембраны, ограничен-
ную стабильность и низкую пероральную биодо-
ступность, поэтому преимущественный путь их
введения в организм – это подкожные (SC), внут-
римышечные (IM) или внутривенные (IV) инъек-
ции. В настоящее время увеличивается количе-
ство разработок пептидных препаратов, приме-
няемых интраназально в виде капель и/или
спреев [25].

Сравнение положительных и отрицательных
свойств пептидов и химических молекул приве-
дено в табл. 1.

На начальных этапах развития пептидной
фармацевтики малочисленность зарегистриро-
ванных пептидных лекарственных препаратов по
сравнению с малыми химическими молекулами
была обусловлена несколькими объективными
факторами. К ним относятся короткий период
полувыведения многих пептидных молекул, ко-
торые были первыми синтетическими пептидны-
ми лекарственными средствами, из-за присут-
ствия в организме многочисленных пептидаз и
экскреторных механизмов, гидролизующих при-
родные пептиды. Еще одним препятствием, за-
медлявшим внедрение пептидов в качестве лекар-
ственных средств, выступает низкая пероральная
биодоступность [26–28]. Поскольку пероральная
доставка часто рассматривается как предпочти-
тельная для пациентов, наличие на ранних этапах
только парентеральных форм сделала пептидные
лекарственные препараты менее привлекатель-
ным вариантом в случае необходимости их хро-

Рис. 2. Терапевтические области, в которых применяют пептидные препараты [23].
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нического амбулаторного приема. В ряде случаев
пептиды становятся успешными препаратами,
поскольку проявляют множественное (плейо-
тропное) действие на различные мишени в орга-
низме [29].

Новые стратегии химического синтеза и ад-
ресной доставки препаратов позволяют изменять
фармакокинетические, физическо-химические
свойства и специфичность молекулы. Для этого
проводят модификации аминокислот или пеп-
тидной цепи, включение неприродных амино-
кислот, конъюгацию пептидов с носителями для
увеличения периода полувыведения или улучше-
ния растворимости [30, 31].

Отметим, что синтез пептидов – это одно из
самых сложных направлений синтетической ор-
ганической химии, поскольку получение про-
стейшего пептида, состоящего из двух аминокис-
лот, требует до четырех стадий синтеза. Химия
пептидов, как раздел органической химии, посте-
пенно развивалась в мире наряду с совершенство-
ванием общих методов органического синтеза и
очистки.

В “допептидомную эру” большой прорыв в на-
правлении развития пептидной химии произо-
шел в середине 1950-х гг. Ученым удалось выде-
лить в индивидуальном виде ряд пептидных гор-
монов и белков и установить их химические
структуры.

Впервые, в начале 1950-х гг., под руководством
В. дю Винье после установления структуры гор-
мона окситоцина был осуществлен его полный
химический синтез [32]. Эта работа увенчалась
Нобелевской премией по химии в 1955 г. “за вы-
деление, структурную идентификацию и общий

синтез циклического пептида окситоцина” [33].
Успехи команды В. дю Винье заложили фунда-
мент пептидной фармацевтики. Усилия исследо-
вателей во многих странах были направлены на
выделение биологически активных пептидов из
различных организмов, установление их строе-
ния и воспроизведение синтетическим путем.

Несмотря на все сложности синтеза, отсут-
ствие индустрии обеспечения специализирован-
ными реактивами и эффективной системы очист-
ки получаемых пептидных молекул, в мире стали
разрабатывать не только лабораторные, но и тех-
нологические методы для создания промышлен-
ного производства лекарственных препаратов на
основе пептидов.

Индивидуальные синтетические пептидные
лекарственные препараты появились на мировом
фармацевтическом рынке в начале 1960-х гг.
Большие усилия были приложены для получения
первых синтетических гормонов: окситоцина, ва-
зопрессина, производных лютенизирующего гор-
мона. Впоследствии в ряде лабораторий начались
“состязания” по первому синтезу белка. Группа-
ми американских (Р. Меррифилд) и западногер-
манских (Г. Цан) химиков практически одновре-
менно был завершен полный синтез инсулина –
первый химический синтез белка [34].

Фактически регулярное внедрение в практику
синтетических пептидных лекарственных препа-
ратов началось в начале 1970-х гг. Зарубежные
компании выводили на фармацевтический ры-
нок пептидные гормоны, антибиотики, противо-
опухолевые препараты.

Таблица 1. Сравнение положительных и отрицательных свойств пептидов и химических молекул

Химические молекулы Пептиды

80% рынка 2% рынка
+ Низкая себестоимость синтеза – Высокая себестоимость синтеза
+ Высокая мембранная проницаемость – Низкая мембранная проницаемость
+ Высокая стабильность in vivo – Низкая стабильность in vivo
+ Высокая биодоступность per os – Низкая биодоступность per os

– Низкая гидролитическая стабильность
– Ограниченность способов введения в организм

– Высокая вероятность перекрестного взаимо-
действия с другими мишенями (рецепторами)

+ Низкая вероятность перекрестного взаимодей-
ствия с другими мишенями (рецепторами)

+ Высокая селективность и аффинность к рецеп-
торам

+ Легкость идентификации структуры
+ Множественность биомишеней in vivo
+ Низкая токсичность и иммуногенность
+ Меньшая конкуренция среди дженериков
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ОСНОВНЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ РАЗВИТИЯ 
НОВОГО ПОКОЛЕНИЯ ПЕПТИДНЫХ 

ПРЕПАРАТОВ

Механизм действия биологически активных
веществ обычно заключается в их взаимодей-
ствии со специфическими рецепторами. Каждый
рецептор обладает характерной пространствен-
ной структурой участка, взаимодействующего с
биологически активным веществом, и их струк-
туры должны соответствовать друг другу, учиты-
вая не только последовательность аминокислот, но
и стереоспецифичность по отношению к активно-
му центру рецептора. У большинства лекарствен-
ных препаратов существует прямая взаимосвязь
между пространственной структурой, стереоспеци-
фичностью и фармакологической активностью.

Многие синтетические ксенобиотики (непеп-
тидные лекарственные препараты) существуют в
виде смеси двух или большего числа простран-
ственных изомеров, отличающихся своими био-
логическими свойствами. Такие рацемические
препараты могут вызывать серьезные побочные
эффекты (известный пример – препарат Талидо-
мид [35]). Выявление фармакокинетических и
фармакодинамических особенностей отдельных
изомеров открывает перспективы для совершен-
ствования уже известных лекарственных средств.
Лишь 15% синтетических химических препара-
тов, находящихся на европейских рынках, произ-
водится в виде отдельных стереоизомеров,
остальные 85% представляют собой смеси изоме-
ров. В то же время пептидные препараты получа-
ют, как правило, в виде индивидуальных изоме-
ров и выбирать из них те, которые обладают наибо-
лее выраженными эффектами и/или наименьшей
токсичностью [36, 37].

Поскольку природные пептиды легко гидро-
лизуются протеазами, которые распространены
по всему организму, то протеолиз – основной
путь элиминации большинства пептидов. Поэто-
му важно определять основные структурные
свойства при взаимодействии между пептидом и
его мишенью, чтобы проводить успешные моди-
фикации с целью повышения стабильности и со-
хранения биологической активности исследуемого
соединения в качестве кандидата на создание ле-
карственного препарата. Природные немодифици-
рованные пептиды имеют короткий период полу-
распада [4] и низкую проницаемость через клеточ-
ные мембраны, поэтому их активность ограничена,
как правило, внеклеточными мишенями [23, 38].
Но даже при таких ограничениях, благодаря уни-
кальным свойствам, пептиды остаются перспек-
тивными кандидатами для разработки новых лекар-
ственных средств. Преимущества природных пеп-
тидов перед ксенобиотиками – высокие константы
связывания с белковыми мишенями, легкая иден-
тификация субстрата связывания, высокая целевая

специфичность, широкий спектр клинического
применения, низкая токсичность и иммуноген-
ность и многие другие [38]. Низкая пероральная
биодоступность (<1%) [40, 41] немодифициро-
ванных пептидов в основном обусловлена корот-
ким периодом полураспада (минуты), вызванным
протеолизом в крови, почках или печени, а также
быстрым почечным клиренсом при первичном
прохождении желудочно-кишечного тракта и пе-
чени [23, 40, 42]. Несмотря на сложность разра-
ботки перорально стабильных пептидов и пепти-
домиметиков, во многих лабораториях интенсив-
но разрабатываются такие препараты [43, 44].
Подходы к повышению стабильности пептидов
постоянно совершенствуются, создавая новые
варианты структурных модификаций. Одним из
очевидных решений стабилизации гидролитиче-
ской лабильности лекарственных препаратов, со-
держащих природные пептиды, выступает синтез
модифицированных аналогов природных пепти-
дов, ранее зарегистрированных как парентераль-
ные лекарственные средства. Модификации ана-
логов основаны на введении замен в различные
части исходной молекулы для стабилизации, а
иногда и изменения ее структуры, спектра и даже
направления действия, с перспективой получе-
ния нового поколения препаратов с улучшенны-
ми фармацевтическими свойствами.

СТРАТЕГИИ ПОВЫШЕНИЯ 
ПРОНИЦАЕМОСТИ И ПРОТЕОЛИТИЧЕСКОЙ 

СТАБИЛЬНОСТИ ПЕПТИДОВ

Замена природных аминокислот – одна из
стратегий, используемых для предотвращения
гидролиза; для этого проводят модификации по
сайтам, подвергающимся гидролизу, с последую-
щим замещением исходной аминокислоты [10].
В качестве заместителей могут быть D-аминокис-
лоты, β-аминокислоты, дегидроаминокислоты и
другие неприродные производные аминокислот,
а также различные производные олефинов. Такие
модификации способствуют улучшению стабиль-
ности и увеличению периода полувыведения пре-
паратов из плазмы [41, 43, 45, 46].

Описаны примеры, когда устойчивые к дегра-
дации протеазами пролин и гидроксипролин вво-
дили в места расщепления, заменяя легко подвер-
гающиеся гидролизу аминокислоты, что улучшало
стабильность препарата в организме [46, 47]. Для
этих же целей также использовали N-метилирова-
ние или введение N-метил-аминокислот [48, 49].

Одновременное включение D-аминокислот и
N-метилирование амидных связей может значи-
тельно повысить метаболическую стабильность,
создавая дополнительные стерические препят-
ствия. Известно много структурных модифика-
ций, включающих N-алкилирование, для повы-
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шения биологической активности и метаболиче-
ской стабильности пептидов [50–55].

Множество протеолитических ферментов в
крови, плазме, печени или почках – экзопептида-
зы, аминопептидазы и карбоксипептидазы – гид-
ролизуют пептидные последовательности с N- и
С-концов. Поэтому N-ацилирование и C-амиди-
рование часто также повышают устойчивость мо-
дифицированных пептидов к протеолизу [50–55].

Общепринятым вариантом для повышения
жесткости, образования внутримолекулярных
водородных связей и уменьшения межмолеку-
лярного гидратирования выступает циклизация
линейных молекул [50–55].

Деградация экзопептидазами может быть по-
давлена путем введения N-концевых D-амино-
кислот, восстановления С-концевого карбоксила
в соответствующий спирт [50–55].

Получает распространение метод химических
“сшивок” боковых групп аминокислот в пептид-
ной цепи посредством “сшивки” боковых остат-
ков аминокислот в цепи углеводородными
“вставками” либо образованием лактамных мо-
стиков для стабилизации спиральности, повыше-
ния стабильности и внутриклеточной проницае-
мости пептидов, так называемый метод “stapled
peptides” [50–55].

Еще один современный подход для повыше-
ния стабильности и создания пролонгированной
формы нового соединения – конъюгация пептидов
с макромолекулами. Для этих целей применяют
различные полимеры, например, полиэтиленгли-
коль (ПЭГ) [50–55]. ПЭГилирование пептидов поз-
воляет эффективно снижать потенциальную имму-
ногенность, сохранять биологическую активность и
замедлять их ферментативный гидролиз [50–55].
Для стабилизации пептидов и защиты от протеоли-
за используют некоторые жирные кислоты, с кото-
рыми конъюгируют пептиды, или инкапсулируют
пептид в липосомы, нано/микрочастицы или ми-
целлы с большей молекулярной массой. Метод
конъюгации приводит к увеличению периода по-
лураспада и повышению биодоступности пептид-
ных препаратов. В результате конъюгации пепти-
дов с липидами получают липопептидные произ-
водные, сочетающие биологические свойства
пептидов и липидов и обладающие улучшенной
эффективностью и селективностью. Липидиза-
ция пептидов приводит к образованию амфи-
фильных пептидных конъюгатов с повышенной
биодоступностью и увеличению их транспорта
через клеточные мембраны [50–55].

В последнее время получила распространение
новая концепция создания полноразмерных
энантиомерных D-пептидов, замещающих все
соответствующие L-аминокислоты. Такие пепти-
ды (D-пептиды) увеличивают период полураспа-

да целевого продукта и значительно улучшают его
стабильность [55, 56].

Один из первых классических примеров
успешных модификаций природных пептидных
молекул – гормон вазопрессин, содержащий
L-Arg и имеющий период полураспада у человека
10–35 мин [57]. Аналог вазопрессина, в котором
L-Arg заменен на D-Arg, получил название дес-
мопрессин, и его период полураспада составляет
~4 ч [58]. Похожий пример – октреотид – это ана-
лог соматостатина, применяемого для лечения
желудочно-кишечных опухолей. Этот пептид
имеет укороченную последовательность сомато-
статина (8 вместо 14 а.о.) и с заменами L-амино-
кислот D-аминокислотами (рис. 3) [59, 60].

СИНТЕЗ ЦИКЛИЧЕСКИХ ПЕПТИДОВ 
И ПЕПТИДОМИМЕТИКОВ

Минимальные циклические структуры пеп-
тидных соединений – 2,5-дикетопиперазины
(2,5-ДКП), представляющие собой циклодипеп-
тиды, полученные конденсацией двух α-амино-
кислот (рис. 4).

На основе ДКП можно генерировать большое
число различных структур для поиска новых ли-
дерных соединений [61]. Производные 2,5-ДКП
часто встречаются (как в виде простых незаме-
щенных 2,5-ДКП-структур, так и более сложных
молекулярных конструкций) в разнообразных
натуральных продуктах, грибах, бактериях, во
многих растениях и у млекопитающих. Множе-
ство антибиотиков – производные дикетопипе-
разинов [61]. В качестве примера можно привести
лекарственные препараты от простых цикличе-
ских дипептидов, таких как производное димера
циклосерина или каиромицина B [62], до слож-
ных сопряженных полиядерных систем, таких
как бицикломицин [63, 64].

Сама природа создала молекулы, удобные для
модификаций, поскольку 2,5-ДКП состоит из
центрального фрагмента (центроида или scaf-
fold), в который можно вводить различные заме-
стители (рис. 5). 2,5-ДКП представляют собой
шестичленные гетероциклические соединения с
ограниченным конформационным набором по-
ложений. 2,5-ДКП устойчивы к протеолизу и
весьма привлекательны для структурно-функци-
ональных исследований при поиске новых потен-
циальных лекарственных препаратов. Эти кон-
формационно ограниченные хиральные центро-
иды имеют шесть положений, доступных для
структурной модификации различными функци-
ональными группами с определенной стереохи-
мией. Структура 2,5-ДКП позволяет проводить
модификации не только по всем шести позициям
молекулы, но и получать стереохимические изо-
меры по всем четырем положениям оптических



236

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 49  № 3  2023

ИВАНОВ, ДЕЙГИН

Рис. 4. Структура 2,5-дикетопиперазина (2,5-ДКП). R1 и R2 – боковые радикалы аминокислот.
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Рис. 5. Замещенные 2,5-ДКП-центроиды на основе трифункциональных аминокислот.
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центров. 2,5-ДКП имеют жесткий каркас, спо-
собный имитировать предпочтительную конфор-
мацию, ограничивая подвижность аминокислот,
встроенных в его структуру. 2,5-ДКП, состоящие
из трифункциональных аминокислот, содержат
различные функциональные группы, которые до-
полнительно могут быть использованы как для
“нащупывания” положений мишени (с которы-
ми эта молекула вступает во взаимодействие), так
и служить линкерами для присоединения различ-
ных фармакофоров (рис. 6) [64].

Функциональные группы (фармакофоры)
должны легко подвергаться метаболическим пре-
вращениям, например, при присоединении к
центроиду сложноэфирными связями, чтобы лег-
ко гидролизоваться в организме. 2,5-ДКП отно-
сительно легко синтезировать и присоединять к
ним большое разнообразие заместителей, кото-
рыми служат различные аминокислоты, исполь-
зуемые в качестве строительных блоков. Набор
заместителей позволяет варьировать многие фи-
зико-химические характеристики молекулы, та-
кие как строение, размер, форму, липофиль-
ность, дипольный момент, электростатический
заряд, функциональные группы. Все это позволя-
ет in silico моделировать структуры для направ-
ленного дизайна библиотек производных 2,5-
ДКП [65].

Понимание влияния стерических особенно-
стей на физиологическую активность молекулы
позволяет с помощью стереоспецифичных мето-
дов синтеза получать лекарственные препараты,
обладающие наибольшей эффективностью и/или
наименьшей токсичностью. При поиске новых
лидерных соединений следует избегать присут-
ствия в центроиде или заместителях группировок,
способных придавать получаемым соединениям
токсические свойства. Одна из причин различаю-
щейся физиологической активности стереоизоме-
ров лекарственных препаратов – разница в их про-
никновении в организм. Это может быть связано с
особенностями строения 2,5-ДКП, свойствами
биологических мембран, которые сами построе-
ны из оптически активного, асимметрического
материала, а также с наличием в мембранах
транспортных систем, осуществляющих перенос
метаболитов через мембраны [66].

Получил распространение подход с использо-
ванием производных 2,5-ДКП [67] как в виде ко-
ротких аналогов пептидов, так и в виде “вставок”
в различные положения цепи, с варьированием
местоположения 2,5-ДКП в N-, C-конце молекулы
или внутри пептидной цепи для повышения гидро-
литической стабильности и возможности перораль-
ного применения получаемой молекулы [68].

Примером таких модификаций могут служить
исследования аналогов гормона холецистокини-
на (CCK). Производные ССК4 были синтезирова-

ны путем замены последовательности N-концевого
дипептида Trp-Met на дикетопиперазиновое коль-
цо, полученное циклизацией аминокислот Gly и
Trp, к которым далее по атому азота был присоеди-
нен трипептидный фрагмент Nle-Asp-Phe-NH2
(рис. 7), показавший положительные результаты
связывания и селективности с ССК-рецепторами
[67]. Проведенные эксперименты показали, что
активность проявлял только аналог с R-конфигу-
рацией углерода, находящегося у Сα-атома ин-
дольного кольца, тогда как соединения с S-кон-
фигурацией не имели сродства к CCK-рецепто-
рам (рис. 8).

В процессе изучения биологической активно-
сти изомеров дипептида Glu-Trp были получены
новые сведения о влиянии химической и оптиче-

Рис. 6. Общая формула платформы для синтеза биб-
лиотек пептидомиметиков на основе замещенных
2,5-ДКП, где A, D – биологически активные фарма-
кофоры или фрагменты пептидных соединений; L1 и
L2 – биогидролизуемые линкеры; m, n – количество
CH2-групп (от 0 дo 4); R5 – возможные производные
фармакофоров, присоединенные по атомам азота.
*S или R – оптическая ориентация по положениям 3
и 6 атомов углерода [63].
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Рис. 7. Пептидомиметик – агонист гормона холецис-
токинина (ССК) [66].
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ской структуры на биологические свойства этих
изомеров. Показано, что L-Glu-L-Trp-OH,
L-Glu-(L-Trp-OH)-OH, а также их структурные и
стереоизомеры D-Glu-D-Trp-OH и D-Glu-(D-
Trp-OH)-ОН проявляют реципрокное действие
на клетки тимуса (тимоциты) in vitro: L-L-пепти-
ды обладают иммуностимулирующими свойства-
ми, а D-D-пептиды – иммунодепрессивными
[69]. Позже мы показали, что L-Glu-L-Trp-ONa
(Тимоген®) и его структурный и оптический
D-изомер D-Glu-(D-Trp-OH)-ONa (Тимодепрес-
син®) оказывают сходное действие на гемопоэз:
на гемопоэтических клетках-предшественниках
in vitro и in vivo продемонстрировано, что L-L-пеп-
тиды обладают гемостимулирующими свойствами,
а D-D-пептиды – гемосупрессорными [6].

Современные тенденции разработки пептид-
ных лекарственных средств нового поколения де-
монстрируют растущий спрос на неинвазивные,
предпочтительно пероральные, лекарственные
формы. В лаборатории биофармацевтики ИБХ
РАН разработан оригинальный метод создания
пептидомиметиков на основе разветвленных 2,5-
ДКП. Соответственно, была создана новая хими-
ческая платформа на основе разветвленных про-
изводных 2,5-ДКП для получения протеазорези-
стентных неинвазивных биологически активных
пептидомиметиков [6, 64, 69]. Следуя этому под-
ходу, были синтезированы серии перорально ста-
бильных аналогов Тимогена®, эффективно сти-
мулирующих восстановление нарушенного кро-
ветворения и пролиферацию интактных клеток
костного мозга [69], и перорально активных им-
муно- и гемосупрессорных аналогов Тимодепрес-
сина® [6].

Таким образом, производные биоактивных
2,5-ДКП привлекают все больший интерес иссле-
дователей, занимающихся поиском и разработ-
кой новых лекарственных препаратов.

Возможности использовать для модификации
все шесть положений гетероцикла и построение
центроида из трифункциональных аминокислот
позволили провести синтез ряда сложных струк-
тур, содержащих этот центроид. В результате со-
трудничества различных специалистов удалось
получить несколько новых лекарственных препа-
ратов на основе 2,5-ДКП [65].

Методология химии пептидов постепенно раз-
вивалась в мире наряду с совершенствованием
подходов к синтезу органических соединений.
Большой прорыв в этом направлении произошел
после первого успешного синтеза пептида окси-
тоцина [32].

Как упоминалось выше, со времени первого
синтеза окситоцина начался процесс создания
мировой пептидной фармацевтики. Вскоре и в
СССР стали развиваться работы в этом перспек-
тивном направлении. В конце 1960-х годов в

Москве, Ленинграде, Киеве были созданы лабо-
ратории химии природных соединений, занимав-
шиеся исследованиями пептидов. Несмотря на
все сложности синтеза, отсутствие специализи-
рованных реактивов и эффективной приборной
базы для очистки получаемых пептидных моле-
кул, в СССР стали разрабатывать не только лабо-
раторные, но и технологические методы для со-
здания лекарственных препаратов на основе пеп-
тидов. В лабораториях СССР также проводили
синтез и исследования пептидов, структуры кото-
рых были установлены к тому времени – оксито-
цина, вазопрессина, АКТГ, соматостатина и др.
[70, 71].

Зарубежные фармацевтические компании вы-
водили на рынок пептидные гормоны, антибио-
тики, противоопухолевые препараты. В СССР не
отставали от темпов исследований зарубежных
коллег, также проводились работы по синтезу
различных пептидов, депсипептидов, ионофоров
и других пептидных соединений и созданию пре-
паратов на их основе. Пионерами в этом направ-
лении были ученые из Москвы (ИХПС АН
СССР, ныне Институт биоорганической химии
им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН),
МГУ им. М.В. Ломоносова, Институт молекуляр-
ной генетики АН СССР, Институт фармакологии
МЗ СССР), Ленинграда (ЛГУ, Институт высоко-
молекулярных соединений АН СССР и Институт
особо чистых биопрепаратов – ВНИИ ОЧБ) и
Новосибирска (НПО “Вектор”).

Первыми зарегистрированными в СССР в
1988 и 1989 гг. оригинальными отечественными
пептидными лекарственными препаратами были
Даларгин [72] (рис. 8) и Тимоген [73]. Даларгин
стал первым в мире лекарством, созданным на ос-
нове синтетического нейропептида – аналога
лейцин-энкефалина. Тимоген – природный им-
мунокорректор – пептид, первоначально выде-
ленный из экстракта тимуса и впоследствии по-
лученный синтетическим путем [73].

Была разработана промышленная технология
получения пептидных лекарственных препаратов
и налажено их производство на первом в СССР
опытно-промышленном производстве биопрепа-
ратов при Всесоюзном кардиологическом центре
МЗ СССР. В это же время проводились работы по
синтезу и созданию лекарственных препаратов в
ряде других лабораторий и институтов страны.
Были созданы препараты Семакс, Дельтаран, Ли-
копид, Иммунофан. В более позднее время на
российский рынок вышли другие оригинальные
препараты: Тимодепрессин, Селанк и Ноопепт
[74–79].

В СССР и России за период до 2015 г. созданы
и внедрены в производство ~30 оригинальных син-
тетических лекарственных препаратов, из них
14 препаратов представляют собой пептиды
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(табл. 2). Если сравнить достижения тех лет оте-
чественных разработчиков с зарубежными, то по-
лучится, что из ~5000 химических препаратов
~15 отечественных (~0.1%), а из 80 пептидных
препаратов – 14 отечественных, что составляло
почти 20% процентов мировых разработок.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Основные этапы развития химии пептидов и

понимание важной роли этих соединений в про-
цессах жизнедеятельности практически всех жи-
вых организмов создали предпосылки для интен-
сивной разработки методов анализа, синтеза и
практического применения пептидов в медици-
не, ветеринарии и сельском хозяйстве. Последо-
вательное внедрение пептидных лекарственных
препаратов в медицинскую и ветеринарную прак-
тику стимулировало создание современной науч-
ной, технологической и клинической базы для
расширения исследований “от идеи до аптеки”, и
постепенно было сформировано пептидное на-
правление биофармацевтики. Учитывая значи-
тельные успехи советских и российских пептид-
ных исследований и разработок, есть надежда,

что образовавшееся отставание от международ-
ных пептидных лабораторий будет преодолено, и
отечественная биофармацевтика возобновит свое
успешное развитие.
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Peptides are small molecule substances involved in numerous essential physiological functions such as human
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В эпоху нарастания глобальной угрозы антибиотикорезистентности антимикробные пептиды
(АМП) рассматриваются в качестве перспективных соединений, на основе которых могут быть со-
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агентов против возбудителей бактериальных и грибковых инфекций. В обзоре обоснована актуаль-
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ных этапах клинических исследований или уже завершивших клинические испытания в качестве
средств для лечения различных инфекционных заболеваний.

Ключевые слова: антимикробные пептиды (АМП), инфекционные заболевания, антибиотикорези-
стентность, множественная лекарственная устойчивость, пептидные препараты, клинические иссле-
дования
DOI: 10.31857/S0132342323030181, EDN: PEADRY

СОДЕРЖАНИЕ
ВВЕДЕНИЕ.......................................................243
СТРУКТУРНАЯ КЛАССИФИКАЦИЯ
И БИОЛОГИЧЕСКИЕ ФУНКЦИИ АМП.........244
ЛЕКАРСТВЕННЫЕ ПРЕПАРАТЫ 
НА ОСНОВЕ АМП, ПРОХОДЯЩИЕ
КЛИНИЧЕСКИЕ ИСПЫТАНИЯ......................245
ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ АМП
В МЕДИЦИНСКОЙ ПРАКТИКЕ...................253
ЗАКЛЮЧЕНИЕ.................................................254
СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ................................255

ВВЕДЕНИЕ
Открытие антибиотиков в ХХ веке произвело

революцию во многих областях медицины, одна-

ко бесконтрольное применение этих соединений
в последние десятилетия привело к распростра-
нению устойчивых штаммов бактерий [1]. При-
мечательно, что со времени введения в медицин-
скую практику хинолонов в 1960-х гг. не было от-
крыто ни одного класса антибиотиков с широким
спектром действия, а за последние 20 лет был от-
крыт лишь один антибиотик нового класса – те-
иксобактин. Важно отметить, что в условиях гло-
бальной пандемии критически возрастает нагруз-
ка на систему здравоохранения, что, в конечном
счете, может привести к резкому росту смертно-
сти от вторичных внутрибольничных инфекций
(ВБИ). В ряду различных ВБИ наибольшее рас-
пространение имеют возбудители пневмонии,
инфекции мочевыводящих путей, кожи и мягких
тканей. Ключевыми представителями ВБИ вы-
ступают патогены так называемой ESKAPE-груп-
пы (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseu-
domonas aeruginosa, Enterobacter sp.) [2]. На сего-
дняшний день зарегистрированы случаи устой-
чивости ко всем известным классам антибиоти-

1 Статья посвящается памяти академика РАН Иванова Ва-
дима Тихоновича. 
Сокращения: АМП – антимикробные пептиды; ВБИ –
внутрибольничные инфекции; ЛПС – липополисахарид.

# Автор для связи: (эл. почта: arenicin@mail.ru).

УДК 577.181
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ков у таких грамотрицательных бактерий, как
A. baumanii и P. aeruginosa. Один из механизмов
реализации хронического инфекционного про-
цесса – формирование сообществ бактерий в ви-
де биопленок, обладающих повышенной устой-
чивостью к антибиотикам.

В сложившейся ситуации необходима разра-
ботка принципиально иных подходов для поиска
новых соединений и терапии бактериальных ин-
фекций (так называемых “платформ” [3]): 1) по-
иск специфических молекулярных мишеней с ис-
пользованием методов биоинформатики; 2) вы-
сокопроизводительный скрининг природных и
синтетических антибиотиков, нацеленных на эти
мишени; 3) рациональный дизайн гибридных ан-
тибиотиков; 4) разработка подходов по созданию
пролекарств, активируемых клетками-мишенями;
5) разработка препаратов, нейтрализующих фак-
торы вирулентности; 6) разработка препаратов на
основе эндолизинов бактериофагов; 7) поиск ген-
ных кластеров, кодирующих или регулирующих
синтез новых рибосомально синтезируемых бакте-
риоцинов (RiPPs), а также нерибосомальных пеп-
тидов (NRPs); 8) разработка технологий для выра-
щивания “некультивируемых” микроорганизмов,
например, входящих в состав почвенных или
морских сообществ, а также микробиомов живот-
ных с последующим прямым поиском в них но-
вых антибиотиков [4–7].

В последние годы значительное внимание ве-
дущих мировых научных групп и фармацевтиче-
ских компаний уделяется еще одному подходу –
поиску и разработке широкой панели антибио-
тиков на основе катионных антимикробных
пептидов (АМП) [8, 9]. Данные соединения син-
тезируются на рибосоме и выступают ключевы-
ми молекулярными факторами врожденного им-
мунитета животных, растений и грибов, а также
выполняют защитную и коммуникативную функ-
цию у бактерий [10]. Сложный механизм действия,
включающий воздействие на различные молеку-
лярные мишени, в том числе на мембрану патоге-
на, и способность быстро уничтожать клетки-ми-
шени препятствуют формированию эффективных
механизмов развития резистентности к АМП. Важ-
но отметить, что данные соединения могут в пер-
спективе внести вклад в борьбу с хроническими ин-
фекциями, поскольку АМП, с одной стороны, спо-
собны уничтожать персистирующие клетки, а с
другой, они обладают небольшим размером, позво-
ляющим проникать в матрикс биопленки [11, 12].

СТРУКТУРНАЯ КЛАССИФИКАЦИЯ
И БИОЛОГИЧЕСКИЕ ФУНКЦИИ АМП
Катионные АМП, которые принято класси-

фицировать по типу пространственной структу-
ры, разделяют на три основных семейства. К пер-
вому относят пептиды, приобретающие преиму-

щественно α-спиральную структуру при контакте
с мембранами или в средах, имитирующих свой-
ства мембран. Во второе семейство объединяют
линейные пептиды, не образующие α-спиралей и
отличающиеся повышенным содержанием опре-
деленных аминокислотных остатков (Gly, Pro,
His, Trp). Третье семейство составляют пептиды,
в структуре которых встречаются антипараллель-
ные β-слои. У животных АМП могут быть лока-
лизованы в барьерных эпителиальных клетках
кожи и слизистых оболочек или распределяться
системно благодаря биосинтезу в циркулирую-
щих клетках (гемоциты беспозвоночных, грану-
лоциты позвоночных), а также участвовать в фа-
гоцитозе [13].

Важно отметить, что нарушения в экспрессии
генов АМП могут приводить к развитию хрониче-
ских инфекционных и аутоиммунных заболева-
ний, которые могут быть связаны как с недостат-
ком АМП (кателицидина LL-37 при нейтропении
[14], α-дефенсинов при болезни Крона [15]), так
и с их избытком (кателицидина LL-37 при псори-
азе [16]) в организме, что подчеркивает ключевую
роль этих соединений в регуляции иммунных
процессов [17]. Катионные рибосомально синте-
зируемые АМП бактериального происхождения
объединяют в класс бактериоцинов [18]. Актив-
ность этих соединений наиболее выражена в от-
ношении видов бактерий, родственных проду-
центам, однако известно небольшое число бакте-
риоцинов с широким спектром активности.

Механизмы антимикробного действия бакте-
риоцинов в настоящее время изучены недоста-
точно детально, хотя известно, что селективность
их действия обусловлена связыванием со специ-
фическими структурами (паттернами) на поверх-
ности клетки-мишени (маннозофосфотрансфе-
разный комплекс, липид II и др.) [19, 20]. Моле-
кулярный механизм антибиотического действия
АМП из эукариот в большинстве случаев связан с
нарушением целостности цитоплазматической
мембраны патогенов, а селективность действия
катионных АМП в отношении бактериальных
клеток объясняется значительными различиями
биохимического состава и электрофизиологиче-
ских свойств мембран микроорганизмов и клеток
организма-хозяина (липидный состав внешнего
слоя мембраны, спонтанная кривизна поверхно-
сти мембраны, поверхностный заряд, трансмем-
бранный потенциал и др.) [21].

Стоит отметить, что за длительную историю
непрерывной коэволюции иммунной системы
многоклеточных видов и патогенных бактерий
последние так и не смогли отобрать и закрепить
эффективные механизмы резистентности в отно-
шении катионных АМП, поскольку они должны
быть сопряжены со значительными физико-хи-
мическими изменениями в структуре клеточной
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мембраны и ее электрофизиологических свой-
ствах. Тем не менее некоторые патогенные мик-
роорганизмы способны вырабатывать временные
меры защиты для снижения чувствительности к
АМП, такие как снижение отрицательного заряда
на поверхности клетки путем химической моди-
фикации липополисахаридов (ЛПС), липотейхо-
евых кислот и фосфолипидов, образование био-
пленок и капсул, биосинтез протеаз, секреция
ДНК и АМП-связывающих белков, подавление
экспрессии генов, кодирующих АМП, в клетках
организма-хозяина, повышение уровня биосин-
теза эффлюксных насосов [22]. В отличие от мно-
гих традиционных антибиотиков, при снятии
давления отбора чувствительность к АМП быстро
возвращается [23], что свидетельствует о значи-
тельной нагрузке на метаболизм клетки, находя-
щейся в состоянии повышенной устойчивости к
катионным пептидам.

Наряду с обширными данными о мембрано-
тропных свойствах АМП появляется все больше
сведений о наличии дополнительных специфиче-
ских мишеней (различных цитоплазматических и
мембранных белков, например, шаперонов и бел-
ков Mla-пути, а также нуклеиновых кислот) для
катионных пептидов [24], что дополнительно
снижает риск возникновения резистентности к
этим соединениям. Например, β-шпилечный
АМП танатин из клопа-щитника Podisus macu-
liventris связывает белки LptA и LptD, тем самым
препятствуя переносу молекул ЛПС через пери-
плазматическое пространство и нарушая процесс
биосинтеза наружной мембраны грамотрица-
тельных бактерий [25]. Показано, что многие
пролин-богатые АМП животных, проникая в ри-
босомный туннель, способны блокировать про-
цесс трансляции у бактерий [26]. Выступая фак-
торами, повышающими проницаемость бактери-
альных мембран, АМП могут облегчать доставку
внутрь клетки антибиотиков, применяемых в
клинической практике [27, 28]. Синергизм и ре-
сенсибилизация резистентных штаммов к клини-
чески значимым антибиотикам в присутствии
АМП достигается в том числе благодаря связыва-
нию последних с факторами резистентности, на-
пример, с металло-β-лактамазой NDM-1 [29].
Важно отметить, что для многих АМП доказано
отсутствие перекрестной резистентности со сто-
роны колистин-устойчивых штаммов бактерий,
включая штаммы, которые несут плазмиду с ге-
ном mcr-1 [30].

ЛЕКАРСТВЕННЫЕ ПРЕПАРАТЫ
НА ОСНОВЕ АМП, ПРОХОДЯЩИЕ 

КЛИНИЧЕСКИЕ ИСПЫТАНИЯ
На сегодняшний день охарактеризовано не-

сколько тысяч природных АМП, обладающих как
широким спектром активности, так и специфи-

ческим действием на конкретные штаммы бакте-
рий [31, 32]. Существующие подходы к анализу
природного биоразнообразия АМП и высокопро-
изводительному скринингу их аналогов позволя-
ют находить и отбирать потенциальные прототи-
пы препаратов с требуемым профилем антимик-
робной активности. Тем не менее, несмотря на
имеющиеся преимущества этих соединений и,
зачастую, наличие эффективности в условиях
in vivo, их выведение на рынок в качестве потен-
циальных антибиотиков сопряжено с рядом об-
щих для всех АМП проблем: сравнительно высо-
кой цитотоксичностью и острой токсичностью,
низкой стабильностью и сравнительно коротким
периодом полувыведения из-за протеолитиче-
ской деградации и связывания с белками плазмы
крови [33–36]. В большинстве случаев вышепри-
веденные ограничения могут быть преодолены
путем рационального дизайна и модификации
структуры природных соединений, в том числе
создания пептидомиметиков, однако это требует
дополнительных затрат на этапе разработки, по-
лучения и доклинических испытаний. Значитель-
ный прогресс в анализе взаимосвязи структуры и
активности АМП, достигнутый за последние годы,
хорошо освещен в ряде обзорных статей [37–40].
Не менее важный фактор – сравнительно высо-
кая стоимость получения пептидных препаратов.
За исключением цистеин-богатых АМП длиной
>40 а.о. (например, дефенсинов), АМП в боль-
шинстве случаев не обладают слишком сложной
пространственной структурой, поэтому могут
быть синтезированы химическим путем для прове-
дения стартовых структурно-функциональных ис-
следований. Стоимость производства АМП оце-
нивается в ~100–1000 долларов США за 1 мг пеп-
тида, полученного с помощью твердофазного
синтеза, что намного дороже, чем производство
классических антибиотиков [41, 42]. Подобные за-
траты снижают интерес фармацевтических компа-
ний к проведению доклинических и клинических
испытаний АМП.

В настоящее время более 60 препаратов на ос-
нове АМП проходят доклинические (~40 соедине-
ний) и клинические (~20 соединений) испытания.
Стоит отметить, что среди них 16 соединений про-
ходят различные стадии клинических испытаний
как антибиотические препараты с прямым дей-
ствием на клетки-мишени. Подробное описание
этих АМП, а также актуальная информация о кли-
нических исследованиях на основе баз данных
Dramp Database и Clinical Trials Database, годовых
отчетов, пресс-релизов, информационных сайтов
компаний-разработчиков и ранее опубликован-
ных статей [43–52] представлены в табл. 1 (струк-
туры некоторых АМП приведены на рис. 1).

Большинство препаратов на основе АМП –
природные соединения (например, кателицидин
человека LL-37 или растительный дефенсин
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HXP124) или их ближайшие структурные аналоги, в
частности MSI-78 (аналог магейнина), IB-367 (ана-
лог протегрина-1), MBI-226 (аналог индолициди-
на). Для препаратов на основе АМП человека –
производных LL-37 и гистатина – также харак-
терно наличие иммуномодулирующей активно-
сти, что рассматривается как преимущество при
лечении хронических инфекций на фоне имму-
нодефицита. В остальных случаях препараты по-
зиционируются как альтернатива традиционным
антибиотикам. Для большинства препаратов
предполагается наружное применение в виде ге-
лей, растворов и аэрозолей для обработки инфи-
цированных ран (в том числе ожоговых), хрони-
ческих трофических язв, а также инфекций кожи
и слизистых, а их механизм действия связан с на-
рушением целостности и деполяризацией мем-
браны патогена. Исключения составляют ланти-

биотик NVB302 и циклический пептид POL7080.
NVB302 представляет собой полусинтетический
лантибиотик II типа, ингибирующий синтез кле-
точной стенки Clostridium difficile и ряда грампо-
ложительных бактерий, полученный на основе
дезоксиактагардина B, продуцируемого актино-
бактериями Actinoplanes linguriae [53]. NVB302
успешно прошел клинические испытания фазы I
для лечения диареи, вызванной C. difficile [90].
POL7080 (Murepavadin) представляет собой цик-
лический аналог протегрина-1, разработанный
компанией Polyphor Ltd., для лечения нозокоми-
альной и связанной с искусственной вентиляци-
ей легких пневмоний (HABP/VABP), вызванных
P. aeruginosa. POL7080 специфичен в отношении
данного патогена и в доклинических исследова-
ниях превзошел эффективность колистина в
отношении изолятов P. aeruginosa с широкой лекар-

Рис. 1. Структуры антимикробных пептидов, проходящих различные стадии клинических испытаний: (а) – лантибио-
тик NVB-302 [79]; (б) – дефенсин NaD1 из цветка табака Nicotiana alata (PDB: 1MR4), который выступает структурным
гомологом препарата HXP124 с аналогичным αβ-типом пространственной укладки, стабилизированным четырьмя
дисульфидными связями (выделены черным цветом); (в) – пептидомиметик Lytixar (LTX-109) [70]; (г) – ариламидный
фолдамер Brilacidin (PMX-30063) [50]; (д) – циклический аналог протегрина-1 Murepavadin (POL7080) [80].
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ственной устойчивостью [50, 82–84]. POL7080 –
первый антибиотик, специфически связываю-
щийся с интегральным белком LptD внешней
бактериальной мембраны, участвующий в биоге-
незе ЛПС синегнойной палочки [79–81].

Несмотря на возрастающую резистентность к
классическим антибиотикам, стимулирующую
поиск новых антибактериальных средств, суще-
ствует необходимость в разработке препаратов
для лечения инфекционных заболеваний, вы-
званных грибковыми патогенами. Наряду с анти-
бактериальной активностью, некоторые АМП
эффективны в отношении грибковых инфекций.
Например, на основе АМП гистатина-5 был раз-
работан препарат PAC113, который успешно про-
шел II фазу клинических испытаний в качестве
средства для борьбы с грибковыми инфекциями у
ВИЧ-инфицированных пациентов с кандидозом
полости рта. Другими примерами противогриб-
ковых препаратов на основе АМП служат цикли-
ческий пептид NP213 (Novexatin) и растительный
дефенсин HXP124 (HXP124-ONY-002, Pezadef-
tide) для лечения онихомикоза (грибкового пора-
жения ногтей).

Как упоминалось ранее, восприимчивость
АМП к протеолитической деградации – одна из
проблем, ограничивающая разработку терапевти-
ческих средств на их основе. Однако существуют
различные стратегии повышения стабильности
АМП, например, введение неприродных или
D-аминокислот, циклизация, химические мо-
дификации, в том числе пегилирование [91, 92].
Разнообразие структур природных АМП позво-
ляет создавать соединения, имитирующие их
структуру и активность, но с повышенной ста-
бильностью. Примерами пептидомиметиков,
проходящих клинические испытания, выступа-
ют PMX-30063 (Brilacidin) – ариламидный фол-
дамер, имитирующий амфифильные свойства де-
фенсинов, и синтетический катионный трипеп-
тид LTX-109 (Lytixar).

ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ АМП
В МЕДИЦИНСКОЙ ПРАКТИКЕ

Динамичное распространение новых штаммов
резистентных бактерий – одна из глобальных
проблем общественного здравоохранения. Не-
смотря на то что рынок пептидных препаратов
изначально был ориентирован на лечение онко-
логических и метаболических заболеваний, в на-
стоящее время вектор смещается в сторону борь-
бы с инфекционными заболеваниями [36, 93].
Для борьбы с множественной лекарственной
устойчивостью АМП рассматриваются в качестве
перспективной альтернативы традиционным ан-
тибиотикам как соединения с уникальным меха-
низмом действия. Со времени открытия низина в
конце 1930-х гг. было обнаружено и исследовано

множество АМП. На сегодняшний день охарак-
теризовано несколько тысяч природных АМП из
животных, растений и грибов, а также бактерио-
цинов. Более того, каждый вид многоклеточных
организмов содержит гены, потенциально коди-
рующие АМП [94]. Почвенные и морские мик-
робные сообщества, а также микробиота челове-
ка населены конкурирующими бактериями, что
способствует синтезу и непрерывной эволюции
новых АМП и, в конечном счете, приводит к воз-
никновению арсенала антимикробных агентов с
большим терапевтическим потенциалом. Несо-
мненно, выявленное биоразнообразие природ-
ных пептидов – исключительно богатый исход-
ный материал для разработки множества принци-
пиально новых антибиотиков.

Очевидно, что разработанные ~60 лет назад
микробиологические стандарты тестирования ан-
тибиотической активности не позволяют долж-
ным образом оценить активность АМП [95]. Внед-
рение модифицированных протоколов оценки ан-
тибактериальной активности АМП in vitro, а также
исследований на небольших выборках животных
позволит с большей эффективностью предсказы-
вать терапевтический потенциал (снижение обсе-
мененности тканей/крови или лечебный эффект)
на дальнейших этапах клинических испытаний и
тем самым сократить затраты на стадии скринин-
га представительных библиотек соединений. В
отличие от традиционных низкомолекулярных
антибиотиков, эндогенные АМП человека и схо-
жие с ними по свойствам соединения белково-
пептидной природы реализуют свой антимикроб-
ный потенциал, взаимодействуя с иммунной си-
стемой, например, проявляя синергизм с другими
молекулами. Для эффективного скрининга АМП
необходимо учитывать присутствие таких моле-
кул, а также соответствующее физиологическое
состояние патогенных клеток-мишеней, которое
отличается от условий богатой ростовой среды.
Кроме того, при рассмотрении нового препарата
на основе АМП в качестве альтернативы класси-
ческим антибиотикам, действующим исключи-
тельно на мишень патогена, нельзя пренебрегать
особенностями фармакокинетики катионных
пептидов и бактериоцинов, для которых харак-
терны связывание с белками плазмы крови и де-
градация под действием протеолитических фер-
ментов.

Клинические испытания различных АМП бы-
ли инициированы более 20 лет назад. Первые из
них – пептиды на основе АМП животного проис-
хождения – MSI-78 (магейнин лягушки), IB-367
(протегрин свиньи) и MBI-226 (индолицидин бы-
ка) – не показали ожидаемой эффективности в
клинических испытаниях III фазы. Испытания не
были успешными в основном из-за неправильно-
го дизайна исследований, неоптимальной формы
применения, в отдельных случаях из-за повы-
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шенной смертности по сравнению с плацебо (на-
пример, в случае IB-367), невозможности достичь
целевых показателей клинической эффективно-
сти и отсутствия улучшенных показателей актив-
ности по сравнению с классическими антибиоти-
ками. В связи с этим критически важная задача на
уровне принятия решений регулирующими орга-
нами – повсеместное введение новых стандартов
проведения клинических испытаний для АМП и
других антимикробных агентов, учитывающих, в
первую очередь, способность эффективно подав-
лять рост мультирезистентных патогенов, а также
низкую вероятность и динамику развития устой-
чивости. Так, в 2012 г. Конгрессом США была
утверждена программа “GAIN Act” (The Generat-
ing Antibiotics Incentives Now), нацеленная на ре-
шение проблемы антибиотикорезистентности пу-
тем создания антибиотиков нового поколения. В
рамках программы и ряда дополнительных иници-
атив были запланированы следующие этапы:
1) разработка и внедрение протоколов упрощен-
ной регистрации новых антимикробных препара-
тов с учетом нарастающей проблемы возникнове-
ния антибиотикорезистентности; 2) утверждение
стратегии создания новых антибактериальных
средств “Antibacterial Drug Development Task
Force” и преобразования клинических испыта-
ний “Clinical Trials Transformation Initiative”;
3) продление срока исключительного права (5–7 лет)
и закрепление преимущества на рынке для препа-
ратов, отнесенных Управлением по контролю за
качеством пищевых продуктов и медикаментов
(Food and Drug Administration или FDA) к группе
продуктов, соответствующих требованиям к про-
тивоинфекционным лекарственным средствам
(Qualified Infectious Disease Products или QIDP);
4) ускоренная и упрощенная регистрация препа-
ратов для лечения редких инфекционных заболе-
ваний и для лечения ограниченного контингента
пациентов (программа “Limited-Population Anti-
bacterial Drug (LPAD) Pathway”). Во многом благо-
даря вышеописанным регуляторным инициати-
вам все больше новых АМП на этапе доклиниче-
ских испытаний позиционируются как препараты
системного действия для борьбы с мультирези-
стентными ESKAPE-патогенами, т.е. как альтер-
натива классическим антибиотикам [96, 97]. На-
личие отличного от классических антибиотиков
механизма действия АМП также создает перспек-
тиву их совместного применения благодаря выра-
женному синергизму по отношению к бактериям
при одновременном введении [98].

Фармацевтические компании зачастую сосре-
доточены на разработке лекарственных препара-
тов на основе АМП для местного применения как
более безопасных и экономичных вариантов ан-
тимикробных агентов. Разработка оптимальных
рецептур и способов введения препаратов-канди-
датов на основе АМП остается одной из основ-

ных стратегических задач для их успешного прак-
тического использования. Кроме того, рядом
компаний ведутся разработки по созданию на ос-
нове АМП покрытий для обработки изделий ме-
дицинского назначения (имплантатов, катете-
ров, хирургических инструментов). Наконец, по-
вышению темпов внедрения препаратов на
основе АМП в медицинскую практику может
способствовать разработка современных биотех-
нологических подходов и универсальных плат-
форм для масштабирования технологических
процессов получения АМП с различной структу-
рой [42]. Значительное снижение стоимости про-
изводства АМП будет стимулировать переход от
фундаментальных исследований к доклиничес-
ким испытаниям со стороны научного сообще-
ства, а также интерес фармацевтических компа-
ний к проведению клинических испытаний наи-
более перспективных соединений. По оценке
ряда ведущих мировых ученых в области разработ-
ки антимикробных препаратов, для успешного
прохождения III фазы клинических исследований
с последующей регистрацией хотя бы одного пре-
парата на основе АМП необходимо создать непре-
рывный процесс испытаний (“pipeline”) как ми-
нимум 34 различных соединений, начиная от эта-
па доклинических исследований, с суммарными
инвестициями не менее 600 млн фунтов стерлин-
гов [99]. Учитывая динамичное развитие данного
направления, нет сомнений, что в течение бли-
жайшего десятилетия первые противоинфекцион-
ные агенты на основе АМП будут активно исполь-
зоваться в мировой медицинской практике.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В эпоху стремительного распространения ре-
зистентных штаммов бактерий наряду с поиском
новых антибактериальных агентов возникает не-
обходимость в разработке соединений для борь-
бы с грибковыми патогенами и микроорганизма-
ми, формирующими биопленки. В настоящее
время все чаще появляются сообщения о рези-
стентности патогенов к полимиксинам, что ста-
вит под сомнение перспективы эффективного
применения этих антибиотиков в качестве “по-
следней линии” противоинфекционной защиты.
Это особенно актуально на фоне активного плаз-
мида-опосредованного распространения генов
mcr-1, обусловливающих устойчивость к данным
антибиотикам [100]. Результаты клинических ис-
следований подтверждают терапевтический по-
тенциал препаратов на основе АМП в качестве
средств многоцелевого назначения для лечения
бактериальных и грибковых инфекционных забо-
леваний и удаления биопленок. Несмотря на ряд
проблем, ограничивающих выведение АМП на
рынок в качестве лекарственных препаратов, в
настоящее время активно разрабатываются раз-
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личные стратегии преодоления этих проблем,
включая снижение токсических эффектов, про-
изводственных затрат и улучшения фармакоки-
нетических параметров. Кроме того, существует
возможность регуляции биосинтеза эндогенных
АМП человека, в частности при действии различ-
ных модуляторов, например, витамина D3 [101].
Ряд преимуществ АМП (низкая вероятность раз-
вития резистентности, быстрота действия, нали-
чие внутриклеточных мишеней, широкий спектр
антимикробного действия, различные виды био-
логической активности, синергизм действия с
конвенциальными антибиотиками) открывает
реальную возможность преодоления распростра-
нения резистентных патогенных штаммов мик-
роорганизмов. Лекарственные препараты на ос-
нове АМП следует рассматривать в качестве ре-
зервных антибиотических средств при развитии у
пациентов тяжелых состояний, вызванных гос-
питальными инфекциями, опосредованными
штаммами грамотрицательных бактерий с мно-
жественной лекарственной устойчивостью.
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In the era of the growing global threat of antibiotic resistance, antimicrobial peptides (AMPs) are considered
as new generation drugs for treatment of various infectious diseases. In this review, AMPs are seen as an al-
ternative to traditional antibiotics, many of which have already lost or are gradually reducing their effective-
ness against a number of critically important pathogenic microorganisms. Recent outbreaks of secondary in-
fections during the COVID-19 pandemic have increased the interest in AMPs due to an acute shortage of ef-
fective agents against bacterial and fungal infections. The review summarized current data on clinical studies
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Функция нового открытого белка часто оценивается путем сопоставления его последовательности
с последовательностями белков с известными функциями. Однако белковые суперсемейства могут
содержать в себе гомологичные элементы, которые при этом катализируют разные реакции. Неко-
торые гомологичные белки отличаются тем, что выполняют вторую или даже третью функцию и
именуются “moonlighting proteins”, что можно перевести как белки-совместители или белки подра-
ботки. В последнее время такие белки стали называть многофункциональными. Помимо них в су-
персемейства белков с несколькими функциями включают псевдоферменты, имеющие обычный
каталитически активный домен, но не обладающие каталитической активностью, а также метамор-
фы и морфеины. В обзоре приводятся примеры таких белков, обсуждается многообразие их функ-
ций и значимость в жизнедеятельности клетки.
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ВВЕДЕНИЕ
Многочисленные исследования продемон-

стрировали, что отдельные белки могут работать
“по совместительству” – это означает, что они
могут выполнять множество функций в зависи-
мости от локализации в клетке, экспрессии в раз-
личных типах клеток, взаимодействия с другими
белками с образованием мультимеров и иных ме-
ханизмов.

В 1982 г. T. Ingolia и E. Craig сообщили об опре-
делении первичной последовательности ДНК че-
тырех белков теплового шока (hsp22, hsp23, hsp26
и hsp27) у дрозофилы [1]. Когда эти последова-
тельности белков теплового шока сравнили с по-
следовательностями других известных белков, ав-
торы обнаружили, что они гомологичны α-кри-
сталлину млекопитающих – белку, который
составляет 35% хрусталика глаза позвоночных [1].
Белок α-кристаллин несет в себе структурную

1 Статья посвящается памяти академика РАН Иванова Ва-
дима Тихоновича. 
Сокращения: AMF – аутокринный фактор подвижности;
DLA2 – дигидролипоилтрансацетилаза из хлоропластов
Chlamydomonas reinhardtii; GAPDH – глицеральдегид-3-фос-
фатдегидрогеназа; GOSPEL – конкурент GAPDH с белком
Siah (GAPDH’s competitor Of Siah Protein Enhances Life);
iNOS – индуцибельная синтаза оксида азота; LA – α-лакт-
альбумин; Ltn – хемокин-лимфотактин семейства C; mHtt –
мутантная форма белка гентингтина; PDC – пируватдегид-
рогеназа; SNO-GAPDH – модификация GAPDH оксидом
азота в активном центре цистеина; Sirtl – сиртуин-1; РБЖ –
регуляторные белки железа; ЭРЖ – элементы, реагирую-
щие на железо.

# Автор для связи: (тел.: +7 (3822) 28-26-76, доб. 3341;
эл. почта: ieved@ya.ru).
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функцию, которая заключается в содействии
поддержанию надлежащего показателя прелом-
ления в хрусталике. В дальнейшем было показа-
но, что α-кристаллин экспрессируется в других
тканях помимо хрусталика [2–5]. Более того,
α-кристаллин, выделенный из глаз млекопитаю-
щих, обладал шаперонной активностью in vitro,
указывая на то, что в тканях хрусталика сохраня-
лась эта активность. Вскоре было обнаружено,
что другие кристаллины, специфичные для птиц
и рептилий, имеют очень высокое сходство по-
следовательностей с метаболическими фермента-
ми, проявляют эти метаболические ферментатив-
ные активности при выделении из ткани хруста-
лика и кодируются тем же геном [6, 7].
Очевидный и неожиданный вывод заключался в
том, что некоторые кристаллины, кодируемые
одним и тем же геном, могут выполнять две со-
вершенно разные функции.

В 1988 г. J. Piatigorsky и его коллеги впервые
описали явление, при котором белок, кодируе-
мый одним геном, выполняет две или более не-
связанные функции в клетке или организме [6, 8].
В 1999 г. C. Jeffrey использовала термин “moon-
lighting proteins”, чтобы лучше описать эти белки,
выполняющие несколько функций в клетке или
организме [9]. На нынешнем этапе исследования
таких белков стало понятным, что они имеют ши-
рокое распространение, обеспечивая молекуляр-
ные связи между биологическими процессами,
которые кажутся совершенно разными.

Многие белки, совмещающие свои функции,
выступают ферментами, рецепторами, ионными
каналами или шаперонами. Наиболее распро-
страненная основная функция многофункцио-
нальных белков – ферментативный катализ, но
эти ферменты приобрели вторичные некаталити-
ческие роли. Некоторые примеры многофункци-
ональности белков, вторичных по отношению к
катализу, включают передачу сигнала, регуляцию
транскрипции, апоптоза, подвижности и струк-
турную функцию [10]. При этом проявление раз-
личных свойств таких белков может быть связано
с их посттрансляционной модификацией, обра-
зованием нового комплекса с другим белком или
с функционированием в неизменном нативном
виде, но в новой роли.

ПРИМЕРЫ МНОГОФУНКЦИОНАЛЬНЫХ 
БЕЛКОВ

Белки, имеющие множество функций, были
обнаружены в различных организмах, включая
бактерии, дрожжи, растения и позвоночных [11].

Метаболические ферменты часто совмещают
первоначально выявленную функцию с переда-
чей сигналов или регуляцией, например, тран-
скрипции или трансляции. В качестве примера

можно привести аконитазу из Mycobacterium tu-
berculosis [12–14]. Аконитазы – железосерные
белки, кластеры которых не только участвуют в
транспорте электронов при обратимой изомери-
зации цитрата и изоцитрата в цикле лимонной
кислоты [15], но также служат сенсорами железа и
кислорода в клетке [16, 17]. Бинарная активность
проявляется посредством сборки и разборки кла-
стеров железа и серы. Белок с интактным класте-
ром 4Fe-4S функционирует как аконитаза, тогда
как белок с 3Fe-4S – РНК-связывающий регуля-
тор трансляции [18, 19]. На стабильность и функ-
циональную активность аконитазы как регулято-
ра трансляции влияет не только уровень железа,
но и окислительный стресс, который побуждает
эти регуляторные белки железа (РБЖ) связывать-
ся с элементами, реагирующими на железо
(ЭРЖ), и поддерживать гомеостаз железа [20] пу-
тем посттранскрипционного связывания с кон-
сервативными РНК-структурами “стебель–пет-
ля” или ЭРЖ, присутствующими либо на 5'-, ли-
бо на 3'-концах нетранслируемых областей мРНК
(рис. 1). В зависимости от того, находится ЭРЖ
на 3'- или 5'-конце, связывание РБЖ с ЭРЖ либо
защищает мРНК от деградации, либо ингибирует
ее трансляцию [21, 22].

Другой пример многофункционального белка,
связывающего два родственных пути, – дигидро-
липоилтрансацетилаза (DLA2) из хлоропластов
Chlamydomonas reinhardtii [23, 24]. Этот белок –
часть пируватдегидрогеназного комплекса
(PDC), превращающий пируват в ацетил-КоА
[23, 25]. Ацетил-КоА далее превращается в мало-
нил-КоА и используется для синтеза тилакоид-
ной мембраны [26, 27]. Если ацетил-КоА синте-
зируется непосредственно из ацетата, DLA2 мо-
жет покинуть PDC и взаимодействовать с мРНК,
тем самым активируя трансляцию субъединицы
D1 фотосистемы II, которая встраивается во
вновь синтезированные мембраны. Таким обра-
зом, DLA2 связывает метаболический путь с регу-
ляцией трансляции [23, 25]. Также в гликолизе
были обнаружены многофункциональные белки,
по-видимому, связывающие метаболизм с пере-
дачей сигналов. Гексокиназа – фермент, ответ-
ственный за удержание глюкозы в клетке путем
превращения глюкозы в глюкозо-6-фосфат [28].
У дрожжей обнаружено, что этот фермент, поми-
мо своей основной функции, взаимодействует с
транскрипционным фактором Mig1 и ингибирует
экспрессию генов, участвующих в углеводном об-
мене [29, 30].

Многофункциональные белки могут выпол-
нять разные задачи не только внутри клетки, но и
внеклеточно. Примером может быть фосфоглю-
козоизомераза – еще один фермент, участвую-
щий в гликолизе и катализирующий реакцию
превращения глюкозо-6-фосфата в фруктозо-6-
фосфат. Этот фермент также выполняет вторич-
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ные функции при его секреции из клетки. Было
установлено, что последовательность кДНК фос-
фоглюкозоизомеразы мыши полностью идентич-
на последовательности кДНК нейролейкина мы-
ши [31, 32]. Последний изначально был обнару-
жен в скелетных мышцах, головном мозге, сердце
и почках и известен своей поддерживающей
функцией выживания эмбриональных, спинно-
мозговых, скелетных двигательных и сенсорных
нейронов. Обширные биохимические и структур-
ные исследования фосфоглюкозоизомеразы
установили, что она регулирует различные виды
внеклеточной активности и в результате этого
имеет много названий, в том числе аутокринный
фактор подвижности (AMF) и фактор созревания
[33, 34]. Фосфоглюкозоизомераза/AMF занимает
особое место в онкогенезе, т.к. играет роль цито-
кина, который регулирует подвижность опухоле-
вых клеток и является их маркером [35].

Распространенный фактор переключения
функций белков подработки – стрессы окружаю-
щей среды. Например, пероксиредоксины в нор-
мальных условиях представляют собой семейство
пероксидаз, которые структурно – мономеры и
поддерживают гомеостаз тиолов, катализируя вос-
становление органических гидропероксидов, H2O2
и пероксинитрита. Однако в условиях окислитель-
ного стресса или теплового шока пероксиредоксин
претерпевает переход в более высокомолекулярный
гомоолигомерный комплекс, состоящий из пяти
димеров, связанных гидрофобными взаимодей-
ствиями [36]. Это приводит к изменению восста-
новительной функции у пероксидазы на шапе-
ронную, заключающуюся в укладке, сворачива-

нии и стабилизации белков, разрушенных в
условиях клеточного стресса [37].

Другой пример – протеаза DegP, также имею-
щая температурно-зависимое изменение функ-
ции, когда она становится молекулярным шапе-
роном. В условиях низких температур (25°C)
DegP функционирует как молекулярный шапе-
рон с инактивированным протеолитическим сай-
том. При повышении температуры до 37°C и вы-
ше протеолитический сайт активируется за счет
изменения конформации белка, и в результате
DegP может катализировать деградацию белка
(рис. 2) [38, 39].

Необходимо отметить, что примеры много-
функциональных белков и механизмов их дей-
ствия весьма многочисленны, но для раскрытия
вопроса функций совмещения достаточно рас-
смотреть глицеральдегид-3-фосфатдегидрогена-
зу, хорошо известный белок гликолиза.

ГЛИЦЕРАЛЬДЕГИД-3-
ФОСФАТДЕГИДРОГЕНАЗА

Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназу (GAPDH,
КФ 1.2.1.12) можно назвать классическим пред-
ставителем многофункциональных белков. GAPDH
хорошо известна своей ролью во время гликолиза
для производства энергии в клетке – фермент ка-
тализирует превращение глицеральдегид-3-фос-
фата в D-глицерат-1,3-бисфосфат с одновремен-
ным образованием NADH. GAPDH долгое время
считалась лишь классическим белком домашнего
хозяйства, не представляющим особого интереса,
за исключением роли в производстве энергии.

Рис. 1. Регуляция трансляции ферритина и рецептора трансферрина. Аконитаза в роли регулятора белков железа
(РБЖ) связывается с элементами, реагирующими на железо (ЭРЖ). При снижении уровня железа РБЖ связывается с
ЭРЖ на 5' конце мРНК ферритина, выполняющего роль основного внутриклеточного депо железа. В этом случае бло-
кируется трансляция ферритина. Для увеличения возникшего дефицита железа РБЖ связывается с ЭРЖ на 3' концах
нетранслируемых областей мРНК рецептора трансферрина, что защищает мРНК от деградации. Дизайн рисунка по
данным Beinert et al. [13].
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КОРШУНОВ и др.

GAPDH кодируется одним структурным геном
GAPD [40, 41] с образованием одной мРНК при
транскрипции и отсутствием альтернативных
транскриптов [42], ее молекулярная масса состав-
ляет 37 кДа [43]. Олигомеры GAPDH способны
образовывать активный тетрамер идентичных
субъединиц в комплексе с NAD+. На основании
этих факторов GAPDH использовалась в качестве
стандарта для исследований экспрессии генов и
структуры белков.

На сегодняшний день известно, что в дополне-
ние к своей известной роли в гликолизе GAPDH
участвует в апоптозе, транспорте железа, слиянии
мембран, регуляции транскрипции, транспорте
везикул из эндоплазматического ретикулума в
аппарат Гольджи и клеточных ответах на внеш-
ние воздействия, таких как окислительный
стресс и гипоксия. И что важно для многофунк-
циональных белков, все эти функции GAPDH
распределены в разных частях клетки, включая
клеточную мембрану, цитозоль и ядро. Принимая
во внимание все ее многочисленные функции,
GAPDH можно рассматривать как ярчайший при-
мер белка, совмещающего несколько функций.

Однако при таком множестве возможных сов-
мещений ферментативной активности должны
существовать механизмы, с помощью которых
клетки регулируют функциональное разнообра-
зие GAPDH. Это необходимо для того, чтобы
клетки могли не только “выбирать”, какая из
множества функций GAPDH может быть активи-
рована в данный момент времени, но и для реали-
зации потребности изменения в ее субклеточной
локализации.

Функциональное разнообразие GAPDH
Различные исследования показали, что клетки

используют посттрансляционную модификацию
GAPDH в качестве основного механизма контро-

ля, определяющего ее функции. Благодаря этим
преобразованиям клетки могут использовать
GAPDH для инициирования процессов в различ-
ных путях и субклеточных локализациях. Рас-
смотрение же принципов формирования “подра-
батывающих” свойств у этого представителя бел-
ков домашнего хозяйства – хороший наглядный
пример для понимания механизмов, отвечающих
за функцию совмещения.

Многофункциональность GAPDH – прямой
результат множества различных взаимодействий.
Например, благодаря NAD+-связывающему до-
мену GAPDH может взаимодействовать с после-
довательностями мРНК в 5'- или 3'-нетранслиру-
емых областях, что важно для трансляционной
регуляции экспрессии генов [44, 45]. В ядре GAPDH
в виде мономерной изоформы была идентифици-
рована как специфический ДНК-связывающий
белок, действующий как негистоновый ядерный
белок, участвующий в усилении экспрессии ге-
нов. Кроме того, в ядре GAPDH может взаимо-
действовать с Ap4A, который участвует как в ре-
пликации ДНК, так и в ее репарации. Нарушение
соотношения Ар4А/Ар3А (повышение уровня
Ар4А и снижение Ар3А) связано с запрограмми-
рованной гибелью клеток [46].

В целом функции, которые выполняет GAPDH,
формируются за счет ее киназной активности ли-
бо опосредованно через взаимодействие с други-
ми белками.

Фосфорилирование GAPDH
Основная реакция фосфорилирования пред-

ставляет собой опосредованное киназой добавле-
ние электроотрицательной фосфатной группы в
качестве боковой цепи аминокислоты-мишени,
что изменяет структуру белка из-за взаимодей-
ствий заряд–заряд, тем самым влияя на его функ-
цию. Что касается GAPDH, недавно полученные

Рис. 2. Температурно-зависимое изменение функции протеазы DegP. Дизайн рисунка по данным Šulskis et al. [39].
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данные демонстрируют, что посттрансляционное
фосфорилирование GAPDH необходимо в нор-
мальных соматических клетках для переноса ве-
ществ через мембрану и для синаптической пере-
дачи [47]. Этот механизм связан с фосфорилиро-
ванием рецептора ГАМК GABAА, который
обеспечивает быстрое торможение в головном
мозге. Исследования показали, что GAPDH не-
посредственно фосфорилирует длинную внутри-
клеточную петлю субъединицы α1 рецептора GABAA
по идентифицированным остаткам серина и трео-
нина. Было обнаружено, что GAPDH и субъедини-
ца α1 локализованы на плазматической мембране
нейронов. В соответствии с молекулярной ассоциа-
цией рецепторов GAPDH/GABAA, гликолитиче-
ский ATP, продуцируемый локально на плазма-
тических мембранах, расходуется на фосфорили-
рование этой субъединицы α1.

Вновь синтезированные клеточные соедине-
ния могут нуждаться в сложных путях для их
транспорта из одного субклеточного компарт-
мента в другой. Таким образом, движение клеточ-
ных макромолекул из эндоплазматического рети-
кулума (ЭР) в аппарат Гольджи – важный транс-
портный механизм, обеспечивающий в конечном
итоге секрецию этих макромолекул. Недавние
исследования продемонстрировали, что Rab2
GTPаза ответственна за формирование так назы-
ваемых везикулярных тубулярных кластеров,
промежуточных соединений пре-Гольджи [48].
GAPDH была идентифицирована как неотъемле-
мая часть этого комплекса [49]. Однако была по-
казана не только необходимость GAPDH для
Rab2 GTPаза-опосредованного транспорта из ЭР
в аппарат Гольджи, но также обнаружено обяза-
тельное условие для этого транспорта – два спе-
цифических последовательных посттрансляци-
онных фосфорилирования GAPDH [50]. Анализ
in vitro показал, что существует определенная вре-
менная последовательность фосфорилирования,
заключающегося в образовании фосфорилирова-
ной по серину serPGAPDH с последующим обра-
зованием serPGAPDHtyr41P по тирозиновому
остатку. Дальнейшие исследования показали, что
serPGAPDH может участвовать в формировании
промежуточной структуры пре-Гольджи, в то
время как serPGAPDHtyr41P необходима для
фактической транслокации комплекса из ЭР в
аппарат Гольджи. Механизм же заключается во
взаимодействии GAPDH как с тубулином, так и с
динеином – белками, которые отвечают за транс-
порт. В первом случае GAPDH формирует путь,
по которому движется комплекс, во втором –
обеспечивает процесс перемещения комплекса
по этому внутриклеточному пути.

Нитрозилирование GAPDH
Оксид азота (NO) – значимая молекула вто-

ричной передачи сигнала in vivo. Недавние иссле-
дования продемонстрировали, что посттрансля-
ционная модификация GAPDH оксидом азота в
ее цистеиновом активном центре (SNO-GAPDH)
приводит к включению последнего в метаболизм
гема, иммунный ответ и апоптоз. Также SNO-
GAPDH используется клетками в качестве нит-
розилазы, переносящей фрагмент оксида азота на
другой белок.

Участие GAPDH в метаболизме гема
GAPDH играет значительную роль без допол-

нительных посттрансляционных модификаций в
поглощении железа [51], внутриклеточном транс-
порте [52] и включении железа в апогем [53].
В данном случае GAPDH лигирует гем через
остаток гистидина (His53), расположенный на
гибкой петле в межпротомерном участке в тетра-
мерной форме GAPDH. Замена этого гистидина и
последующее снижение связывания гема GAPDH
противодействует доставке гема как к цитозоль-
ным, так и к ядерным гемопротеинам-мишеням,
включая индуцибельную синтазу оксида азота
(iNOS) в макрофагах мыши и ядерный фактор
транскрипции Hap1 в дрожжах, несмотря на то
что GAPDH вызывала резкое повышение уровня
лабильного гема в клетках. Таким образом, благо-
даря своему свойству лигирования гема нетранс-
формированная GAPDH создает пул, который
биодоступен для нижестоящих белков.

Что касается SNO-GAPDH, серия исследова-
ний определила ее роль в регуляции метаболизма
гема [54]. Первоначально было установлено, что
оксид азота ингибирует включение гема в iNOS
[55]. Однако впоследствии была определена взаи-
мосвязь между образованием SNO-GAPDH, по-
следующим уменьшением связывания гема, а
также ингибированием встраивания гема в апо-
iNOS [54]. Таким образом, в нативной форме
GAPDH обеспечивает приток гема, а в окислен-
ной форме его блокирует.

Апоптотическая и другие роли SNO-GAPDH
Роль GAPDH в апоптозе представляет собой,

пожалуй, одну из наиболее значительных ее вспо-
могательных защитных функций. Механизм этой
активности, в частности, определяется той же мо-
дификацией оксидом азота цистеина активного
центра GAPDH. Это обеспечивает образование
цитоплазматического комплекса SNO-GAPDH с
белком Siah1 [56]. Siah1 действует как убиквитин-
лигаза E3 и участвует в апоптозе [57–59], служит
для деградации ядерных белков во время запро-
граммированной гибели клеток в протеасомах.
Однако сам по себе Siah1 нестабилен, характери-
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зуется коротким периодом полураспада. Им-
пульсный анализ в клетках показал, что транс-
фицированный Siah1 имеет период полураспада
T1/2 ~ 5 мин. Напротив, котрансфекция с GAPDH
с образованием комплекса приводила к увеличе-
нию его T1/2 до 40 мин [56]. Таким образом, Siah1
обеспечивает ядерную протеасомную деградацию
белков при апоптозе вследствие стабилизации,
опосредованной SNO-GAPDH.

Существует механизм регулирования взаимо-
действия GAPDH с Siah. В нейронах мышей был
обнаружен цитоплазматический белок GOSPEL
(конкурент GAPDH с Siah Protein Enhances Life),
действующий как негативный регулятор пути
SNO-GAPDH. Оценка уровней мРНК белка
GOSPEL показала, что он присутствует в наиболь-
шем количестве в органах, наиболее обогащенных
GAPDH, таких как мозг, сердце, легкие и скелет-
ные мышцы. S-Нитрозилирование GOSPEL спо-
собствует его связыванию с S-нитрозилирован-
ной GAPDH, конкурируя с Siah1, сохраняя свя-
занную с GOSPEL GAPDH в цитозоле и
предотвращая цитотоксический эффект [60]. Од-
нако как только уровень нитрозативного стресса
превышает пороговое значение, связывание
GAPDH–Siah1 преобладает над взаимодействи-
ем GAPDH–GOSPEL, что приводит к гибели или
дисфункции клеток. Альтернативный механизм
нарушения связывания SNO-GAPDH с Siah1
включает опосредованное SNO-GAPDH транс-
нитрозилирование B23/нуклеофозмина. Как
следствие, это увеличивает взаимодействие
SNO–B23 и Siah1, в то же время уменьшая уро-
вень SNO-GAPDH и устраняя апоптотический
эффект пути [61].

Также GAPDH вовлечена в последователь-
ность апоптотических реакций, локализованных
в ядре. Она связана с активацией белка
p300/CBEB (CBP) путем образования комплекса
с SNO-GAPDH. За этим происходит ацетилиро-
вание p53 комплексом CBP–SNO-GAPDH и по-
следующая активация нескольких генов, связан-
ных с апоптозом, включая PUMA, Bax и p21 [62].

Отметим, что помимо многообразия совмеще-
ния функций самой GAPDH, модификация этого
белка молекулой NO показывает также многооб-
разие функциональной активности. Дополни-
тельные свойства модифицированной формы
были обнаружены в других исследованиях пато-
логических состояний, связанных с опухолями и
неврологическими расстройствами.

Опухолевые клетки используют серин/трео-
нинкиназу Akt (белок, участвующий в регуляции
клеточной пролиферации) в качестве средства,
способствующего их выживанию. Этот защитный
механизм включает фосфорилирование белка
p40, впоследствии идентифицированного как
GAPDH. Значение этой посттрансляционной мо-

дификации GAPDH изначально исследовали в
клетках рака яичников [63]. В клетках, обрабо-
танных перекисью в качестве индуктора апопто-
за, фосфорилирование GAPDH приводило к ин-
гибированию апоптоза. Иммуноцитохимический
анализ показал цитоплазматическую локализа-
цию GAPDHP, а в результате мутационного ана-
лиза был идентифицирован GAPDHthr237 как
сайт фосфорилирования киназы Akt. Поскольку
остаток thr237 расположен в сайте связывания
комплекса SNO-GAPDH–Siah1, было высказано
предположение, что эта посттрансляционная мо-
дификация предотвращает образование белково-
го комплекса SNO-GAPDH–Siah1 за счет стери-
ческих преобразований, тем самым предотвра-
щая апоптотическое разрушение опухолевых
клеток и обеспечивая их выживание.

С другой стороны, были проведены исследова-
ния нейродегенеративного и нейропротекторно-
го действия факторов в отношении тау-белка [64,
65]. Тау-белок, который в большом количестве
содержится в нейронах, первоначально был оха-
рактеризован как белок, способный связывать и
стабилизировать микротрубочки. Однако в на-
стоящее время известно, что функции тау-белка
выходят за рамки способности модулировать ди-
намику микротрубочек: он играет опосредован-
ную роль в аксональном транспорте, в синапти-
ческой структуре и функции, а также в сигналь-
ных путях нейронов. Хотя тау-белок важен для
функционирования нейронов, играет важную
физиологическую роль в нейронах, его участие в
нейродегенеративных заболеваниях и, что наибо-
лее заметно, в патогенезе болезни Альцгеймера
стимулировало исследования в этом направле-
нии. Нейробелок тау интересен тем, что в прояв-
лениях его биологических эффектов и патологи-
ческих отклонений ключевая роль принадлежит
GAPDH. Было обнаружено, что ацетилирование
тау (Ac-tau) происходит опосредованно с SNO-
GAPDH, которая одновременно инактивирует
сиртуин-1 (Sirtl) и активирует p300/CBP-ацетил-
трансферазу, увеличивая уровень нейронального
Ac-tau. Последующая неправильная локализация
тау-белка вызывает нейродегенерацию и нейро-
поведенческие нарушения, а также при этом Ac-
tau накапливается в крови. В эксперименте на мы-
шах блокирование S-нитрозилирования GAPDH,
ингибирование p300/CBP или стимуляция Sirtl
обеспечивало защиту от нейродегенерации, ней-
роповеденческих нарушений и накопления Ac-
tau в крови и мозге. У пациентов же, получающих
ингибиторы p300/CBP сальсалат или дифлуни-
зал, наблюдалось снижение частоты симптомов
болезни Альцгеймера [65].

Другое прогрессирующее нейродегенератив-
ное заболевание – болезнь Гентингтона – пример
наиболее сложных взаимодействий белков, в ко-
торых задействована GAPDH. Известно, что для
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поддержания гомеостаза белка клеткам необхо-
димо обеспечить не только строгий контроль
синтеза белка наряду с точным сворачиванием
для поддержания правильной конформации бел-
ка, но и деградацию любых неправильно сверну-
тых белков. Один из механизмов этой регуляции –
аутофагия. Белки, ускользающие от “точек кон-
троля качества”, могут образовывать агрегаты.
Агрегация и неправильный фолдинг белков при-
водят к протеинопатиям, которые в случае нейро-
нальных клеток служат фактором развития ней-
родегенеративных заболеваний. GAPDH играет
важную роль в аутофагии за счет регуляции этого
процесса различными путями [66, 67]. Установле-
но, что один из механизмов проявляется в усло-
виях низкого уровня глюкозы, в результате кото-
рого наблюдается ингибирование передачи сиг-
налов mTOR за счет взаимодействия между
GAPDH и суперсемейством Ras GTPаз Rheb, что
предотвращает связывание Rheb с mTOR и регу-
лирует взаимодействие между путем гликолиза и
путем mTORC1 [68]. Таким образом, GAPDH мо-
жет стимулировать аутофагию, т.к. ингибирова-
ние mTOR индуцирует этот процесс [69]. Авторы,
которые ранее установили роль GAPDH в каче-
стве рецептора для белков-переносчиков железа
трансферрина и лактоферрина, оценили связь
мутантной формы белка гентингтина (mHtt),
GAPDH и mTOR [70]. Используя модельную си-
стему клеточной культуры со сверхэкспрессией
GAPDH, экспрессирующую мутантный белок
mHtt, авторы наблюдали меньшее количество не-
правильно свернутых белковых агрегатов и более
высокий уровень аутофагии по сравнению с тако-
выми в контрольных клетках. Было установлено,
что сверхэкспрессия GAPDH оказывает защит-
ное действие на клетки, приводя к снижению на-
грузки белковыми агрегатами, и способствует их
расщеплению путем индукции аутофагии.

Важно подчеркнуть, что GAPDH оказывает
негативное влияние на аутофагию. Было уста-
новлено, что GAPDH – ключевой фактор обра-
зования агрегатов с такими белками, как mHtt
или β-амилоид, и формирования амилоидоза
[71]. В исследованиях in vitro было показано,
что окисление GAPDH вызывает структурные
изменения и образование межмолекулярных
дисульфидных связей, которые приводят к агре-
гации этого фермента [72]. Наиболее чувстви-
тельная мишень для оксидантов в GAPDH –
остаток Cys152, находящийся в активном центре
фермента и принимающий непосредственное
участие в каталитической реакции. Окисленная
форма фермента может легко диссоциировать,
денатурировать, агрегировать или взаимодей-
ствовать с другими биомолекулами [73–75].
Именно окисленная GAPDH способна образо-
вывать комплекс с растворимым β-амилоидом и
ускорять его агрегацию [76]. Напротив, восста-

новленная форма GAPDH не способна образовы-
вать устойчивый комплекс с β-амилоидом. В случае
болезни Гентингтона сверхэкспрессия GAPDH
или Siah1 усиливает ядерную транслокацию mHtt
и, собственно, его цитотоксичность [77]. Нейро-
протекторное действие некоторых антиапоптоти-
ческих препаратов включает блокаду системы
GAPDH/Siah1 и ингибирование агрегации GAPDH
для снижения последствий нейродегенеративных
заболеваний [78, 79]. Таким образом, GAPDH –
внутриклеточный сенсор окислительного стресса
и ключевой фактор аутофагии, а ее олигомерное
состояние и склонность к агрегации зависят от
метаболического состояния клетки, т.е. от актив-
ности антиоксидантной системы и уровня окис-
лительного стресса [80, 81].

С другой стороны, GAPDH может действовать
как фактор выживания посредством индукции
аутофагии при раке для поддержки потребления
энергии за счет быстрой пролиферации клеток.
Colell et al. показали, что ядерная GAPDH защи-
щает клетки от каспазонезависимой гибели кле-
ток, индуцируя аутофагию [82]. Поскольку ядер-
ная GAPDH участвует в регуляции транскрипции
[83], авторы предположили, что GAPDH может
прямо или косвенно регулировать транскрипцию
ATG12 – убиквитин-подобного белка, участвую-
щего в образовании везикул для аутофагии. Та-
ким образом, GAPDH координирует два метабо-
лических пути, продуцирующих ATP путем гли-
колиза и удаляющих поврежденные митохондрии
путем аутофагии, чтобы предотвратить каспазо-
независимую гибель клеток [82, 84].

Модификация GAPDH N-ацетилглюкозамином

Структурно-функциональный анализ GAPDH
позволяет предположить, что многие виды актив-
ности этого фермента зависят от олигомерной ассо-
циации. Например, тетрамерная структура GAPDH
выполняет свою классическую роль в гликолизе.

Исследования этого вопроса свидетельствуют
о том, что N-ацетилглюкозамин в связи с GAPDH
может обеспечивать регуляцию третичной или
четвертичной структуры GAPDH [85]. Было по-
казано, что большая часть GAPDH, модифици-
рованной N-ацетилглюкозамином, присутствует
в виде мономера с молекулярной массой 37 кДа.
Мутационный анализ продемонстрировал, что
GAPDH, локализованная в цитоплазме, содержа-
ла модифицированную аминокислоту T227A в от-
личие от GAPDH с ядерной локализацией, в ко-
торой присутствовала N-ацетилглюкозаминовая
модификация. За счет такого механизма трансло-
кации в ядро клетки GAPDH принимает участие
в регуляции во многих клеточных процессах,
описанных выше, в нормальных условиях и при
окислительном стрессе.
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Таким образом, всевозможные функции бел-
ков-совместителей, показанные на примере
GAPDH, проявляющей исключительную много-
функциональность, могут быть опосредованы
как самим белком, так и его модификациями
(рис. 3).

Результирующий список всех функций даже од-
ного белка сложно предсказать и определить.
Поэтому для таких белков были созданы специ-
альные отдельные базы данных об обнаружен-
ных свойствах, как, например, MoonDB
(http://moondb.hb.univ-amu.fr/) или MoonProt
(http://www.moonlightingproteins.org/). Эти базы
постоянно обновляются, пополняются все новы-
ми белками и новыми открытыми функциями.

МЕЖКЛЕТОЧНЫЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 
И МНОГОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ БЕЛКИ

Помимо описанных механизмов функцио-
нирования в клетках белки-совместители име-
ют и другие неожиданные свойства. Известно
~700 многофункциональных белков с изученны-
ми функциями, вовлеченных в вирулентность
бактериальных и грибковых патогенов, при этом
четверть из них – белки вирулентности патогенов
[86]. Это прежде всего высококонсервативные
белки домашнего хозяйства, имеющие функции
шаперонов и участвующие в реакции на стресс
или в метаболизме. Способность этих белков ме-
нять функцию во время патологического процес-
са зависит от их выведения из клетки, происходя-
щего без использования характерных механизмов

секреции [87–89]. Точно так же прикрепление
этих белков к клеточной поверхности недоста-
точно изучено [89]. Оказавшись вне прокариоти-
ческих или эукариотических патогенов, они опо-
средуют клеточную передачу сигналов или адге-
зию и могут даже действовать как токсины.

Во время межклеточных взаимодействий
GAPDH берет на себя множество биологических
функций. Например, она проявляет разную ак-
тивность у четырех видов Streptococcus [87, 88].
У S. pyogenes GAPDH на клеточной поверхности
действует как адгезин [90] и инвазин [91], а также
передает сигналы клеткам-хозяевам [91, 92]. Она
также функционирует как белок уклонения от
нейтрофилов [93]. У S. agalactiae GAPDH высту-
пает иммуномодулятором, стимулирующим
В-клетки [94]. У S. pneumoniae GAPDH связывает
плазминоген [95], а у S. suis GAPDH функциони-
рует как гем-связывающий белок [96], альбумин-
связывающий белок [97] и адгезин [98]. GAPDH –
важный фактор адгезии Mycoplasma hyrohinis и ре-
цептор для захвата плазминогена хозяина, что
увеличивает направленность протеолиза и спо-
собствует распространению M. hyorhinis [99]. Эн-
терогеморрагические и энтеропатогенные штам-
мы Escherichia coli также экспрессируют GAPDH
на клеточной поверхности, тогда как у непатоген-
ных штаммов этого не наблюдается. В патоген-
ных штаммах GAPDH связывает фибриноген и
плазминоген [88]. У M. genitalium GAPDH играет
роль белка клеточной поверхности, участвующе-
го в связывании муцина [100]. Вполне вероятно,
что по мере изучения большего количества видов

Рис. 3. Функциональное разнообразие влияния GAPDH на различные процессы в клетке.
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бактерий будет обнаружено больше дополнитель-
ных ролей GAPDH.

Енолаза – пример белка с похожим механиз-
мом. Внутри клетки енолаза катализирует пре-
вращение 2-фосфоглицерата в фосфоенолпиру-
ват при гликолизе. Енолаза у Aeromonas hydrophila,
Bacillus anthracis, Neisseria meningitidis, S. pneumoniae,
Trichomoniasis vaginalis и Lactobacillus crispatus мо-
жет связываться с плазминогеном хозяина [101–
106]. Связывание плазминогена играет важную
роль в инвазии тканей хозяина, потому что после
связывания с рецептором клеточной поверхности
плазминоген превращается в активную протеазу –
плазмин, который может способствовать разру-
шению внеклеточного матрикса хозяина и инва-
зии тканей [107, 108]. У некоторых видов локали-
зованная на поверхности енолаза и другие белки
подработки связываются с другими белками-хо-
зяевами поверхностей слизистых оболочек для
модулирования иммунной системы хозяина.
Енолаза S. suis также может связываться с фибро-
нектином хозяина, а енолаза Staphylococcus aureus –
с ламинином [109, 110].

Обнаруженные различные механизмы дей-
ствия многофункциональных белков позволяют
понять то, что все известные белки могут иметь
множество еще не установленных функций за
счет простых преобразований их структуры. Од-
нако белки обладают и другими функциональными
проявлениями помимо описанных примеров совме-
щения ролей. Небольшой ряд белков за счет их нети-
пичных свойств был выделен в отдельные классы
псевдоферментов, метаморфов и морфеинов.

ПСЕВДОФЕРМЕНТЫ
Псевдофермент представляет собой белок или

домен в белке, который имеет аминокислотную

последовательность и трехмерную укладку, напо-
минающую обычный каталитически активный
фермент, но не обладающий каталитической ак-
тивностью [111–116].

Во многих случаях субъединица псевдофер-
мента взаимодействует с каталитически активны-
ми гомологами посредством прямого связывания
и регуляции катализа или служит каркасом для
сборки мультибелкового комплекса, содержаще-
го активные гомологи. Трехмерная структура
псевдофермента может быть достаточно близкой
к структуре активного гомолога для связывания
субстрата, кофактора или металлов, но вместо ис-
пользования каталитической активности связы-
вание лиганда выступает в качестве регулятора
другой функции.

Первым псевдоферментом, о котором было
сообщено, был α-лактальбумин (LA), гомолог
лизоцима, который экспрессируется в молочной
железе и действует как регуляторная субъединица
лактозосинтазы [117]. Лактозосинтаза представ-
ляет собой комплекс из каталитической субъеди-
ницы β-1,4-галактозилтрансферазы и некатали-
тической субъединицы LA (1 : 1). Без LA β-1,4-га-
лактозилтрансфераза переносит галактозильный
остаток UDP-галактозы на N-ацетилглюкозамин
или олигосахариды, содержащие N-ацетилглю-
козамин (рис. 4).

Когда LA связывается с β-1,4-галактозил-
трансферазой, он помогает глюкозе связываться
в активном центре фермента, образуя водород-
ную связь с гидроксильной группой сахара, а также
блокируя связывание олигосахаридов. Эти взаимо-
действия снижают Km для глюкозы в ~1000 раз, что
способствует переносу остатка галактозила на
глюкозу вместо N-ацетилглюкозамина и приводит
к синтезу лактозы в молочных железах [118, 119].

Рис. 4. Участие β-1,4-галактозилтрансферазы в образовании лактата. Галактоза под действием β-1,4-галактозилтранс-
феразы может принимать участие в образовании глюкоконъюгатов при связывании с N-ацетилглюкозамином или
лактозы в случае взаимодействия с лактозосинтазой, состоящей из β-1,4-галактозилтрансферазы и псевдофермента
α-лактальбумина.
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Псевдоферменты в настоящее время известны
в десятках семейств белков, включая псевдокина-
зы, псевдоубиквитинлигазы, псевдодеубиквити-
назы, псевдонуклеазы и псевдонуклеозидтри-
фосфатазы.

МЕТАМОРФЫ И МОРФЕИНЫ
Метаморфные белки – следующий уровень

сложности в нашем понимании структуры и
функций белков [120, 121]. Они имеют две или бо-
лее складчатых структур в качестве своих натив-
ных форм, а в некоторых случаях разные структу-
ры выполняют разные функции. В отличие от
внутренне неупорядоченных белков, у которых
нативные состояния свернуты или развернуты,
метаморфные белки одновременно свернуты и
структурированы. Взаимопревращения между
этими формами обратимы, что означает, что в
равновесии существует баланс между этими со-
стояниями [122]. Хотя наличие двух стабильных
форм фолдинга может противоречить термодина-
мическим принципам сворачивания белка, при
которых конечная форма белка имеет в целом са-
мую низкую свободную энергию, было показано,
что две нативные структуры могут иметь одина-
ковую энергию с низкой активацией барьера ре-
фолдинга [123]. К настоящему времени обнару-
жено небольшое количество метаморфных бел-
ков, в том числе лимфотактин, RfaH, CLIC1,
Mad2, KaiB, IscU, селеказа и обратная транскрип-
таза ВИЧ-1, из которых первые три – также мно-
гофункциональные белки [124–131].

Для примера, хемокин лимфотактин семей-
ства C (Ltn) – метаморфический белок, а также
многофункциональный белок с гепарин-связы-
вающей активностью [132]. В нормальных физио-

логических условиях (37°C и 150 мМ NaCl) лим-
фотактин находится в равновесии между двумя
нативными состояниями, Ltn10 и Ltn40. Ltn10
представляет собой мономер, имеющий β-лист и
α-спираль в канонической хемокиновой складке,
который подвергается повторной укладке и диме-
ризации, превращаясь в Ltn40, содержащий
β-сэндвич и удвоенную α-спираль (рис. 5).

В то время как Ltn10 – агонист хемокинового
рецептора 1, связанного с XC-мотивом G-белка
(XCR1), Ltn40 не может связываться с XCR1, но
вместо этого может связываться с гепарином,
гликозаминогликановым компонентом внекле-
точного матрикса. В равновесии имеется почти
равное количество Ltn10 и Ltn40. Взаимопревра-
щения между Ltn10 и Ltn40 можно контролиро-
вать небольшими изменениями концентрации
соли и температуры. При высокой концентрации
соли и низкой температуре преобладает вид
Ltn10, однако при более низких концентрациях
соли и более высоких температурах, но не превы-
шающих 40°C, преобладает вид Ltn40 [133]. Боль-
шинство других хемокинов, по-видимому, не
подвергаются этим превращениям, потому что
они содержат две дисульфидные связи. Посколь-
ку лимфотактин имеет только одну дисульфид-
ную связь, он менее ограничен и более гибок в из-
менении конформации по сравнению с другими
хемокинами, что частично объясняет обрати-
мость между двумя различными нативными
структурами.

Морфеины же представляют из себя субъедини-
цы белков, образующие мультимер, который может
разбираться, изменять конформацию (без рефол-
динга) и собираться в другой мультимер [134].

Рис. 5. Структуры цепей лимфотактина из базы данных белков Ltn10 (PDB: 2HDM) и Ltn40 (PDB: 2JP1). Ltn10
представлен мономером, имеющим β-лист и α-спираль. Ltn40 – результат димеризации с образованием β-сэндвича.
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Порфобилиногенсинтаза, известная как де-
гидратаза δ-аминолевулиновой кислоты, – это
прототип морфеина. Она имеет два олигомерных
состояния, которые коррелируют с различными
уровнями ферментативной активности и связы-
вания аллостерических эффекторов [135]. Окта-
мер может распадаться на димеры. Будучи частя-
ми димера, домены внутри субъединиц могут
сдвигаться в своих относительных положениях,
что приводит к образованию субъединиц с другой
конформацией, которые затем могут собираться в
гексамер. В то время как эти различные гомо-
мультимеры различаются по уровню активности
фермента порфобилиногенсинтазы, этот белок
также выступает белком подработки, поскольку у
него есть вторая функция – связывание с протеа-
сомой и ее ингибирование [136, 137].

Описанная на рис. 2 протеаза DegP также от-
носится к морфеинам. У этого белка при низких
температурах, помимо описанных конформаци-
онных изменений в тримерные и гексамерные
формы, протеазная активность может быть запу-
щена самими субстратами, которые опосредуют
образование протеолитических 12/24-мерных
единиц за счет временных взаимодействий между
доменами [39].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С тех пор как более 30 лет назад впервые была
представлена концепция совместного использо-
вания генов для совмещения функций белков,
по-новому стали оцениваться молекулярные свя-
зи между совершенно разными биологическими
процессами.

Многофункциональные белки, включая мета-
морфные и морфеиновые, взаимодействуют по
сложной схеме. Поскольку клеточные условия
изменяются из-за метаболизма и факторов окру-
жающей среды, функции этих белков преобразу-
ются, что приводит к различным комбинациям
межбелковых взаимодействий и процессов. В ли-
тературе, посвященной данному вопросу, четко
прослеживается мысль о том, что многообразие
проявлений поднимает важный вопрос о класси-
фикации этих белков. Их название в нынешнем
виде не согласуется с теми функциями, которые
белок выполняет. Ключевое разногласие исходит
из того, что фермент называется по субстрату, ко-
гда функции самого белка могут выходить далеко
за эти пределы. При этом сложность и различие в
самих процессах и множестве объектов делают их
исследование затруднительным. Хорошие приме-
ры – фосфоглюкозоизомераза и глицеральдегид-
3-фосфатдегидрогеназа. У первого фермента су-
ществуют другие названия – от нейролейкина до
фактора созревания, что вносит больше путани-
цы, чем упорядочивания. У GAPDH нет подмно-

жества названий, но ее обозначение никак не от-
ражает всех ролей этого фермента.

С другой стороны, что более важно, это вопрос
выявления механизмов и вовлеченности белков в
совмещение ролей. Дизайн исследования про-
цессов в клетке требует весьма многостороннего
анализа и различных методов исследования. От-
крытие многофункциональных белков до сих пор
носит случайный характер, и их целевой поиск
весьма трудоемок, поэтому изучение обозначен-
ной проблемы идет очень медленно. Однако рас-
крытие механизмов и функций в данной сфере
однозначно может расширить наши представле-
ния о физиологии клетки и поднять медицину на
совершенно иной уровень, т.к. проблемы лече-
ния и разработки новых лекарственных средств –
прямое отражение уровня нашего познания жиз-
недеятельности живых систем.
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Multifunctional Proteins and Their Role in the Vital Activity of Cells
D. A. Korshunov*, #, E. E. Sereda*, **, and I. V. Kondakova*
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The function of a newly discovered protein is often assessed by matching its new sequence to sequences of
proteins with known functions. However, protein superfamilies can contain homologous elements that cata-
lyze different reactions. Some homologous proteins differ in that they perform a second or even a third func-
tion and are called moonlighting proteins, which can be translated as mate proteins or underwork proteins.
Also, such proteins are called multifunctional. In addition to these, the superfamilies of proteins with multiple
functions also include pseudoenzymes that have a common catalytically active domain but no catalytic activity, as
well as metamorphs and morpheins. This review discusses examples of such proteins, their diversity of func-
tions, and their importance in the life of the cell.

Keywords: moonlighting proteins, GAPDH, pseudoenzymes, metamorphic proteins, morpheeins
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Изучение структурно-функциональных взаимосвязей между хромофором и его белковым окруже-
нием – ключевой аспект при фотофизической инженерии флуоресцентных белков (ФБ), в частно-
сти в направленном получении их новых вариантов с высоким квантовым выходом флуоресценции
(КВФ). Описаны подходы к увеличению КВФ, основанные на подавлении безызлучательных про-
цессов в возбужденном состоянии, однако не выработан инструментарий направленного измене-
ния константы флуоресценции (kr), которая также выступает потенциально “настраиваемой” вели-
чиной. Мы предлагаем экспериментальный подход, в рамках которого синтетический хромофор
ФБ моделирует “фиксацию” наиболее значимых безызлучательных констант и дает представление
о пластичности времени жизни флуоресценции (как индикатора kr). Для подтверждения работоспо-
собности данного подхода мы проанализировали времяразрешенное флуоресцентное поведение
аналогов хромофора зеленого и синего ФБ в разнообразном химическом окружении. Конформаци-
онно-фиксированный аналог хромофора зеленого флуоресцентного белка (GFP) в большинстве
случаев показывал монофазные кинетики затухания флуоресценции со временем жизни 2.7–3.0 нс,
адекватно моделируя типичное поведение GFP с наиболее высокими КВФ. В условиях же прину-
дительной ионизации этого хромофора мы наблюдали увеличенные (до 4.3–4.6 нс) времена жизни
флуоресценции, которые могут быть интерпретированы в терминах увеличения константы флуо-
ресценции (kr). Конформационно-фиксированный аналог хромофора Sirius показал биэкспонен-
циальные кинетики затухания флуоресценции, отчасти моделирующие свойства синих ФБ. В рас-
творе уксусной кислоты это соединение проявило отличающиеся флуоресцентные свойства (ин-
тенсивную флуоресценцию с мажорной долгоживущей популяцией ~4 нс), которые можно
интерпретировать как эмиссию необычной катионной формы хромофора.

Ключевые слова: флуоресцентный белок, GFP, Sirius, время жизни флуоресценции, модельный хромофор,
сольватохромизм, константа флуоресценции
DOI: 10.31857/S0132342323030065, EDN: PDLOLW

ВВЕДЕНИЕ
Флуоресцентные белки (ФБ) из морских орга-

низмов и их разнообразные генно-инженерные

варианты формируют важный класс генетически
кодируемых флуоресцентных меток с автоката-
литически формирующимся хромофором [1, 2].
Оптические свойства флуорофоров этого класса
детерминированы не только химическим строе-
нием их хромофора (который представляет собой
производные арилиден-имидазолонов [3]), но и
его белковым окружением [3–5]. Так, прямые
синтетические аналоги хромофоров ФБ практи-
чески не флуоресцируют в свободном растворен-
ном виде [6, 7] в силу преобладания безызлуча-
тельных процессов их возбужденного состояния
(прежде всего, вращения вокруг арил-алкеновой
связи) над излучательными. Роль белкового мат-
рикса, однако, не сводится к фиксации хромофор-

1 Статья посвящается памяти академика РАН Иванова Ва-
дима Тихоновича. 
Сокращения: dbu – диазабициклоундецен; EGFP – улуч-
шенный зеленый флуоресцентный белок (enhanced green
fluorescent protein); ESPT – перенос протона в возбужденном
состоянии (excited state proton transfer); fdFLI – визуализация
времени жизни флуоресценции в частотном домене (frequen-
cy domain fluorescence lifetime imaging); GFP – зеленый флуо-
ресцентный белок; kr – константа флуоресценции; КВФ –
квантовый выход флуоресценции; ФБ – флуоресцентные
белки.

# Автор для связи: (тел.: +7 (903) 746-08-49; эл. почта:
noobissat@ya.ru; bogdanoff@ibch.ru).

УДК 577.343
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ной группы в (около)планарной конформации.
Многочисленные гидрофобные и электростатиче-
ские взаимодействия с хромофором аминокислот-
ных остатков, экспонированных внутрь β-бочонка
и расположенных на разном удалении от сопряжен-
ной π-электронной системы, оказывают определя-
ющее влияние на энергетику основного и возбуж-
денного состояний хромофора и тем самым на его
спектральное своеобразие, квантовую эффектив-
ность, фотохимическую активность [4, 5, 8]. Таким
образом, понимание структурно-функциональ-
ных взаимосвязей между хромофором и его бел-
ковым окружением – ключевой аспект при фото-
физической инженерии ФБ, т.е. направленном
получении их новых вариантов с усовершенство-
ванными оптическими свойствами [9, 10].

Одна из центральных задач модификации
ФБ – увеличение яркости их флуоресценции [5,
11]. В свою очередь, молекулярная яркость на-
прямую зависит от квантового выхода флуорес-
ценции (КВФ), который базовыми уравнениями
спектроскопии выражается через константы ско-
рости релаксации возбужденного состояния хро-
мофора:

где kr – константа скорости излучательной релак-
сации, knr – сумма констант всех безызлучатель-
ных процессов в возбужденном состоянии.

Для анализа структурных детерминант высо-
кого КВФ с целью инженерии улучшенных ФБ
применяется разнообразный методический арсе-
нал [5, 12]. К его инструментам относятся молеку-
лярное моделирование [13–16], структурный ана-
лиз [8, 17–19], направленная белковая эволюция
[20, 21] и исследования изолированных хромофо-
ров [9, 22–24]. Особенно результативным пока-
зывает себя комбинирование перечисленных
подходов, позволяющее в отдельных случаях
строить обобщенные модели функционирования
хромофора конкретного типа [9, 10, 25]. Отметим,
однако, что при всем разнообразии стратегии фо-
тофизической инженерии ФБ предполагают в ос-
новном снижение эффективности безызлуча-
тельных процессов (т.е. уменьшение knr) [5]. В то
же время не описано системных подходов к на-
правленному изменению константы флуоресцен-
ции (kr), которая, как свидетельствуют экспери-
ментальные данные [26–28], также выступает пе-
ременной, потенциально “настраиваемой”
величиной. Основой для исследования пластич-
ности излучательной константы хромофора ФБ
могли бы стать скрининги объемных библиотек
их мутантных вариантов с анализом времени
жизни флуоресценции (τ), величина которой свя-
зана с КВФ через kr. Действительно, такой подход
показал свою эффективность для поиска вариан-

( )
r

r nr

kКВФ ,
k k

=
+

тов ФБ с увеличенной яркостью [20, 29–31], но
при высокой технической сложности и стоимо-
сти скринингов их информативность с точки зре-
ния оценки константы флуоресценции, по всей
видимости, невелика, поскольку разброс величи-
ны τ в данном случае детерминирован в основном
лабильностью knr [5].

Мы предполагаем, что перспективной систе-
мой для изучения времен жизни флуоресценции
хромофора ФБ в контексте исследования пла-
стичности его излучательной константы выступа-
ет синтетический конформационно-фиксиро-
ванный аналог этого хромофора. Если такое со-
единение адекватно моделирует “фиксацию”
безызлучательных констант (а их вариативность,
вероятно, сильно снижена), то его поведение в
различном физико-химическом окружении мо-
жет дать представление о пластичности констан-
ты флуоресценции (и времени жизни флуорес-
ценции) хромофора и, соответственно, о теорети-
ческих пределах/перспективах ее последующей
“настройки” в молекуле белка. Базовый методи-
ческий вопрос, который мы ставили в настоящем
исследовании, – соответствует ли времяразре-
шенное поведение конформационно-фиксиро-
ванных аналогов хромофора зеленого и синего
ФБ в разнообразном химическом окружении та-
ковому у описанных в литературе генно-инже-
нерных вариантов соответствующих белков с раз-
личающимися КВФ (прежде всего, близкими к
единице). В ходе экспериментов также предстоя-
ло выяснить, наблюдаются ли в каких-либо из со-
зданных физико-химических условий заметно
увеличенные времена жизни флуоресценции (ко-
торые могли бы быть интерпретированы как уве-
личенные излучательные константы).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве модельных соединений мы выбра-

ли конформационно-фиксированные аналоги
хромофора зеленого флуоресцентного белка
(GFP) и сине-фиолетового ФБ Sirius (рис. 1, со-
единения (I) и (II) соответственно). Первый был
выбран как модель наиболее широкого распро-
страненного и хорошо изученного хромофора,
формирующегося из трипептида состава XYG [32,
33]; второй – напротив, как пример сравнитель-
но экзотического и слабо охарактеризованного с
фотофизической точки зрения хромофора со-
става QFG [34]. Синтез указанных соединений
был произведен в соответствии с ранее предло-
женными и описанными нами методиками [23,
35]. Для формирования разнообразного окруже-
ния изучаемых хромофоров был привлечен
представительный (~50 наименований) набор
органических растворителей. Отметим, что по-
хожий набор мы использовали в предыдущей ра-
боте, в которой анализировали корреляции ста-
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ционарных и времяразрешенных свойств хромо-
фора голубого ФБ [36].

Выбранные растворители можно разделить на
шесть групп на основании их физико-химического
своеобразия. Первую группу составляют алканы
различного строения, которые создают липофиль-
ное окружение, не способствуют формированию
электростатических взаимодействий хромофора с
растворителем и слабо влияют на дипольный мо-
мент хромофора. Важно, что выбранные алканы су-
щественно различаются по вязкости (η = 0.3–3.0 ×
× 103 Па с) и показателю преломления, а воздей-
ствие этих параметров на характер затухания флуо-
ресценции модельных хромофоров представляет
значительный интерес, поскольку обе величины
влияют на время жизни флуоресценции ФБ [37–
39], а квадрат показателя преломления напрямую
определяет величину излучательной константы
(согласно уравнению Штриклера–Берга [40]).
Вторую группу растворителей формируют одно-
атомные спирты, которые позволяют одновремен-
но варьировать полярность и вязкость окружения
хромофора, имитируя поведение полярных и гид-
рофобных остатков в белковом ядре. Третья груп-
па – ароматические растворители, моделирующие
влияние на излучательную константу соседствую-
щих с хромофором остатков фенилаланина, тиро-
зина и триптофана. Четвертая группа – основные
растворители, позволяющие изучить роль элек-
тростатических взаимодействий в хромофорном
окружении (в частности, смоделировать влияние на
поведение хромофора остатков аргинина или лизи-
на), влияющие на дипольный момент хромофора. К
пятой группе относятся полярные растворители,
которые имитируют соответствующие аминокис-
лотные остатки и позволяют оценивать влияние по-
лярного окружения на кинетику затухания флуо-
ресценции отдельно от вязкости/показателя пре-
ломления. Наконец, шестую группу составляют
специальные галогенсодержащие растворители,
которые моделируют экстремально липофильное
окружение хромофора, а также (в случае хлор- и
бром-производных) позволяют изучать действие
на затухание флуоресценции соседних с хромо-
фором тяжелых атомов. Такое окружение хромо-
фора может быть реализовано, например, в ФБ с
неканоническими галогенированными амино-
кислотными остатками в окружении хромофора
[41, 42].

Cистематический анализ времяразрешенного
флуоресцентного поведения модельных соедине-
ний мы начали с конформационно-фиксированно-
го аналога хромофора GFP (рис. 1, соединение (I)).
Ввиду значительного числа экспериментальных
образцов мы приняли решение измерять кинетику
затухания флуоресцентного сигнала разработан-
ным нами высокопроизводительным методом с ис-
пользованием макроимиджера, детектирующего
времена жизни в частотном домене (frequency do-

main fluorescence lifetime imaging, fdFLI). В резуль-
тате удалось зарегистрировать сигналы высокого
качества в большинстве растворов (табл. 1).

Все измеренные кинетики отличались гомо-
генностью флуоресцентных популяций и исклю-
чительно монофазным характером затухания
(так, фазовые и модуляционные времена жизни,
τϕ и τm, практически совпадали в большинстве из-
мерений; в этой связи в табл. 1 для краткости мы
приводим только значение τm). Наиболее значи-
мое наблюдение по итогам эксперимента состоя-
ло в том, что время жизни флуоресценции кон-
формационно-фиксированного GFP колебалось
в сравнительно узком диапазоне 2.7–3.0 нс, не
проявляя выраженной зависимости от свойств
растворителя (полярности, вязкости, показателя
преломления). Анализ крупнейшей базы данных
физико-химических свойств ФБ FPbase [43] по-
казал, что наиболее яркие зеленые флуоресцент-
ные белки с хромофором состава XYG (прототип
изучаемого здесь синтетического хромофора)
обладают схожими кинетиками затухания флуо-
ресценции. Так, популярный белок EGFP
(КВФ ~ 0.6) имеет τ = 2.6–2.8 нс [26], у белка Clo-
ver (КВФ ~ 0.76) τ = 3.2 нс [44], а у наиболее ярко-

Рис. 1. Структуры хромофоров флуоресцентных бел-
ков и их синтетических аналогов: (а) – хромофор бел-
ка GFP и его конформационно-фиксированный ана-
лог (соединение (I)); (б) – хромофор белка Sirius (сле-
ва) и его конформационно-фиксированный аналог
(соединение (II)).
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го из известных GFP mNeonGreen (КВФ ~ 0.8)
τ = 3.1 нс [45]. Фактически заметное отклонение
от среднего значения времени жизни наблюда-
лось лишь в экстремально липофильном три-
фторэтаноле (~3.4 нс) и в нитрометане (~1 нс).
Мы полагаем, что в последнем случае наблюдает-
ся гашение флуоресценции за счет протекания в
этом растворителе конкурентного безызлучатель-
ного процесса, переноса электрона возбужденно-
го состояния на растворитель [46].

В целом результаты этого эксперимента свиде-
тельствуют о том, что времяразрешенное поведе-
ние модельного соединения хорошо соответству-
ет таковому у описанных ранее зеленых ФБ с вы-
соким КВФ, а значит, наши методические
предпосылки (о “фиксации” безызлучательных
констант) верны. Вместе с тем мы усомнились, что
наблюдаемые колебания времен жизни отражают
полный диапазон изменения константы флуорес-
ценции модельного соединения. Возможно, в зна-
чительной части растворителей испускание кон-
формационно-фиксированного хромофора GFP
происходит через перенос протона в возбужденном

состоянии (ESPT) [47], т.е. из нейтральной фор-
мы хромофора с существенной потерей части
энергии возбуждения. В этой связи мы дополни-
тельно изучили поведение принудительно иони-
зованного модельного соединения (I) в части рас-
творителей.

Для дополнительного эксперимента были взя-
ты растворы конформационно-фиксированного
хромофора GFP в химическом окружении, ими-
тирующем важнейшие условия, реализующиеся
внутри молекулы ФБ (табл. 2). Ко всем растворите-
лям перед измерениями добавляли диазабицикло-
ундецен (dbu) – сильное органическое основание,
обеспечивающее ионизацию хромофора. Таким об-
разом, в этом случае мы анализировали исклю-
чительно прямую флуоресценцию из анионной
формы хромофора, которая служит основным ис-
точником эмиссии практически значимых вари-
антов GFP. В этом эксперименте мы предпочли
использовать для измерения кинетик затухания
флуоресценции времяразрешенную спектромет-
рию с времякоррелированным счетом фотонов.
Это менее производительный, но более высоко-

Таблица 1. Времена жизни флуоресценции конформационно-фиксированного аналога хромофора белка GFP в
различных растворителях

Примечание: прочерк – слишком слабая флуоресценция для детекции достоверного сигнала. Полужирным шрифтом выде-
лены растворители, в которых зарегистрированы наиболее короткие и длинные времена жизни флуоресценции модельного
соединения.

Растворитель Время жизни 
флуоресценции, нс Растворитель Время жизни 

флуоресценции, нс

Ацетонитрил 2.95 Дихлорэтан 2.84
Этилацетат 2.86 Дихлорметан 2.92
Диэтиловый эфир 2.82 Триэтиламин –
Диметилацетамид 2.82 Тетраметилэтилендиамин (TMEDA) –
Диоксан 2.86 N-Этилморфолин –
Метилэтилкетон 2.85 Трифторэтанол 3.38
Циклогексанон 2.82 Октанол-2 2.91
N-Метилпирролидон – Тетрагидрофуран 2.82
Диметилсульфоксид 2.66 Хлороформ 2.88
Уксусная кислота 3.01 Дихлорбензол 2.70
Октан – Хлорбензол 2.69
Метанол 3.02 Бензол 2.71
Этанол 2.95 Толуол 2.63
Пропанол-1 2.82 Пиридин 2.82
Бутанол-1 2.93 Ундеканол-1 2.83
Гексанол-1 2.92 Пентанол-1 2.95
Деканол-1 2.89 Нитрометан 0.98
Додеканол-1 2.85 Трет-бутанол 3.04
Изоамиловый спирт 2.77 Циклогексанол 2.74
Изопропанол 2.71 Дибромметан 2.67
Бутанол-2 2.85 Метоксифторбутан 2.89
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разрешающий метод флуоресцентного анализа,
позволяющий, в частности, адекватнее характе-
ризовать многокомпонентные затухания и выяв-
лять возможные признаки протекания безызлу-
чательных процессов в возбужденном состоянии.

Как и в предыдущем эксперименте, флуорес-
ценция хромофора GFP демонстрировала пре-
имущественно моноэкспоненциальную кинети-
ку затухания, однако характерные времена жизни
здесь оказались существенно выше, находясь в
диапазоне 3.1–4.3 нс и достигая 4.67 нс у отдель-
ных флуоресцентных популяций (табл. 2). С из-
вестной долей осторожности этот результат мож-
но интерпретировать в терминах пластичности
излучательной константы хромофора GFP. Ины-
ми словами, можно ожидать получения вариан-
тов зеленых ФБ с хромофором состава XYG и вре-
менем жизни флуоресценции 4.0–4.5 нс. Приро-
да гетерогенности флуоресцентной популяции в
некоторых типах окружения (биэкспоненциаль-
ное затухание флуоресценции в диоксане, пири-
дине, диметилформамиде и пр.) остается неясной
и требует дополнительных исследований, выхо-
дящих за рамки данной работы.

Для конформационно-фиксированного ана-
лога хромофора синего флуоресцентного белка
Sirius (рис. 1, соединение (II)) попытки времяраз-
решенного флуоресцентного анализа высокопро-
изводительным методом fdFLI оказались неудач-
ными. Мы связываем неудовлетворительное ка-
чество сигнала с двумя факторами: сравнительно
плохой растворимостью модельного соединения
и неоптимальным режимом возбуждения флуо-
ресценции (λex ~ 400 нм), диктуемым конфигура-
цией установки. Однако методом спектрометрии
с времякоррелированным счетом фотонов нам

удалось проанализировать наносекундные кине-
тики затухания флуоресценции этого флуорофо-
ра в большинстве выбранных растворителей
(табл. 3). Измерения показывают, что флуорес-
ценция Sirius характеризуется двухкомпонент-
ным затуханием с характерными временами τ1 ~
~ 2.0–2.8 нс и τ2 ~ 6.0–8.5 нс (табл. 3). В целом
оказалось затруднительным выявить выражен-
ные закономерности зависимости времен жизни
и амплитуд флуоресцентных популяций от
свойств растворителя, однако наблюдается неко-
торая тенденция к увеличению времени жизни и
вклада долгоживущей компоненты (τ2) в гидро-
фобных неполярных вязких растворителях (на-
пример, додекане, пентадекане, гексадекане).
Важно отметить, что флуоресцентная кинетика
ФБ Sirius в литературе не описана, а близкие по
стационарным спектральным свойствам синие
флуоресцентные белки (EBFP, TagBFP) характе-
ризуются монофазным затуханием флуоресцен-
ции со временами жизни 2.5–3.2 нс [43, 48], кото-
рые хорошо соответствуют таковым для коротко-
живущей (τ1) формы хромофора Sirius (рис. 1,
соединение (II)).

Интерпретировать долгоживущую флуорес-
центную форму модельного соединения (τ2) мож-
но двояко. С одной стороны, привлекательной
представляется гипотеза, что данная флуорес-
центная форма соответствует субпопуляции хромо-
фора с повышенной излучательной константой, и
что полурациональное введение в хромофорное
окружение ФБ Sirius неполярных (лейцин, изолей-
цин) и/или длинноцепочечных слабополярных (ар-
гинин) аминокислотных остатков могло бы способ-
ствовать доминированию этой флуоресцентной
формы в белке (что сделало бы соответствующий

Таблица 2. Анализ кинетики затухания анионного хромофора GFP в растворителях основных классов (+ 0.05% dbu)

* Указаны только относительные вклады (%) компонент затухания флуоресценции, относящиеся к изучаемому веществу.
Вклад короткоживущих компонент, относящихся к аппаратной функции, не показан (по этой причине для двухкомпонент-
ных кинетик сумма амплитуд значимых флуоресцентных компонент, как правило, менее 100%).

Растворитель Число компонент Время жизни флуоресценции, нс 
(вклад, %)*

Трифторэтанол 1 4.3
Изопропанол 1 4.0
Этилацетат 1 3.35
Диметилформамид 2 2.30 (21), 4.67 (68)
Диметилсульфоксид 2 2.35 (59), 4.2 (34)
Ацетонитрил 2 1.70 (32), 3.10 (63)
Хлороформ 1 3.94
Диоксан 2 1.26 (18), 3.43 (54)
Пиридин 2 1.24 (28), 3.6 (36)
Метанол 1 3.89
Толуол 1 3.10
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Таблица 3. Анализ кинетики затухания конформационно-фиксированного аналога хромофора Sirius в раство-
рителях разных классов

* Указаны только амплитуды (А), или относительные вклады компонент затухания флуоресценции, относящиеся к изучае-
мому веществу. Вклад идентичных для всех измерений короткоживущих компонент, относящихся к аппаратной функции, не
показан (по этой причине сумма амплитуд значимых флуоресцентных компонент, как правило, менее 100%).

Растворитель
Хромофор Sirius, время жизни флуоресценции*

τ1, нс A1, % τ2, нс A2, %

Гексанол-1 2.44 36 7.00 44
Пентанол-1 2.60 48.5 7.00 29.5
Циклогексанон 2.48 40 7.43 42
Циклогексанол 2.57 40 7.25 26
Изоамиловый спирт 2.18 51 6.70 28
Трет-бутанол – – – –
2-Метилбутанол-2 2.35 37 7.06 47
Бутанол-1 2.49 32 7.47 50
Бутанол-2 2.78 53 6.73 38
Октанол-1 2.80 45 7.78 50
Изобутиловый спирт 2.63 39 8.14 32
Трифторэтанол 2.85 37 6.25 34
Ундеканол-1 2.53 33 7.60 38
Додеканол-1 2.52 49 6.29 21
Нитробензол 2.26 25 8.50 11
Диизопропилэтиламин 2.35 57 6.98 27
Изопропанол 2.72 28 6.76 50
Этанол 2.60 26 7.75 38
Октанол-2 2.80 48 7.65 45
Деканол-1 2.45 29 7.93 33
Пропанол-1 2.46 29 8.04 40
Этилацетат 2.62 33 7.60 52
Диметилформамид 1.90 34 6.05 39
Тетрагидрофуран 2.66 33 7.90 44
Диэтиловый эфир 2.70 36 7.94 57
Дихлорметан 2.10 33.5 6.78 54.5
Диметилацетамид 2.28 35 6.13 50
Диметилсульфоксид 2.27 35 6.35 47
Ацетонитрил 2.83 65 6.37 21
Хлороформ 2.79 47 6.87 42
Диоксан 2.80 33 8.57 54
Октан 2.63 39 7.40 45
Пентадекан 2.60 35 8.40 52
Гексадекан 2.60 33 8.55 51
Декан 2.50 33 7.72 52
Уксусная кислота 1.20 31 4.02 64
Гексан 2.48 33.5 7.24 54.5
Додекан 2.70 34 8.37 49
Дихлорэтан 2.76 39 7.57 45
Нитрометан 2.25 35 6.39 20
Метилэтилкетон 2.50 45 6.83 42
Триэтиламин 2.23 29 6.25 52
N-Метилпирролидон 2.56 27 8.86 68
Дибромметан 2.50 38 6.13 46
Пиридин 2.21 35 6.16 43.5
Метанол 2.20 30 7.43 34
Толуол 2.55 33 7.17 51
Хлорбензол 2.85 42 7.82 45
Дихлорбензол 2.74 37 7.80 56
Бензол 2.68 39 6.94 43
Метоксиперфторбутан 2.84 33 6.24 35
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вариант Sirius ценной меткой для времяразре-
шенной микроскопии). С другой стороны, экспе-
риментальное подтверждение находит предполо-
жение, что происхождение τ2 связано с (авто)флуо-
ресценцией растворителя, которая в условиях
плохой растворимости модельного соединения
сравнима по амплитуде с сигналом последнего.

Интересно, что мы выявили аномальное пове-
дение хромофора Sirius в уксусной кислоте – ба-
тохромный сдвиг максимума эмиссии (данные не
приведены) и существенно укороченные времена
жизни обеих флуоресцентных компонент этого
флуорофора (τ1 = 1.2 нс (31%), τ2 = 4.02 нс (64%)).
При этом интенсивность сигнала (средний счет
фотонов при заданной мощности источника воз-
буждения) была практически на 2 порядка вели-
чины выше, чем в других условиях (вероятно, за
счет существенно лучшей растворимости модель-
ного соединения (II)). Можно предположить, что
в уксусной кислоте мы наблюдаем флуоресцен-
цию катионной формы хромофора [49, 50], а вве-
дение в хромофорное окружение ФБ Sirius силь-
но полярных и электрически заряженных амино-
кислотных остатков способно привести к
похожему эффекту.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Синтез модельных соединений (I) и (II). Синтез

модельных соединений (I) и (II) проводили со-
гласно методикам, разработанным ранее [23, 35].
На первом этапе были получены хромофоры-
предшественники без конформационной фикса-
ции (не флуоресцирующие в растворе). Для син-
теза предшественников хромофоров типа GFP и
Sirius использовали подход, связанный с приме-
нением имидатов, получаемых из ацетонитрила и
эфира глицина. На втором этапе синтеза с помо-
щью последовательного действия трибромида бо-
ра и плавиковой кислоты хромофоры-предше-
ственники были превращены в конформацион-
но-фиксированные аналоги (флуоресцирующие
в растворе).

Подготовка растворителей. Всего для целей ис-
следования было подготовлено 63 органических
растворителя, относящихся к шести группам по
физико-химическим свойствам.

Алканы были представлены гексаном, окта-
ном, додеканом, пентадеканом и гексадеканом.
Растворители этой группы были очищены пере-
гонкой над гидридом кальция для удаления сле-
дов влаги и продуктов окисления.

Спирты были представлены изопропанолом,
бутанолом-2, октанолом-2, циклогексанолом,
2-метил-бутанолом-2, трет-бутанолом, бутано-
лом-2, метанолом, этанолом, пропанолом-1, бу-
танолом-1, пентанолом-1, гексанолом-1, октано-
лом-1, деканолом-1, ундеканолом-1, додекано-

лом-1, изоамиловым спиртом и изобутанолом.
Растворители этой группы также были очищены
перегонкой над гидридом кальция для удаления
следов влаги и продуктов возможного окисления.

Ароматические растворители были представ-
лены дихлорбензолом, хлорбензолом, бензолом,
толуолом, крезолом и мезитиленом. Растворите-
ли этой группы дополнительно не очищали, по-
скольку они были коммерчески доступны в вари-
антах с высокой степенью очистки.

Основные растворители были представлены
триэтиламином, пиридином, тетраметилэтилен-
диамином, этилморфолином, диизопропилами-
ном, этилдиизопропиламином, бутиламином и
анилином. Некоторые из этих растворителей бы-
ли коммерчески доступны в вариантах с высокой
степенью очистки, а другие подготовлены с по-
мощью перегонки над гидридом кальция.

Полярные растворители были представлены
ацетонитрилом, ацетоном, этилацетатом, диэти-
ловым эфиром, тетрагидрофураном, диметил-
формамидом, диметилацетамидом, диоксаном,
метилэтилкетоном, циклогексаноном, N-метил-
пирролидоном, диметилсульфоксидом, уксусной
кислотой и нитрометаном. Некоторые из этих
растворителей были коммерчески доступны в ва-
риантах с высокой степенью очистки, а другие
подготовлены с помощью перегонки над гидри-
дом кальция.

Специальные (экстремально липофильные)
растворители были представлены трифторэтано-
лом, метилперфторбутиловым эфиром, перфтор-
бензолом, перфтортолуолом, фторацетоном, фтор-
пропанолом, фторпентанолом, дибромметаном,
хлороформом, дихлорэтаном и дихлорметаном.
Растворители этой группы дополнительно не очи-
щали, поскольку они были коммерчески доступны
в вариантах с высокой степенью очистки.

Для ионизации хромофора GFP добавляли в
растворитель диазабициклоундецен (dbu) в коли-
честве 0.05% по объему.

Визуализация времени жизни флуоресценции в
частотном домене. Измерение времен жизни флуо-
ресценции нейтральной формы конформацион-
но-фиксированного хромофора GFP производи-
ли путем последовательной флуоресцентной ви-
зуализации по 4–5 образцов в режиме анализа
времени жизни флуоресценции в частотном до-
мене (frequency domain f luorescence lifetime imag-
ing) на модифицированной для визуализации мак-
рообъектов установке, основанной на fdFLIM-си-
стеме LIFA (Lambert Instruments, Нидерланды).
Для возбуждения флуоресценции использовали
импульсные источники модулированного излу-
чения из набора Multi-LED (Lambert Instruments,
Нидерланды; λ = 407 и 471 нм, частота повторе-
ния импульсов 20 и 40 МГц, в зависимости от ин-
тенсивности флуоресценции конкретного образ-
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ца). Для детекции сигнала использовали камеру
Toggel (Lambert Instruments, Нидерланды) с при-
соединенным к ней светосильным фотообъекти-
вом 50–100/1.8 (Sigma, Япония), снабженным
эмиссионным фильтром HQ510lp (Chroma,
США). Калибровку системы проводили с помо-
щью калибровочного образца “зеленая акриловая
пластина” (τ = 4.2 нс) из набора FSK5 (Thorlabs,
США). Настройку режима детекции (время экс-
позиции, частоту повторения импульсов, число
фаз и число повторений) и математическую обра-
ботку данных производили с помощью програм-
мы LIFA Tau Software 1.2.0 (Lambert Instruments,
Нидерланды).

Времяразрешенная флуоресцентная спектроско-
пия. Времяразрешенный флуоресцентный сигнал
ионизованного хромофора GFP и хромофора
Sirius детектировали во временном домене (time
domain f luorescence lifetime spectroscopy) методом
времякоррелированного счета фотонов. Измерения
производили с помощью времяразрешенного флуо-
ресцентного спектрометра miniTau (Edinburgh In-
struments, Великобритания) в кварцевой флуо-
риметрической кювете (объем образца ~1 мл) во
временном окне 50 нс, разделенном на 2048 вре-
менных каналов. Возбуждение флуоресценции
производили пикосекундными лазерами EPL-
375 (для Sirius) и EPL-450 (для GFP) (Edinburgh
Instruments, Великобритания) с центральной
длиной волны излучения 372 и 445.6 нм соответ-
ственно, частотой повторений 20 МГц; счет фо-
тонов осуществляли в спектральном диапазоне
425–475 нм (Sirius) и 475–525 нм (GFP). Обработ-
ку и визуализацию данных, определение χ2 (кри-
терий Пирсона) проводили в программе Fluoracle
2.5.1 (Edinburgh Instruments, Великобритания).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проанализировано времяразрешенное флуо-

ресцентное поведение аналогов хромофора зеле-
ного и синего ФБ в разнообразном химическом
окружении – в среде органических растворителей
шести групп. Конформационно-фиксированный
аналог хромофора GFP (прототипом которого
служит планарный хромофор ФБ состава XYG) в
большинстве случаев показывал кинетики зату-
хания флуоресценции, чрезвычайно близкие к
таковым у представителей семейства GFP с наи-
более высокими КВФ, адекватно моделируя ти-
пичное поведение последних. В условиях же при-
нудительной ионизации, снижающей потери
энергии возбужденного состояния хромофора на
ESPT, мы наблюдали увеличенные (до 4.3–4.6 нс)
времена жизни флуоресценции, которые могут
быть интерпретированы в терминах увеличения
константы флуоресценции (kr). Конформацион-
но-фиксированный аналог хромофора Sirius
(прототип – нейтральный хромофор необычного

состава QFG) показал биэкспоненциальные ки-
нетики затухания флуоресценции, короткоживу-
щая компонента которых похожа на родственные
синие ФБ. В растворе уксусной кислоты, однако,
модельное соединение проявило нетипичное фо-
топоведение (интенсивную флуоресценцию с ма-
жорной популяцией τ ~ 4 нс), которое можно ин-
терпретировать как эмиссию катионной формы
хромофора.

В целом реализованный экспериментальный
подход, в рамках которого синтетический кон-
формационно-фиксированный хромофор ФБ
моделирует “фиксацию” наиболее значимых
безызлучательных констант и дает понятие о пла-
стичности времени жизни флуоресценции (как
индикатора излучательной константы), представ-
ляется нам перспективным. Данный подход мо-
жет использоваться в фотофизической инжене-
рии ФБ для предварительной оценки пределов
“настройки” времен жизни флуоресценции, ко-
торые можно ожидать от белков с конкретным
типом хромофора.
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Fluorescence Decay Analysis of the Model Compounds as an Approach to Photophysical 
Engineering of Fluorescent Proteins
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Studying of structure-function relationships between a chromophore and its protein environment plays a key
role in photophysical engineering of f luorescent proteins (FPs), specifically, in the guided designing of their
new variants with a higher f luorescence quantum yield (FQY). Known approaches to FQY increasing mostly
rely on suppression of the excited state nonradiative processes, but no tools have been suggested for the tuning
of the radiative rate constant (kr), which is also a potentially “adjustable” value. Here, we propose an experi-
mental approach in which the synthetic chromophore of FP models the “fixation” of the most important ra-
diationless constants and allows monitoring of the f luorescence lifetime flexibility (as an indicator of the kr
value). As a proof-of-concept, we studied the time-resolved fluorescence behavior of the green and blue FP
chromophore analogs in diverse chemical environments. The conformationally locked analog of the GFP
chromophore in most cases showed monophasic f luorescence decay kinetics with a lifetime of 2.7–3.0 ns,
thus adequately modeling the typical behavior of GFPs with the highest FQYs. Under the conditions of
stimulated ionization of this chromophore, we observed increased (up to 4.3–4.6 ns) f luorescence lifetimes,
which can be interpreted in terms of an increase in the radiative constant (kr). The conformationally locked
analog of the Sirius chromophore showed biexponential f luorescence decay kinetics, partly simulating the
properties of the blue FPs. In an acetic acid solution, this compound exhibited distinct f luorescent properties
(elevated f luorescence intensity with a major lifetime population of ~4 ns), which can be interpreted as the
emission of an unusual cationic form of the chromophore.

Keywords: fluorescent protein, GFP, Sirius, fluorescence lifetime, model chromophore, solvatochromism, radia-
tive rate constant



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2023, том 49, № 3, с. 285–290

285

ПРОСТРАНСТВЕННАЯ СТРУКТУРА КОМПЛЕКСА Fab-ФРАГМЕНТА 
МОНОКЛОНАЛЬНОГО АНТИТЕЛА LNKB-2 С АНТИГЕННЫМ 
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Рентгеноструктурным методом при разрешении 2.6 Å установлена пространственная структура
антигенсвязывающего фрагмента (Fab) моноклонального антитела LNKB-2 в комплексе с синтети-
ческим антигенным нонапептидом интерлейкина-2 человека (IL-2; Lys-Pro-Leu-Glu-Glu-Val-Leu-
Asn-Leu-O) в кристаллической пространственной группе P212121. Пептид принимает несколько ис-
каженную α-спиральную конформацию, близкую к таковой фрагмента 64–72 антигена IL-2. Четы-
ре из шести гипервариабельных петель антигенсвязывающего сайта Fab-фрагмента участвуют в
связывании нонапептида посредством водородных связей, солевых мостиков и гидрофобных взаи-
модействий, причем важную роль в распознавании антигена играют остатки Tyr антитела.

Ключевые слова: моноклональное антитело, Fab-фрагмент, антиген интерлейкина-2, пространствен-
ная структура, рентгеноструктурный анализ
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ВВЕДЕНИЕ

Моноклональные антитела широко использу-
ются в биомедицинских исследованиях. Они об-
ладают уникальной специфичностью к антигену
за счет пространственной комплементарности в
контактной области с образованием системы
стабилизирующих водородных связей, солевых
мостиков, электростатических и гидрофобных
взаимодействий [1–3]. Информация о строении
комплексов антител с белками и отдельными эпи-
топами вызывает значительный практический ин-
терес. Изучение структурных основ специфичности
связывания антиген–антитело внесло важный
вклад в понимание механизма иммунного узнава-
ния и рационального дизайна синтетических вак-
цин. Развитию этой области в значительной степе-
ни способствовали рентгеноструктурные исследо-
вания изолированных антител и антигенов, а
также их комплексов [4].

Интерлейкин-2 (IL-2) человека – один из
главных регуляторов иммунной системы, отвеча-
ющий за рост и дифференцировку активирован-
ных антигеном Т- и В-лимфоцитов [5, 6], он рас-
сматривается как перспективное терапевтиче-
ское средство при вторичных иммунодефицитах.
Моноклональное антитело LNKB-2 относится к
классу иммуноглобулинов IgG1 и взаимодействует
с IL-2 с высокой аффинностью, характеризующей-
ся величиной константы связывания ~3 × 108 М–1

[7]. Структурные исследования специфики меж-
молекулярного взаимодействия в комплексах ан-
тиген–антитело выступают одним из важных на-
правлений иммунологии.

Ранее были опубликованы результаты рентге-
ноструктурных исследований свободного Fab-
фрагмента моноклонального антитела LNKB-2 к
IL-2 человека в кристаллической пространствен-
ной группе P212121 [8, 9], а также его комплекса с
синтетическим 9-членным антигенным пепти-
дом (64–72) IL-2 в пространственной группе P21
при разрешении 3 Å [10]. В настоящей работе
приведены результаты рентгеноструктурного изу-
чения аналогичного комплекса с антигенным нона-
пептидом IL-2 в новой пространственной группе
P212121 при более высоком разрешении 2.6 Å.

1 Статья посвящается памяти академика РАН Иванова Ва-
дима Тихоновича.
Сокращения: Fab – антигенсвязывающий фрагмент; IL-2 –
интерлейкин-2; RMSD – среднеквадратичное отклонение.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 330-75-10; эл. почта:
goryacheva@ibch.ru).

УДК 577.112.083.3;548.737
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Пространственная организация. Простран-
ственная структура Fab-фрагмента LNKB-2
сформирована из четырех β-структурных доме-
нов – двух вариабельных (VL и VH) и двух кон-
стантных (CL и CH), образованных легкой (L) и
частью тяжелой (H) цепей (рис. 1–3). Каждый из
доменов имеет характерную для иммуноглобули-
нов укладку цепи, представленную двумя скру-
ченными β-слоями с антипараллельной структу-
рой. Существенный вклад в стабилизацию струк-
туры вносят пять ковалентных S–S-связей между
остатками Cys, из них четыре внутрицепочечные
23−88 (VL), 134−194 (CL), 22−92 (VH), 142−208
(CH) и одна межцепочечная 214 (CL) − 230 (CH).
Характерная особенность структуры – наличие
шести цис-пептидных связей, предшествующих

остаткам пролина 8, 95, 141 в цепи L и 149, 151, 202
в цепи H.

Топология укладки полипептидных цепей в
структуре комплекса Fab-LNKB-2 c антигенным
пептидом IL-2 человека в кристаллической про-
странственной группе P212121 в целом близка к та-
ковой в структуре ранее опубликованного ком-
плекса в группе Р21 [10]. Среднеквадратичное от-
клонение (RMSD) Cα-атомов всей структуры,
отдельно антигенного пептида, легкой и тяжелой
цепей обеих структур составило 0.745, 0.277, 0.574
и 0.871 Å соответственно. Более высокое разреше-
ние структуры в группе P212121 позволило уточ-
нить геометрию отдельных областей комплекса.
Наибольшее отличие по всем атомам продемон-
стрировал 9-членный антигенный пептид IL-2
(RMSD 1.713 Å).

Рис. 1. Аминокислотная последовательность легкой цепи (L) и фрагмента тяжелой цепи (H) Fab-фрагмента антитела
LNKB-2 с обозначением вариабельных (V) и константных доменов (C). Нумерация остатков дана по номенклатуре
Kabat et al. [11]; строчными курсивными буквами помечены остатки, сохраняющие номер предшествующего остатка.
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Рис. 2. Топология пространственной укладки комплекса Fab-фрагмента антитела LNKB-2 к IL-2 человека (показан
фиолетовым цветом) с антигенным пептидом IL-2 (зеленый цвет).
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CL

VH

CH

Антигенный
пептид

Антигенсвязывающий центр. В формировании
антигенсвязывающего центра Fab-LNKB-2
участвуют шесть гипервариабельных областей
легкой и тяжелой цепей, по три от каждого VL- и
VH-доменов, расположенных на петлевых участ-
ках с нерегулярной структурой. Нонапептидный
фрагмент Lys-Pro-Leu-Glu-Glu-Val-Leu-Asn-
Leu-O (64–72) эпитопа IL-2 принимает неиде-
альную форму α-спирали и связывается четырь-
мя гипервариабельными петлями, одна из кото-
рых принадлежит легкой (VL) и три – тяжелой
(VH) цепям. Связывание пептида осуществляется
за счет образования одного солевого мостика, че-
тырех Н-связей и ряда гидрофобных ван-дер-ва-
альсовых контактов (табл. 1).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение Fab-фрагментов. Fab-фрагменты
моноклонального антитела LNKB-2 к IL-2 чело-
века получали по методике, описанной в работе
Фокина с соавт. [8]. Для наработки препаратив-
ных количеств антител гибридные клетки LNKB-2
вводили мышам линии BALB/c. Выделенную ас-
цитную жидкость подвергали очистке, раствор
антител мышей диализовали против буфера, со-
держащего 25 мМ Tris-HCl (pH 7.3), 250 мМ NaCl,
1 мМ EDTA и 25 мМ меркаптоэтанол. Fab-LNKB-2
получали гидролизом моноклональных антител
папаином. После очистки на колонке с DEAE-
целлюлозой проводили препаративное разделе-
ние Fab-фрагментов на отдельные изоформы ме-
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Рис. 3. Структура антигенсвязывающего центра Fab-фрагмента антитела LNKB-2 к IL-2 человека (легкая и тяжелая
цепи показаны, соответственно, оранжевым и синим цветами) в комплексе с антигенным пептидом IL-2 (зеленый
цвет). Расстояния приведены в ангстремах.
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Таблица 1. Стабилизирующие контакты Fab-фрагмента антитела LNKB-2 в комплексе с антигенным пептидом
IL-2: водородные связи и солевые мостики*

Антигенный пептид Fab-фрагмент Расстояние, Å

Lys64 Tyr27d (VL) 3.65

Glu67 Tyr32 (VL) 2.59

*Glu67 *Lys30 (VL) 3.05

Asn71 Tyr98 (VH) 2.85

Leu70 (C=O) Tyr53 (VH) 2.43
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тодом изоэлектрофокусирования. Фракция Fab-
фрагментов с pI ~ 8.1 была использована для кри-
сталлизации.

Кристаллизация и получение рентгеновских экс-
периментальных данных. Кристаллы комплекса
Fab-LNKB-2 и синтетического пептида IL-2 (Lys-
Pro-Leu-Glu-Glu-Val-Leu-Asn-Leu-O [12]) выра-
щивали в варианте висячей капли при концен-
трации белка ~15 мг/мл из 10%-ного полиэти-
ленгликоля 4000, 7%-ного 2-пропанола, 60 мМ
Na-HEPES (pH ~7.6). Рентгеновские экспери-
ментальные данные получали на дифрактомет-
ре SC XRD (Bruker, Германия) с разрешением
2.6 Å. Кристаллографические данные и статисти-
ка уточнения приведены в табл. 2.

Определение структуры. Пространственная
структура Fab-LNKB-2 была установлена мето-

дом молекулярного замещения с помощью про-
граммы Molrep [13] с использованием в качестве
модели установленную ранее структуру комплек-
са Fab-LNKB-2 в альтернативной пространствен-
ной группе P21 [10]. Последующее кристаллогра-
фическое уточнение структуры проводили с по-
мощью программы Refmac [14] попеременно с
ручной правкой модели в электронной плотности
с использованием программы Coot [15]. Коорди-
наты атомов структуры депонированы в между-
народном банке белковых структур PDB с кодом
доступа 7YZJ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установлена пространственная структура Fab-
фрагмента моноклонального антитела LNKB-2 к
IL-2 человека в комплексе с антигенным нона-
пептидом IL-2 рентгеноструктурным методом в
новой кристаллической пространственной груп-
пе Р212121 при разрешении 2.6 Å. Новая структура,
по сравнению с ранее установленной в группе Р21
при разрешении 3.0 Å, характеризуется повышен-
ной точностью локализации атомов. Антигенный
пептид в спиральной форме располагается в по-
лости, образованной гипервариабельными участ-
ками тяжелой и легкой цепей Fab-фрагмента и
специфически связывается четырьмя Н-связями,
одним солевым мостиком и рядом гидрофобных
взаимодействий.
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Three-Dimensional Structure of Fab Fragment of Monoclonal Antibody LNKB-2 
Complexed with Antigenic Nonaptide from Human Interleukin-2
E. A. Goryacheva*, #, I. V. Artemyev*, N. V. Pletnevа*, and V. Z. Pletnev*

#Phone: +7 (495) 330-75-10; e-mail: goryacheva@ibch.ru
*Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Sciences,

ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

The three-dimensional structure of the antigen-binding fragment (Fab) of the monoclonal antibody LNKB-2
in complex with the synthetic antigenic nonapeptide of human interleukin-2 (IL-2; Lys-Pro-Leu-Glu-Glu-
Val-Leu-Asn-Leu-O) was determined by X-ray method at a resolution of 2.6 Å in crystal space group P212121.
The peptide adopts a somewhat distorted α-helical conformation, close to that of fragment 64–72 of the IL-2 an-
tigen. Four out of the six hypervariable loops in the antigen-binding site of the Fab fragment are involved in
nonapeptide association through hydrogen bonding, salt bridge formation, and hydrophobic interactions.
Moreover, Tyr residues of an antibody play an important role in antigen-antibody recognition.

Keywords: monoclonal antibody, Fab fragment, interleukin-2 antigen, three-dimensional structure, X-ray study
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ВВЕДЕНИЕ
Третичные бутиловые эфиры аминокислот на-

ходят широкое применение в химическом синте-
зе пептидов в качестве защитной группы, при
этом для их получения до сих пор используются
классические методы [1–3], несмотря на разви-
тие альтернативных способов [4].

В одном из классических методов третичные
бутиловые эфиры синтезируют, обрабатывая изо-
бутиленом соответствующую аминокислоту или
ее производное при катализе минеральными кис-
лотами [5, 6]. Широкому использованию данного
метода способствуют доступность исходных ве-
ществ и высокие выходы целевых продуктов [7,
8]. В то же время этот процесс считается довольно
опасным в осуществлении, поскольку синтез
приходится проводить под давлением в герметич-
ном сосуде для предотвращения утечки избытка
воспламеняющегося изобутилена.

Однако этот метод был модернизирован, и в
новых условиях он стал более безопасным [9].

В описанной методике использовали трет-бута-
нол (5 экв.) в присутствии гетерогенного катали-
затора, который получали адсорбцией серной
кислоты на безводном сульфате магния. В реак-
цию вступали различные карбоновые кислоты,
включая две защищенные аминокислоты, при
этом авторы не наблюдали существенного увели-
чения давления в реакционном аппарате, несмот-
ря на их предположение, что изобутилен оказы-
вается промежуточным продуктом.

Поскольку в указанных условиях не нужно
применять жидкий изобутилен, эта методика по-
лучения третичных бутиловых эфиров приобрела
значительную популярность в лабораторной
практике, о чем можно косвенно судить по коли-
честву литературных ссылок на нее. Однако при
воспроизведении условий этой методики нам не
удалось получить соответствующий эфир, ис-
пользуя Nα-пальмитоилированное производное
глутаминовой кислоты в качестве исходного со-
единения. Более того, мы не смогли воспроизве-
сти заявленный выход для довольно простого
субстрата Cbz-Ala-OH. Литературный поиск по-
казал, что для других исходных веществ метод
оказался также непригодным [10, 11], а в одном из
успешных случаев его практической реализации
были изменены условия проведения – увеличено
время реакции до нескольких суток [12].

1 Статья посвящается памяти академика РАН Иванова Ва-
дима Тихоновича. 
Сокращения: APCI – химическая ионизация при атмо-
сферном давлении; Fm – 9-флуоренилметил; Hep – геп-
тан; In – индол; Palm – пальмитоил.

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

УДК 577.112.343



292

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 49  № 3  2023

АЗЕВ и др.

Целью данной работы был поиск альтернатив-
ных условий взаимодействия трет-бутанола с
производными аминокислот, поскольку перечис-
ленные выше экспериментальные факты и лите-
ратурные сведения свидетельствовали о том, что
методика Wright et al. [9] неоптимальна для широ-
кого круга субстратов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Экспериментальную работу проводили, изна-

чально используя в качестве субстрата произ-
водное глутамина, т.к. соответствующий про-
дукт реакции (Cbz-Gln-OBut, (I)) – кристалли-
ческое вещество, следовательно, его выход в
модифицированных условиях может быть доволь-
но точно установлен.

Варьируя природу дегидратирующего агента,
растворителя и кислоты Льюиса, мы обнаружили,
что наибольший выход соединения (I) (~60%) мо-
жет быть достигнут при использовании 3.0–3.5
мольных эквивалентов BF3 ⋅ Et2O в присутствии
сульфатов натрия, магния или кальция в дихлор-
метане. В выявленных условиях проводили ис-
следование круга субстратов, вступающих в реак-
цию трет-бутилирования, при этом особое внима-
ние уделяли возможности протекания побочных
реакций алкилирования функциональных групп
боковых цепей аминокислот и стабильности за-
щитных групп. Так, было обнаружено, что Nα-Boc-
защищенные аминокислоты не подходят в качестве
субстратов, поскольку эта защитная группа оказа-
лась нестабильной в условиях реакции. В то же
время субстраты с Cbz- или Fmoc-Nα-защитными
группами превращались в соответствующие тре-
тичные бутиловые эфиры с высокими выходами.

В отношении возможности протекания побоч-
ных реакций алкилирования следует отметить,
что при проведении экспериментов не было об-
наружено свидетельств модификации ароматиче-
ского кольца флоурена, амидной боковой цепи и
атома серы при использовании производных
Fmoc-Ala-OH, Cbz-Gln-OH (в противополож-
ность, алкилирование наблюдали в одном из ва-

риантов классических условий [13]) и Cbz-
Cys(Bzl)-OH. Защищенное в боковой цепи про-
изводное триптофана Cbz-Trp(For)-OBut также
было получено с высоким выходом без признаков
образования каких-либо побочных продуктов
модификации индольного цикла. В то же время
использование производного тирозина, не имею-
щего защитной группы ароматического кольца, в
условиях реакции привело к получению смеси
(предположительно) продуктов модификации
боковой цепи. Незащищенная же гидроксигруп-
па в производном Cbz-Ser-OMe вступила в реак-
цию алкилирования, в результате с высоким вы-
ходом был выделен соответствующий простой
трет-бутиловый эфир. Возможность получения
других простых трет-бутиловых эфиров в насто-
ящее время изучается. Следует отметить, что γ-за-
щищенное производное глутаминовой кислоты,
Palm-Glu(OMe)-OH, оказалось не самым лучшим
субстратом в исследуемых условиях, возможно
из-за стерических препятствий или гидрофобно-
го окружения реакционного центра, создаваемых
остатком пальмитиновой кислоты. Тем не менее
именно при масштабировании изученного нами
метода удалось синтезировать достаточное коли-
чество пальмитоилированного производного
(IV), необходимого нам для получения биологи-
чески активных пептидов с модифицированными
фармакокинетическими свойствами. В табл. 1
представлены субстраты и продукты реакции
синтеза третичных бутиловых эфиров аминокис-
лот с использованием разработанного метода.

Известно, что BF3 ⋅ Et2O (без использования
дегидратирующего агента) применялся для полу-
чения третичного амилового эфира 4-аминобен-
зойной кислоты из соответствующего спирта в
довольно жестких условиях [14]. Следовые коли-
чества третичного бутилового эфира бензойной
кислоты были выделены из ее реакции с трет-бу-
танолом, промотируемой самим BF3 также при
использовании жестких условий (кипячение при
температуре кипения спирта) [15]. Мы не обнару-
жили в литературе иных сведений об использова-
нии BF3 или его производных для получения тре-

Таблица 1. Взаимодействие производных аминокислот с трет-бутанолом в присутствии системы BF3 ⋅ Et2O–
MgSO4

Субстрат Продукт Выход, %

Cbz-Gln-OH Cbz-Gln-OBut (I) 58

Fmoc-Ala-OH Fmoc-Ala-OBut (II) 51

Cbz-Cys(Bzl)-OH Cbz-Cys(Bzl)-OBut (III) 50

Palm-Glu(OMe)-OH Palm-Glu-OBut (IV) 25 (на две стадии)

Cbz-Trp(For)-OH Cbz-Trp(For)-OBut (V) 42

Cbz-Ser-OMe Cbz-Ser(But)-OMe (VI) 56
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тичных эфиров из соответствующих третичных
спиртов и карбоновых кислот. В то же время нам
не удалось получить соединение (I), используя
условия Kadaba et al. [14], возможно, потому что
образующийся изобутилен испаряется из реакци-
онной смеси (т. кип. –7°C). И хотя эти условия
несколько отличаются от обнаруженных нами,
при получении третичных бутиловых эфиров из
трет-бутанола, по-видимому, важно проводить
реакцию при более низкой температуре. Возмож-
ные причины того, почему сульфат магния позво-
ляет проводить этерификацию в более мягких усло-
виях, служат предметом отдельного изучения.

Необходимо также отметить, что у нас нет до-
водов в пользу того, что механизм этерификации
аминокислот трет-бутанолом в присутствии си-
стемы BF3 ⋅ Et2O–MgSO4 отличается от предло-
женного ранее для реагента H2SO4–MgSO4 [9], в
котором изобутилен постулирован в качестве ин-
термедиата. В литературе описаны реакции обра-
зования алкенов при дегидратации третичных
спиртов [16] и присоединения алкенов к карбо-
новым кислотам с образованием эфиров [17], при
этом обе реакции протекают в мягких условиях
при использовании производных BF3.

Таким образом, мы предлагаем альтернатив-
ный безопасный метод получения третичных бу-
тиловых эфиров из трет-бутанола. Тщательное
изучение круга субстратов, вступающих в реак-
цию введения третичной бутильной защитной
группы, служит предметом последующих иссле-
дований, его результаты будут опубликованы
позднее, однако предварительные данные свиде-
тельствуют о том, что при использовании новой
системы (BF3 ⋅ Et2O–MgSO4) многие производ-
ные аминокислот будут селективно вступать в ре-
акцию этерификации с трет-бутанолом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Все растворители, гидрокарбонат натрия, кар-

бонат калия, BF3 ⋅ Et2O, безводный сульфат маг-
ния, хлористоводородная кислота – коммерче-
ски доступные продукты (Реахим и Химмед, Рос-
сия). При необходимости их подвергали очистке
по описанным методикам [18]. Все стандартные
производные аминокислот – продукция компа-
ний Reanal (Венгрия) и IRIS Biotech GmbH (Гер-
мания). Nα-Пальмитоил-γ-метил-глутамат полу-
чали по известной методике [19]. Спектры ЯМР
регистрировали на приборе Avance III (BioSpin,
Bruker, Германия) (1H при 600 MГц, 13C при
125 MГц) и калибровали по сигналам остаточных
протонов дейтерированного растворителя. Масс-
спектры высокого разрешения регистрировали
на приборе Orbitrap Elite Hybrid Ion Trap-Orbitrap
(Thermo Fisher Scientific, Германия). ТСХ прово-
дили на пластинах F254 Silica Gel G Plates (Part

1.05554.0001; Merck, Германия). Детекцию соеди-
нений на пластинах осуществляли с использова-
нием: 1) раствора нингидрина (0.5 г нингидрина,
250 мл бутанола-1, 50 мл уксусной кислоты, 10 мл
сим-коллидина) с последующим нагревом; 2) па-
ров иода; 3) УФ-облучения; 4) насыщенного рас-
твора фосфорномолибденовой кислоты в этаноле
(~12 мас. %) с последующим нагревом.

Общая методика введения трет-бутильной за-
щитной группы. Nα-защищенную аминокислоту
(5 ммоль) растворяли или суспендировали в ди-
хлорметане (20 мл) в толстостенном сосуде
(100 мл), снабженном закручивающейся крыш-
кой и якорем магнитной мешалки. При необхо-
димости смесь слегка подогревали для растворе-
ния исходного вещества. К полученному раство-
ру добавляли третичный бутиловый спирт (5 мл,
52.5 ммоль) и MgSO4 (4.0–4.3 г). Реакционную
смесь охлаждали до температуры от –8 до –10°С и
вносили BF3 ⋅ Et2O (2 мл, 16.2 ммоль) одной пор-
цией. Сосуд герметично закрывали, перемешива-
ли при температуре от –8 до –10°С в течение
10 мин, а затем 18 ч при комнатной температуре за
защитным экраном. Реакционную смесь охла-
ждали до температуры от –8 до –10°С и медленно
выливали на NaHCO3 (5–7 г). Полученную суспен-
зию перемешивали 10 мин, фильтровали, осадок на
фильтре промывали дихлорметаном (3 × 10 мл).
Объединенные органические фазы промывали
5%-ным водным K2CO3 (2 × 30 мл), 0.1 M водным
HCl (30 мл), водой (2 × 30 мл) и сушили над без-
водным MgSO4 в течение 2 ч. Осушенный раствор
фильтровали, осадок на фильтре промывали ди-
хлорметаном (3 × 10 мл). Объединенные фазы
упаривали в вакууме, остаток очищали перекри-
сталлизацией (EtOAc/н-гептан) или хроматогра-
фией на силикагеле.

Трет-бутиловый эфир Nα-бензилоксикарбонил-
L-глутамина (I) (выход 0.98 г, 58%). Rf = 0.5 (9 : 1
v/v CHCl3/MeOH), Rf = 0.25 (4 : 1 v/v EtOAc/

Hep); т. пл. 93–96°C,  = –19.5° (c = 0.9, эта-
нол), (лит: т. пл. 91–93°C),  = –19.7° (c = 0.9,
этанол) [13]. Спектр 1H-ЯМР (CDCl3; J, Гц): 1.46
(с, 9H, But), 1.87–1.96 (м, 1H, Hβ), 2.14–2.37 (м,
3H, Hβ, 2Hγ), 4.26 (ддд, J 4.64, 8.17, 9.47, 1H, Hα),
5.09 (д, J 12.5, 1H, PhCH2), 5.12 (д, J 12.5, 1H,
PhCH2), 5.26 (уш. с., 1H, NH), 5.55 (д, J 8.06, 1H,
NHα), 5.99 (уш. с., 1H, NH), 7.29–7.39 (м, 5H,
PhCH2). Спектр 13C-ЯМР (DMSO-d6): 177.51,
172.92, 158.70, 136.91, 128.35, 127.71, 127.63, 82.84,
67.64, 55.92, 32.64, 28.45, 28.23.

Трет-бутиловый эфир Nα-флуоренилметилокси-
карбонил-L-аланина (II) (выход 0.94 г, 51%). Rf =
= 0.73 (1 : 1 v/v EtOAc/Hep), Rf = 0.42 (1 : 2 v/v EtOAc/
Hep). Спектр 1H-ЯМР (DMSO-d6; J, Гц): 1.25 (м,
3H, Hβ), 1.38 (с, 9H, But), 3.94 (п, J 7.4, 1H, Hα),

[ ]25
Dα

[ ]25
Dα
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4.12–4.36 (м, 3H, CHCH2), 7.30–7.36 (м, 2H, HAr),
7.42 (ψт, J 7.2, 2H, HAr), 7.57–7.79 (м, 3H, NH,
HAr), 7.89 (д, J 7.4, 2H, HAr). Спектр 13C-ЯМР
(DMSO-d6): 172.07, 155.77, 143.82, 143.77, 140.70,
127.59, 127.02, 125.19, 125.17, 120.07, 80.26, 65.51,
49.88, 46.63, 27.59, 16.92. HRMS (ESI) m/z: найде-
но M 368.1852; вычислено для C22H26N , [M + H]+

368.1856.
Трет-бутиловый эфир Nα-бензилоксикарбонил-

S-бензил-L-цистеина (III) (выход 1.01 г, 50%). Rf =
= 0.81 (1 : 1 v/v EtOAc/Hep, Rf = 0.47 (1 : 2 v/v EtOAc/
Hep). Спектр 1H-ЯМР (CDCl3; J, Гц): 1.45 (с, 9H,
But), 2.71–2.92 (м, 2H, Hβ), 3.66–3.76 (м, 2H,
SCH2Ph), 4.26–4.54 (м, 1H, Hα), 5.11 (д, J 12.59,
1H, OCH2Ph), 5.13 (д, J 12.59, 1H, OCH2Ph), 5.22–
5.66 (м, 1H, NH), 7.21–7.25 (м, 1H, Ar), 7.26–7.42
(м, 9H, Ar). Спектр 13C-ЯМР (CDCl3): 169.85,
155.88, 137.94, 136.45, 129.10, 128.70, 128.67, 128.32,
128.25, 127.32, 82.87, 67.12, 54.18, 36.90, 34.02, 28.10.
HRMS (ESI) m/z: найдено M, 424.1548; вычислено
для C22H27NNaO4S+ [M + Na]+ 424.1553.

α-Трет-бутил-Nα-пальмитоил-L-глутаминовая
кислота (IV). Соединение Palm-Glu(OMe)-OH
этерифицировали трет-бутанолом по общей ме-
тодике. Полученный неочищенный γ-метиловый
α-трет-бутиловый эфир подвергали гидролизу
по общей методике [2], смесь продуктов гидроли-
за очищали методом флэш-хроматографии и по-
лучали целевой продукт (IV) (выход 0.55 г, 25% на
две стадии). Т. пл. 68–70°С; Rf = 0.5 (9 : 1 v/v CHCl3/
MeOH), Rf = 0.35 (8 : 1 v/v PhMe/AcOH). Спектр
1H-ЯМР (DMSO-d6; J, Гц): 0.85 (ψт, J 6.81, 3H),
1.16–1.30 (м, 24H), 1.38 (с, 9H, But), 1.44–1.53 (м,
2H), 1.67–1.78 (м, 1H, Hβ), 1.86–1.94 (м, 1H, Hβ),
2.08 (ψт, J 7.41, 2H), 2.20–2.32 (м, 2H, Hγ), 4.08–4.16
(м, 1H, Hα), 8.03 (д, J 7.81, 1H, NH), 12.15 (уш. с, 1H).
Спектр 13C-ЯМР (DMSO-d6): 173.54, 172.28, 171.05,
80.32, 51.80, 34.95, 31.21, 29.95, 28.94, 28.91, 28.86,
28.69, 28.62, 28.60, 28.46, 27.56, 26.22, 25.17, 21.99,
13.84. HRMS (APCI) m/z: найдено M, 464.3338; вы-
числено для C25H47NNaO  [M + Na]+ 464.3346.

Трет-бутиловый эфир Nα-бензилоксикарбонил-
NIn-формил-L-триптофана (V) (выход 0.86 г, 42%).
Rf = 0.54 (1 : 1 v/v EtOAc/Hep), Rf = 0.4 (1 : 2 v/v
EtOAc/Hep). Спектр 1H-ЯМР (CDCl3; J, Гц) (E- и
Z-ротамеры наблюдаются при 298 K, как это из-
вестно для ацилированных гетероциклических
соединений [20]): 1.36 (с, 9H, But), 3.02–3.20 (м,
1H, Hβ), 3.26 (дд, J 5.72, 14.88, 1H, Hβ), 4.45–4.70
(м, 1H, Hα), 5.08 (уш. д, J 11.92, 1H, PhCH2), 5.14
(д, J 12.19, 1H, PhCH2), 5.41 (д, J 7.52, 1H, NH), 7.13
(уш. с, 0.65 H, In2H (Z)); 7.27–7.80 (м, 8.7H, Ar),
8.38 (д, J 7.5, 0.65H, In-H (Z)), 8.99 (уш. с, 0.65H,
для (Z)), 9.38 (уш. с, 0.35H, для (E)). Спектр 13C-

4O+

5
+

ЯМР (CDCl3) (для доминирующего изомера (Z)):
170.38, 158.97, 155.57, 136.14, 134.06, 131.27, 128.39,
128.06, 128.00, 125.31, 124.39, 119.05, 118.47, 115.97,
109.43, 82.50, 66.77, 54.07, 27.92, 27.75. HRMS (APCI)
m/z: найдено M, 445.1740; вычислено для
C24H26N2NaO  [M + Na]+ 445.1734.

Метиловый эфир Nα-бензилоксикарбонил-O-
трет-бутил-L-серина (VI) (выход 0.87 г, 56%). Rf =
= 0.7 (1 : 1 v/v EtOAc/Hep), Rf = 0.38 (1 : 2 v/v EtOAc/
Hep). Спектр 1H-ЯМР (CDCl3; J, Гц): 1.12 (с, 9H,
But), 3.58 (дд, J 3.29, 9.05, 1H, Hβ), 3.63–3.86 (м,
4H, Hβ,OCH3), 4.27–4.51 (м, 1H, Hα), 5.11 (д,
J 12.17, 1H, PhCH2), 5.14 (д, J 12.18, 1H, PhCH2),
5.26–5.79 (м, 1H, NH), 7.27–7.43 (м, 5H, PhCH2).
Спектр 13C-ЯМР (CDCl3): 171.27, 156.28, 136.49,
128.67, 128.28, 73.57, 67.14, 62.15, 54.82, 52.48, 27.40.
HRMS (ESI) m/z: найдено M, 332.1471; вычислено
для C16H23NNaO  [M + Na]+ 332.1468.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработан новый эффективный и безопас-

ный метод получения третичных бутиловых эфи-
ров Nα-защищенных аминокислот из трет-бута-
нола с использованием безводного сульфата маг-
ния и избытка эфирата трехфтористого бора в
качестве конденсирующего агента. В реакцию
вступают производные аминокислот, содержа-
щие различные заместители при атоме азота и в
боковой цепи. Метод пригоден для получения не-
стандартных защищенных производных, которые
находят применение в химическом синтезе пеп-
тидов и модификации белков.
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Convenient Preparation of tert-Butyl Amino Acid Esters from tert-Butanol
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A preparation of tert-butyl esters of amino acid is described that proceeds from protected amino acids and
tert-butanol using anhydrous magnesium sulfate and an excess of boron trif luoride diethyl etherate as addi-
tional reagents. The method affords tert-butyl esters in good yields and a variety of amino acid side chains and
substituents tolerate the reaction conditions.

Keywords: boron trifluoride diethyl etherate, tert-butyl esters of amino acids, protecting group, Lewis acid



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2023, том 49, № 3, с. 296–305

296

НОВЫЙ ПЕПТИД ИЗ ЯДА МАДАГАСКАРСКОЙ
КОШАЧЬЕГЛАЗОЙ ЗМЕИ Madagascarophis colubrinus
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При скрининге ядов различных видов змей мы обнаружили, что яд мадагаскарской кошачьеглазой
змеи Madagascarophis colubrinus конкурирует с α-бунгаротоксином за связывание с никотиновым хо-
линорецептором Torpedo californica. С использованием жидкостной хроматографии из яда выделен
пептид, ингибирующий связывание α-бунгартоксина с этим рецептором и названный маколукси-
ном. Аминокислотная последовательность этого 23-членного пептида установлена методом авто-
матической деградации по Эдману. Сравнение с аминокислотными последовательностями извест-
ных белков показало, что последовательность маколуксина гомологична α-спиральному участку
последовательности металлопротеиназ яда змей. Пептид маколуксин был синтезирован методом
твердофазного пептидного синтеза. Исследование его биологической активности показало, что ма-
колуксин ингибирует связывание α-бунгаротоксина с рецептором Torpedo (IC50 = 47 мкМ). Мако-
луксин также обратимо ингибировал токи, вызванные ацетилхолином в никотиновом холиноре-
цепторе мышечного типа человека. Это первые данные о наличии в яде заднебороздчатых змей пеп-
тида, способного ингибировать никотиновый холинорецептор.

Ключевые слова: мадагаскарская кошачьеглазая змея, яд, никотиновый холинорецептор, пептид,
ингибитор, маколуксин
DOI: 10.31857/S0132342323030156, EDN: PDSQUE

ВВЕДЕНИЕ
Одно из основных назначений яда у змей – его

использование при охоте. Наиболее эффектив-
ный путь обездвижить жертву – это нарушить
функцию нервной системы. Данная стратегия ис-
пользуется змеями семейства Elapidae, яд кото-
рых содержит нейротоксины, блокирующие
нервно-мышечную передачу. Змеи этого семей-
ства имеют хорошо развитый аппарат для впрыс-
кивания яда, включающий передние зубы, поэто-
му их называют переднебороздчатыми змеями (в
англоязычной классификации – proteroglyphous
snakes). В русскоязычной классификации к пе-
реднебороздчатым относят также змей семейства

Viperidae (в англоязычной классификации – sole-
noglyphous snakes), яды которых обладают в ос-
новном гемотоксичностью. Укусы этих змей
весьма опасны для человека. Следует отметить,
что имеется многочисленная группа змей, объ-
единенных в различные семейства, у которых зу-
бы для впрыскивания яда расположены в заднем
отделе челюсти, это так называемые заднеборозд-
чатые змеи (в англоязычной классификации –
opistoglyphous snakes). Большинство из них не
опасны для человека, а некоторые виды содер-
жатся в качестве домашних питомцев. Так, до-
вольно популярный и часто встречающийся у
террариумистов вид – мадагаскарская кошачье-
глазая змея Madagascarophis colubrinus.

M. colubrinus – вид змей семейства Lamprophi-
idae, подсемейства Pseudoxyrhophiidae, обитаю-
щего в основном на Мадагаскаре [1]. Эти змеи
встречаются в самых разных средах обитания по
всему острову Мадагаскар, от горных районов до
тропических лесов. В основном ведут ночной на-

1 Статья посвящается памяти академика РАН Иванова Ва-
дима Тихоновича. 
Сокращения: ALEXA488-Bgt – α-Bgt, флуоресцентно ме-
ченный красителем ALEXA 488; α-Bgt – α-бунгаротоксин;
АХ – ацетилхолин; нХР – никотиновый холинорецептор.

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 336-65-22; эл. почта:
yutkin@yandex.ru; utkin@ibch.ru).

УДК 577.112.6+577.112.083
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земный образ жизни, умеют лазать и хорошо пла-
вают. Они питаются разнообразной добычей,
включая хамелеонов и грызунов. Их яд слаб и ча-
сто недостаточно силен, чтобы умертвить вы-
бранную добычу, поэтому они также используют
компрессию по мере необходимости. Для челове-
ка укус этой змеи умеренно ядовитый [2]. Отрав-
ление может вызвать острые локальные эффекты,
которые включают боль, отек, образование пузы-
рей и некроз тканей [3].

Ранее ряд нейротоксинов был идентифициро-
ван в ядах заднебороздчатых змей. Так, из ядов
змей рода Boiga семейства Colubridae выделены
нейротоксины, относящиеся к семейству трехпе-
тельных токсинов [4]. Нейротоксины этого же се-
мейства идентифицированы в яде зеленой вино-
градной змеи Oxybelis fulgidus [5] и ложной корал-
ловой змеи Rhinobothryum bovallii [6], оба этих
вида также принадлежат семейству Colubridae.
Следует отметить, что, хотя был проведен транс-
криптомный [7] и протеомный [8] анализ ядов
заднеборозчатых змей семейства Lamprophiidae,
данные об идентификации и выделении нейро-
токсинов из их ядов отсутствуют.

Что касается нейротоксинов змей семейства Vi-
peridae, ранее мы показали, что фосфолипазы А2 из
ядов этих змей обладают способностью ингибиро-
вать никотиновые холинорецепторы (нХР) [9, 10].
Еще несколько разных пептидно-белковых инги-
биторов нХР были выделены нами из ядов змей
этого семейства [11–13]. Приведенные данные
свидетельствуют о перспективности ядов змей се-
мейства Viperidae в качестве источника нейроак-
тивных соединений.

Цель настоящей работы – изучение нейроток-
сической активности ядов ряда змей семейства
Viperidae и мадагаскарской кошачьеглазой змеи
M. colubrinus, а также выделение токсина, прояв-
ляющего нейротоксичность, из яда M. colubrinus.
Поскольку наиболее ярко нейротоксичность про-
является при блокировании нервно-мышечной
передачи, в качестве теста мы использовали инги-
бирование функции нХР, выступающего ключе-
вым элементом нервно-мышечной передачи.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Взаимодействие ядов змей с никотиновым холи-
норецептором. В настоящей работе активность
ядов и их компонентов определяли по конкурен-
ции с α-бунгаротоксином (α-Bgt) за связывание с
нХР. Этот токсин – высокоэффективный антаго-
нист нейронных нХР типов α7 и α9, а также нХР
мышечного типа и до сих пор широко использу-
ется в качестве маркера этих рецепторов [14]. Ми-
шень α-Bgt в нашей работе – нХР мышечного ти-
па. Ранее мы успешно применяли флуоресцентно
меченый α-Bgt для исследования токсин-рецеп-

торных взаимодействий [13, 15]. В настоящей ра-
боте мы использовали производное α-Bgt, флуо-
ресцентно меченное красителем ALEXA 488, обо-
значаемое далее как ALEXA488-Bgt.

Конкурентный флуоресцентный анализ с ис-
пользованием нХР электрического органа Torpedo
californica проводили, как описано ранее [13]. На-
ряду с ядом мадагаскарской кошачьеглазой змеи
M. colubrinus мы протестировали также яды щи-
томордника восточного Glodyus blomhoffi, щито-
мордника каменистого G. saxatilis, гадюки Ор-
лова Vipera orlovi, желто-зеленой куфии Protobo-
throps flavoviridis и бушмейстера Lachesis muta.
Как следует из полученных данных (рис. 1), за-
метную способность ингибировать связывание
ALEXA488-Bgt с нХР T. californica проявили яд
мадагаскарской кошачьеглазой змеи M. colubri-
nus, а также яды щитомордника восточного
G. blomhoffi и щитомордника каменистого G. saxa-
tilis. Яд мадагаскарской кошачьеглазой змеи
M. colubrinus оказался одним из наиболее активных
в отношении нХР мышечного типа, вытеснив 75%
ALEXA488-Bgt при концентрации 2 мг/мл. Яд щи-
томордника восточного G. blomhoffi показал вы-
сокую активность, ингибируя 65% связывания
ALEXA488-Bgt при концентрации 2 мг/мл. Яд
щитомордника каменистого G. saxatilis проявил
еще большую эффективность связывания с ре-
цептором мышечного типа, полностью вытеснив
ALEXA488-Bgt при концентрации 2 мг/мл.

На основании результатов, полученных с по-
мощью метода флуоресцентного конкурентного
анализа, можно сделать вывод о наличии в ядах
компонентов, конкурирующих с ALEXA488-Bgt
за связывание с нХР, но нельзя определить, вы-
ступают ли активные компоненты исследуемых
ядов агонистами или антагонистами холинорецеп-
торов. Дальнейшую работу было решено прово-
дить с ядами, показавшими наиболее эффектив-
ное ингибирование связывания ALEXA488-Bgt
с нХР Torpedo. Чтобы установить, влияют ли эти
яды на функциональный ответ рецептора, мы
провели их исследование методом кальциевого
имиджинга. Исследование проводили на клеточ-
ных линиях эмбриональных почек человека
НЕК293 и нейробластомы мыши Neuro2a, транс-
фицированных плазмидами, кодирующими субъ-
единицы мышечного нХР человека в соотноше-
нии 2α1 : 1β1 : 1δ : 1ε, а также кальциевый сенсор
Case12. При активации рецептора через открыва-
ющийся канал кальций входит внутрь клетки и
вызывает усиление флуоресценции сенсора. Сен-
сор позволяет напрямую оценивать изменения
концентрации Са2+ в диапазоне от нано- до мик-
ромолей с высоким отношением сигнала к шуму.
Быстрое и обратимое связывание Case12 [16] с
ионами кальция позволяет использовать сенсор
для мониторинга уровня кальциевых осцилляций
в клетке. В ответ на повышение концентрации
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Са2+ происходит увеличение интенсивности флуо-
ресценции сенсора, которое может достигать
12-кратной величины.

Для исследования были выбраны клетки, от-
ветившие на добавление 40 мкМ ацетилхолина
увеличением эмиссии флуоресценции, что свиде-
тельствовало о наличии на их поверхности экс-
прессированного рецептора. Далее проводили
предварительную инкубацию клеток с ядами в те-
чение 5 мин, добавляли ацетилхолин в такой же
концентрации и оценивали изменение ответа на
ацетилхолин. Результаты фиксировали для каж-
дой отдельной клетки. Было установлено, что
предварительная инкубация клеток исследуемых
линий с ядом щитомордника каменистого
G. saxatilis приводила к ингибированию ответа
клеток на ацетилхолин на 73 и 85% для клеток ли-
нии НЕК293 и Neuro2a соответственно (рис. 2).
При предварительной инкубации клеток с ядом
мадагаскарской кошачьеглазой змеи M. columbri-
nus ингибирование ответа на ацетилхолин соста-
вило 75 и 100% для клеток линии НЕК293 и Neu-
ro2a соответственно (рис. 2).

Таким образом, яды каменистого щитоморд-
ника и кошачьеглазой змеи ингибировали функ-
циональный ответ мышечного нХР человека,
проявив свойства конкурентных антагонистов.
Результаты дальнейшего исследования яда каме-
нистого щитомордника будут опубликованы от-
дельно. В данной работе яд кошачьеглазой змеи
далее подвергали разделению методами жидкост-
ной хроматографии для выделения активного
компонента.

Выделение из яда кошачьеглазой змеи пептидно-
го ингибитора нХР и определение его аминокислот-
ной последовательности. Для выделения ингиби-
тора сырой яд M. colubrinus разделяли с использо-
ванием трех стадий жидкостной хроматографии.
На первом этапе использовали гель-фильтрацию
на колонке с Superdex 75 (рис. 3а) и определяли
способность полученных фракций конкуриро-
вать с α-Bgt за связывание с нХР Torpedo. Наибо-
лее активной оказалась фракция II, которую за-
тем разделяли с помощью обращенно-фазовой
высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии (рис. 3б), у полученных фракций также опре-
деляли способность конкурировать с α-Bgt за
связывание с нХР Torpedo. Наибольшую актив-
ность проявила фракция 18, которую дополни-
тельно очищали с использованием обращенно-
фазовой высокоэффективной жидкостной хро-
матографии с использованием более плавного
градиента концентрации ацетонитрила (рис. 4).

Фракция 5 (рис. 4) обладала способностью ин-
гибировать связывание α-Bgt с нХР Torpedo и бы-
ла подвергнута дальнейшему анализу. По данным
масс-спектрометрии, молекулярная масса выде-
ленного продукта составила 2786.3 Да. Эта масса
соответствует пептиду длиной ~25 а.о. Учитывая
этот факт, аминокислотную последовательность
пептида определяли методом автоматической де-
градации по Эдману, используя секвенатор бел-
ков и пептидов PPSQ-33A (Shimadzu Corp., Япо-
ния). Установленная аминокислотная последова-
тельность пептида, названного маколуксином
(англ. macoluxin – от Madagascarophis colubrinus

Рис. 1. Конкуренция ядов змей с ALEXA488-Bgt за связывание с нХР T. californica.
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toxin), приведена на рис. 5а. Расчетная молеку-
лярная масса маколуксина составила 2786.2 Да, в
пределах ошибки она совпадает с экспериментально
установленной величиной. Далее был проведен по-
иск гомологичных аминокислотных последователь-
ностей в неповторяющихся базах данных белковых
последовательностей, включая GenBank, PDB,
SwissProt, PIR и PRF, с использованием алгоритма
BLAST [17] (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Результаты поиска показали, что маколуксин
гомологичен фрагменту аминокислотной после-

довательности металлопротеиназ ядов змей раз-
личных семейств (рис. 5б). При этом степень
сходства очень высокая и достигает 91%. Инте-
ресно, что в пространственной структуре метал-
лопротеиназ этот фрагмент образует α-спираль,
расположенную на поверхности белковой глобу-
лы (например, структура 3K7N_A [18]). Этим,
возможно, объясняется выщепление фрагмента
такого размера. Интересно отметить, что ранее
пептиды Pm1 и Pm2, обладающие способностью
ингибировать нХР, были идентифицированы в

Рис. 2. Изменение интенсивности флуоресценции, соответствующее изменению внутриклеточной концентрации
ионов кальция в клетках линий НЕК293 и Neuro2a. Разными цветами представлены ответы, полученные от отдельных
клеток. (а, б, д, е) – Ответ на инкубацию с 40 мкМ ацетилхолином в течение 5 с; (в, г, ж, з) – ответ на инкубацию с
40 мкМ ацетилхолином в течение 5 с после предварительной инкубации с ядом змей G. saxatilis (в, г) и M. colubrinus
(ж, з) в течение 5 мин.
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пропептидном домене металлопротеиназы олив-
ковой песчаной змеи Psammophis mossambicus при
анализе эволюции генов этих многофункцио-
нальных ферментов [19]. В процессе биосинтеза
пропептидный домен отщепляется от белка-
предшественника с образованием зрелой метал-
лопротеиназы, обладающей протеолитической
активностью. Ферменты, участвующие в процес-
синге белков змеиного яда, мало изучены; в част-
ности, неизвестно, какие протеазы отщепляют
пропептидный домен. Металлопротеиназы ши-
роко распространены в змеиных ядах, в некото-
рых ядах их содержание очень высоко, однако
данные об идентификации фрагментов пропеп-
тидных доменов в ядах весьма ограничены. Такие
фрагменты были, в частности, обнаружены при
протеомном анализе яда Bothrops jararaca [20]. Что
касается пептидов Pm1 и Pm2, данные о наличии
этих соединений в яде змеи P. mossambicus отсут-
ствуют. Эта змея, подобно M. colubrinus, также
заднебороздчатая, но принадлежит семейству
Psammophiidae. Поскольку маколуксин и пепти-
ды Pm1 и Pm2 идентифицированы в разных доме-
нах металлопротеиназ, гомология между ними
отсутствует. Тем не менее обнаружение этих ней-
ротоксичных пептидов свидетельствует о том, что
крупные белки ядов могут выступать в качестве
предшественников пептидов, обладающих иной
активностью, нежели исходный токсин. В част-
ности, металлопротеиназы (фрагментом одной из
которых, по-видимому, является маколуксин)
представляют собой группу многодоменных бел-
ков, проявляющих несколько видов биологиче-

ской активности, таких как способность вызы-
вать геморрагию, протеолитическую деградацию
фибриногена и фибрина, индукцию апоптоза и
ингибирование агрегации тромбоцитов. Данных

Рис. 3. Выделение активного соединения из яда M. colubrinus: (а) – гель-фильтрация на колонке Superdex 75 (10 × 300 мм),
уравновешенной 0.1 М ацетатом аммония (рН 6.2), при скорости потока 0.5 мл/мин; (б) – разделение фракции II ме-
тодом обращенно-фазовой хроматографии на колонке Jupiter C18 (10 × 250 мм) в градиенте концентрации ацетонит-
рила 10–55% за 90 мин при скорости потока 2 мл/мин. Горизонтальные линии под пиками обозначают активные
фракции.
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Рис. 4. Разделение фракции 18 (рис. 3б) методом об-
ращенно-фазовой хроматографии на колонке Jupiter
C18 (4.6 × 250 мм) в градиенте концентрации ацето-
нитрила 20–30% за 60 мин при скорости потока
1 мл/мин. Горизонтальная линия обозначает актив-
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о нейротоксической активности металлопротеи-
наз обнаружить не удалось.

Как указывалось во введении, ранее в ядах зад-
небороздчатых змей были идентифицированы
трехпетельные токсины – блокаторы нХР [4–6].
Эти токсины представляют собой белки с молеку-
лярной массой ~10 кДа и содержат пять дисуль-
фидных связей, в то время как в маколуксине ди-
сульфидные связи отсутствуют. Близких струк-
турных аналогов маколуксина среди токсинов,
действующих на нХР, обнаружить не удалось.
Следует отметить, что помимо Pm1 и Pm2, пепти-
ды, ингибирующие нХР и не содержащие дисуль-
фидные связи, ранее были выделены нами из
ядов бирманской гадюки Azemiops feae (пептид
аземиопсин) [11] и шумящей гадюки Bitis arietans
(пептиды баптиды) [12]. Однако эти змеи, в отли-
чие от M. columbrinus, относятся к семейству Vipe-
ridae. Еще один пример пептидов, не содержащих
дисульфидные связи и ингибирующих нХР, – ко-
норфамиды из яда мексиканской морской улитки
Conus austini [21]. Все эти пептиды, за исключени-
ем баптидов, характеризуются высоким содержа-
нием основных аминокислот, но при этом гомо-
логия между ними отсутствует.

Взаимодействие маколуксина с нХР. Для более
детального изучения биологической активности
пептид маколуксин получали методом твердофаз-
ного пептидного синтеза. Чистоту полученного
пептида подтверждали методом аналитической об-
ращенно-фазовой хроматографии, а структуру –
методом масс-спектрометрии.

Эффективность взаимодействия маколуксина
с нХР оценивали по его конкуренции с радиоак-

тивным α-бунгаротоксином (125I-αBgt) за связы-
вание с мембранами электрического органа ската
T. californica, содержащими рецепторы мышечно-
го типа (α12β1γδ), и с клетками линии GH4C1, экс-
прессирующими нейронные нХР типа α7 челове-
ка. При этом установлено, что пептид ингибирует
связывание 125I-αBgt с мембранами Torpedo с ве-
личиной IC50 = 46.8 ± 3.9 мкМ (рис. 6). Маколук-
син в концентрации 50 мкМ не ингибировал свя-
зывание 125I-αBgt с α7 нХР, а при концентрации
100 мкМ ингибирование составило лишь 10%.
Интересно, что в отличие от маколуксина, ранее
упоминавшиеся пептиды Pm1 и Pm2 ингибиро-
вали нХР типа α7 человека, показывая величины
IC50 ~ 12 мкМ [19].

Чтобы проверить, служит ли маколуксин
функциональным ингибитором нХР, были про-
ведены электрофизиологические эксперименты с
использованием нХР мышечного типа, гетероло-
гически экспрессированного в ооцитах шпорце-
вой лягушки. Пептид сам по себе ионных токов не
индуцировал. Однако маколуксин ингибировал
ток, вызванный ацетилхолином (рис. 7). При этом
его ингибирующий эффект полностью исчезал по-
сле стандартной отмывки длительностью 5 мин.
Следовательно, маколуксин – обратимый антаго-
нист нХР мышечного типа.

Таким образом, из яда кошачьеглазой змеи
M. colubrinus выделен пептид маколуксин, обла-
дающий способностью обратимо ингибировать
нХР мышечного типа. Маколуксин имеет высо-
кую степень подобия с фрагментом металлопро-
теиназы змеиного яда и, по-видимому, образует-
ся в результате протеолиза этого фермента.

Рис. 5. (а) – Аминокислотная последовательность маколуксина; (б) – выравнивание аминокислотной последователь-
ности маколуксина с гомологичными фрагментами известных белков: QSI84039.1 – металлопротеиназа Calliophis bi-
virgatus; ABK63559.1 – металлопротеиназа Demansia vestigiata; D6PXE8.1 – цинк-металлопротеиназа-дезинтегрин-по-
добная АТРаза В Naja atra; KAG5858171.1 – металлопротеиназа Bothrops jararaca; Q8QG89.1 – металлопротеиназа
BITM02A Bothrops insularis; Q2QA02.1 – металлопротеиназа Crotalus durissus durissus.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы. Мембраны Torpedo californica лю-

безно предоставлены проф. Ф. Хухо (Свободный
Университет Берлина, Германия). α-Bgt, мечен-
ный ALEXA 488 (ALEXA488-Bgt), был приобре-
тен у Thermo Fisher Scientific (Waltham, США).
Все использованные в работе реактивы имели чи-
стоту “ч.д.а.” или выше.

Получение яда M. colubrinus. Яд получали от эк-
земпляров M. colubrinus, содержащихся в серпен-
тарии ФГБУН “Институт биоорганической хи-
мии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Ов-
чинникова” РАН. После отбора яд высушивали
над безводным CaCl2 и хранили при –20°С.

Выделение пептида. Яд растворяли в 0.1 М аце-
тате аммония (рН 6.2) и наносили на колонку с
Superdex 75 (10 × 300 мм; Cytiva, США), уравнове-
шенную тем же буфером. Элюцию проводили при
скорости потока 0.5 мл/мин. Оптическую плот-
ность элюента регистрировали при 226 нм с исполь-

зованием проточного УФ-детектора Uvocord SII
(LKB, Швеция). Фракцию II (рис. 3а) лиофили-
зировали и далее разделяли методом обращенно-
фазовой хроматографии на колонке Jupiter C18
(10 × 250 мм; Phenomenex, США) в градиенте аце-
тонитрила 0–55% в течение 90 мин в присутствии
0.1% трифторуксусной кислоты при скорости по-
тока 2 мл/мин (рис. 3б). Фракцию 18 (рис. 3б)
лиофилизировали и дополнительно очищали ме-
тодом обращенно-фазовой хроматографии на ко-
лонке Jupiter C18 (4.6 × 250 мм; Phenomenex,
США) в градиенте ацетонитрила 20–30% за
60 мин в присутствии 0.1% трифторуксусной кис-
лоты при скорости потока 1 мл/мин (рис. 4).

Определение аминокислотной последовательно-
сти. Первичную структуру пептида определяли
методом деградации по Эдману с помощью авто-
матического секвенатора белков и пептидов
PPSQ-33A (Shimadzu Corp., Япония) по протоко-
лу производителя.

Пептидный синтез. Пептид маколуксин синте-
зировали по методике, описанной ранее [22].

Биологическая активность маколуксина. Конку-
рентный флуоресцентный анализ. Все опыты про-
водили в 96-луночном круглодонном планшете с
низкой сорбцией (MICROTEST TM U-Bottom,
Thomas Scientific, США). Буфер для связывания
имел следующий состав: 137 мM NaCl, 2.7 мM
KCl, 1.46 мM KH2PO4, 10 мM Na2HPO4, 0.1%
Tween-20, рН 7.4. В лунки планшета вносили ис-
следуемый раствор мембран в концентрации
0.125 мкг/мл белка (0.31 нМ токсин-связываю-
щих участков), инкубировали в течении часа в
100 мкл буфера для связывания с ядами G. blom-
hoffi, G. saxatilis, V. orlovi, M. colubrinus, P. flavoridis и
L. muta в диапазоне концентраций 0.1–2.0 мг/мл.
Далее добавляли 20 мкл ALEXA488-Bgt в буфере
для связывания в конечной концентрации
0.293 пМ, инкубацию продолжали еще 5 мин. Ре-
акцию останавливали фильтрацией на фильтрах

Рис. 6. Ингибирование связывания радиоактивного
α-Bgt с нХР T. californica маколуксином (IC50 = 46.8 ±
± 3.9 мкМ).
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Рис. 7. Ингибирование маколуксином токов, индуцируемых ацетилхолином (АХ) в нХР мышечного типа. Регистри-
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GF/C (Whatman, Великобритания), предвари-
тельно замоченных в растворе 0.5%-ного поли-
этиленимина, и промывали холодным буфером
для связывания 3 раза по 200 мкл. Количество
связавшегося ALEXA488-Bgt определяли на флуо-
риметре ФФМ-01 (ООО “Кортек”, Россия). Дли-
на волны возбуждающего света составляла
482 нм, регистрацию сигнала проводили при дли-
не волны 538 нм. Неспецифическое связывание
определяли в присутствии 200-кратного избытка
α-кобратоксина. Каждый эксперимент проводи-
ли дважды в четырех повторах.

Для построения графиков использовали про-
грамму OriginPro 7.5 (OriginLab Corporation, США).

Культивирование клеток и их транзиентная
трансфекция. Для трансфекции использовали
клетки нейробластомы мыши Neuro2a и почек
эмбриона человека НЕК293. Клетки получены
из Российской коллекции клеточных культур
позвоночных (Санкт-Петербург, Россия). Клет-
ки культивировали в среде DMEM (ПанЭко,
Россия), содержащей 10% фетальной сыворотки
(HyClone, США), 5 мМ L-глутамин, гентамицин
(10 мкг/мл) и амфотерицин В (0.25 мкг/мл).
Культуру клеток выращивали в инкубаторе
MCO-15AC (5% СО2, 37°С; Sanyo, Япония).

Трансфекцию клеток проводили с помощью
Липофектамина 2000 (Invitrogen, США). Плазми-
ды, кодирующие субъединицы мышечного нХР,
были любезно предоставлены проф. В. Витце-
манном (Институт медицинских исследований
Макса Планка, Германия). Смесь для трансфек-
ции содержала 250 мкл DMEM без сыворотки,
2.5 мкл Липофектамина 2000, 1 мкг смеси ДНК
плазмид субъединиц мышечного нХР мыши
(в соотношении 2α1 : 1β1 : 1δ : 1ε) и 1 мкг ДНК
кальциевого сенсора Case12 (Евроген, Россия).
Для достижения оптимального уровня экспрес-
сии нХР на поверхности клеток эксперименты по
кальциевому имиджингу проводили через 72 ч
после трансфекции.

Детекция изменений внутриклеточной концен-
трации кальция под воздействием ядов G. saxatilis и
M. colubrinus. Для определения внутриклеточно-
го содержания ионов кальция использовали ге-
нетически кодируемый сенсор Case12 (Евроген,
Россия). Детекцию изменения внутриклеточного
содержания кальция проводили при 516 нм.

Изображения регистрировали с помощью квар-
цевого объектива Planc N (20×/0.40) CCD-камерой
Olympus XM-10 (Hamamtsu, Япония). Сбор и хра-
нение изображений в режиме реального времени
осуществляли с помощью программы Cell-A
(Olympus, Япония), последующую обработку – с
использованием программ ImageJ, OriginPro 7.5,
Microsoft Office Excel. Изменение интенсивности
флуоресценции клеток фиксировали видеока-
мерой XM10 (Olympus, Япония) при выдержке

500 мс. Объем камеры с клетками составлял
~300 мкл, что обеспечивало полную замену рас-
твора в камере не более чем за 15 c.

К клеткам добавляли раствор 40 мкМ ацетил-
холина в 1 мл наружного раствора (140 мМ NaCl,
5 мМ KCl, 2 мМ CaCl2, 2 мМ MgCl2, 10 мМ
HEPES, 10 мМ глюкоза, pH 7.4), с последующей
трехкратной отмывкой тем же раствором. После
чего 5 мин инкубировали клетки с ядами и снова
добавляли 40 мкМ ацетилхолин. Результаты фик-
сировали для каждой отдельной клетки.

Изменения ответа для каждой отдельной клет-
ки рассчитывали по формуле:

где Aэ – амплитуда ответа клетки на ацетилхолин
после 5-минутной инкубации с ядом, Aк – ампли-
туда ответа клетки на ацетилхолин в предвари-
тельном эксперименте.

Результаты представлены как среднее ± стан-
дартная ошибка. По полученным индивидуаль-
ным значениям изменения ответа рассчитывали
среднее изменение в процентах.

Конкурентный радиолигандный анализ. Для
экспериментов по конкурентному связыванию
суспензию мембран электрического органа
T. californica (в конечной концентрации 1.2 нM
α-бунгаротоксин-связывающих участков) или
клеток GH4C1 (0.4 нМ α-бунгаротоксин-связы-
вающих участков) в 20 мM Tris-HCl-буфере,
pH 8.0, содержащем бычий сывороточный альбу-
мин в концентрации 1 мг/мл, инкубировали
90 мин с различными концентрациями пептида.
Затем добавляли радиоактивный [125I]-меченый
α-Bgt (500 Ки/ммоль) до получения конечной
концентрации 0.2–0.4 нM и инкубировали еще
5 мин. Определение неспецифического связыва-
ния, фильтрацию образцов и подсчет связавшей-
ся радиоактивности проводили, как описано ра-
нее [23].

Электрофизиологические измерения. Электро-
физиологические измерения на ооцитах Xenopus
проводили, как описано ранее [23]. Ооциты пред-
варительно инкубировали с различными концен-
трациями маколуксина в течение 5 мин перед его
совместным нанесением с ацетилхолином. Чтобы
проверить обратимость ингибирования нХР ма-
колуксином, рецептор инкубировали с маколук-
сином в течение 5 мин. Затем ооциты промывали
буфером и через 5 мин измеряли ток, вызванный
30 мкМ ацетилхолином.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенный анализ способности ядов не-

скольких видов змей семейств Viperidae и Lam-
prophiidae ингибировать нХР впервые показал,
что яд заднебороздчатой кошачьеглазой змеи

×э к10 (0 – ,1 )00A A
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M. colubrinus семейства Lamprophiidae обладает
такой способностью. С использованием высоко-
эффективной жидкостной хроматографии из яда
M. colubrinus выделен пептид маколуксин, инги-
бирующий нХР мышечного типа, и определена
его аминокислотная последовательность. Поиск
гомологичных аминокислотных последователь-
ностей в базах данных известных белков показал,
что последовательность маколуксина имеет вы-
сокую степень сходства (идентичность 91%) с
участком последовательности металлопротеиназ
ядов змей. Этот фрагмент металлопротеиназ име-
ет α-спиральную структуру и расположен на по-
верхности белковой глобулы. Маколуксин был
получен в препаративных количествах методом
твердофазного пептидного синтеза. Исследова-
ние его биологической активности показало, что
он конкурирует с α-Bgt за связывание с нХР Tor-
pedo, при этом величина IC50 составляла 47 мкМ.
Пептид маколуксин в концентрации до 50 мкМ
не конкурировал с α-Bgt за связывание с α7 нХР.
При концентрации в диапазоне сотен микромо-
лей маколуксин ингибировал токи, вызываемые
ацетилхолином в нХР мышечного типа. Эффект
ингибирования был легко обратим при отмывке в
течение 5 мин.

Таким образом, нами впервые в яде заднебо-
роздчатой змеи идентифицирован и охарактери-
зован пептид, ингибирующий нХР мышечного
типа. Наши данные свидетельствуют о том, что
белки яда могут выступать в качестве предше-
ственников пептидных токсинов, обладающих
иным видом биологической активности.
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A New Peptide from the Venom of the Madagascar Cat-Eyed Snake 
Madagascarophis colubrinus Blocks Nicotinic Acetylcholine Receptor

E. V. Kryukova*, D. A. Ivanov**, N. V. Kopylova*, V. G. Starkov*, T. V. Andreeva*, I. A. Ivanov*,
V. I. Tsetlin*, and Yu. N. Utkin*, #

#Phone: +7 (495) 336-65-22; e-mail: utkin@ibch.ru; yutkin@yandex.ru

*Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry Russian Academy of Sciences, 
ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

**FKOO “Labkorp”, ul. Trubnaya 12, Moscow, 107045 Russia

In screening the venoms of various snake species, we found that the venom of the Madagascar cat-eyed snake
Madagascarophis colubrinus competes with α-bungarotoxin for binding to the nicotinic acetylcholine receptor
from Torpedo californica. Using liquid chromatography, a peptide, called macoluxin and inhibiting the bind-
ing of the toxin to the receptor, was isolated from the venom. The amino acid sequence of this 23-amino acid
peptide was determined by automatic Edman degradation. Comparison with amino acid sequences of known
proteins showed that the macoluxin sequence is homologous to the α-helical region of the sequence of snake
venom metalloproteinases. The peptide was synthesized by solid-phase peptide synthesis, and the study of its
biological activity showed that it inhibits the binding of α-bungarotoxin to the Torpedo receptor with an IC50
of 47 μM. Macoluxin also reversibly inhibited acetylcholine-induced currents in the muscle-type nicotinic
acetylcholine receptor. This is the first data on the presence in the venom of rear fanged snakes of a peptide
that can inhibit the nicotinic acetylcholine receptor.

Keywords: Madagascar cat-eyed snake, venom, nicotinic acetylcholine receptor, peptide, inhibitor, macoluxin



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2023, том 49, № 3, с. 306–318

306

OСOБEННOСТИ КOМПЛEКСOВ САМООРГАНИЗУЮЩИХСЯ 
ПEПТИДOВ H-(RADA)4-OH СО СЛOЯМИ В syn- И anti-ОРИЕНТАЦИИ1

© 2023 г.   А. В. Данилкович*, #, Д. А. Тихонов**, ***, В. М. Липкин*
*Филиал Института биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН,

Россия, 142290 Пущино, просп. Науки, 6
**Институт математических проблем биологии РАН – филиал Института прикладной математики 

им. М.В. Келдыша РАН, Россия, 142290 Пущино, ул. проф. Виткевича, 1
***Институт теоретической и экспериментальной биофизики РАН, Россия,

142290 Пущино, ул. Институтская, 3
Поступила в редакцию 28.11.2022 г.

После доработки 23.12.2022 г.
Принята к публикации 24.12.2022 г.

Молекулы пeптида H-(RADA)4-OH в водно-солевых растворах cпособны образовывать двуслойные
фибриллы в виде биотропного материала, который пригоден в качестве подложки для роста и диф-
ференцировки клeтoк позвоночных. В филаменте два β-слoя взаимодействуют гидрофобными по-
верхностями, сформированными мeтильными группами oстaткoв аланина. Зaряжeнные группы
oстaтков аргинина и аспарагиновой кислоты экспонированы вовне, при этом пептиды, слагающие
филамент, находятся в β-кoнфoрмaции. Мeтoдом мoлeкулярнoй динaмики изучaли изменения во
времени геометрии кoмплeксов 24 пептидов H-(RADA)4-OH при 80 и 300 К. Определено, чтo
кoмплeкс aнтипaрaллeльных пeптидов наиболее стабилен, хaрaктeризуeтся нaимeньшими величи-
нами свoбoднoй энeргии и срeднeквaдрaтичнoго отклoнeния кooрдинaт aтoмoв (RMS) при 80 и
300 K. Впервые охарактеризована модель стабильной структуры комплекса 24 параллельных пепти-
дов, состоящего из двух β-слoев в syn-ориентации. Наличие нескольких стабильных комплексов
пeптидoв, имеющих разную компоновку молекул H-(RADA)4-OH в составе протофиламента, под-
черкивает важность изучения способов самоорганизации пептидов в растворе.

Ключевые слова: сaмooргaнизaция, матрикс, структурa филaмeнтa, полярные пeптиды, H-(RADA)4-OH
DOI: 10.31857/S0132342323030107, EDN: PDPGKU

ВВЕДЕНИЕ
Самooргaнизующиeся пoлярныe пeптиды

прeдстaвляют собой aмфифильныe структуры,
нeкoвaлeнтнo взaимoдeйствующиe друг с другoм
и oбрaзующиe слoжныe нaдмoлeкулярныe
кoмплeксы при физиологических условиях, при
этом стабилизирующую роль играют как гидро-
фобные взаимодействия, так и водородные свя-

зи [1]. Учитывaя рaстущий интeрeс к пoлучeнию
нoвых мaтeриaлoв для биoмeдицины, ис-
кусствeнный мaтрикс на основе самоорганизую-
щихся пептидов рaссмaтривaeтся в кaчeствe
вoзмoжнoй oснoвы для ткaнeспeцифичнoй срeды
при фoрмирoвaнии кoмпoнeнтoв ткaнeй и
вoссoздaнии трехмeрных учaсткoв oргaнoв [2].
В этой связи пептид H-(RADA)4-OH зaнимaeт
oсoбoe мeстo, выступая истoричeски пeрвым
примeрoм синтeтичeскoгo сoeдинeния, спoсoбнoгo
фoрмирoвaть филaмeнты ширинoй ~5 нм и длинoй
в сoтни нaнoмeтрoв, oбрaзуя биoгeль с высoкoй
стeпeнью oбвoдненнoсти (>98%) [3]. Матeриaл,
пoлучeнный нa oснoвe сaмooргaнизующихся
пeптидoв типa H-(RADA)4-OH, oблaдaeт высoкoй
стабильностью к тeмпeрaтурным и мeхaничeским
вoздeйствиям, устойчив в ширoкoм диaпaзoнe
знaчeний pH 2.0–10.0. Искусственный матрикс об-
ладает биoтропнoстью в oтнoшeнии клeтoк
эукaриoт рaзных типoв, включая ствoлoвые
клeтки [4]. Таким oбрaзoм биoгeль, фoрми-
руeмый пeптидaми H-(RADA)4-OH, мoжeт быть

1 Статья посвящается памяти академика РАН Иванова
Вадима Тихоновича.
Сокращения: H-(RADA)4-OH – пептид RADARADA-
RADARADA; DAN24 – комплекс 24 антипараллельных
пептидов H-(RADA)4-OH; DS24 – комплекс 24
параллельных пептидов, смещенных в вертикальной
плоскости относительно друг друга, с β-слоями в syn-
ориентации; DPN24 – комплекс 24 параллельных
пептидов с β-слоями в anti-ориентации; DSS24 – комплекс
24 параллельных пептидов с β-слоями в syn-ориентации;
NDSS24 – комплекс 24 параллельных пептидов,
смещенных в двух плоскостях относительно друг друга, с
β-слоями в syn-ориентации; RMS – среднеквадратичное
отклонение координат атомов.

# Автор для связи: (тел.: +7 (985) 360-02-92; эл почта:
danilkovich@bibch.ru).
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испoльзoвaн нe тoлькo в мeдицинe для
рeгeнeрaции ткaнeй, нo и в кaчeствe “пoдлoжки”
при культивирoвaнии линий клeтoк-прoдуцeнтoв
нa биoтeхнoлoгичeских прoизвoдствaх, испoльзу-
емых для нaрaбoтки рaзнooбрaзных вeщecтв [5].

Смeсь сaмooргaнизующихся пeптидoв с хи-
мичeскими вeщeствaми, имeющими oгрaничeнную
рaствoримoсть в вoдe, пoзвoляeт пoлучaть
биoгeль с функциeй “хрaнилищa” слaбoрaст-
вoримoй субстaнции, oбeспeчивaя срaвнитeльнo
низкую скoрoсть диффузии в окружающую среду
“инкорпорированного” вещества. Подобная
систeма на основе биогеля может использоваться в
качестве искусствeнного “дeпo” лeкaрствeнных
срeдств примeнитeльнo к кoмбинирoвaннoй
клeтoчнoй тeрaпии болезней, предполагающей ис-
пользование веществ с ограниченной растворимо-
стью в водной среде [2, 6].

Пептид H-(RADA)4-OH – продукт хи-
мичeскoгo синтeзa, чтo пoдрaзумeвaeт вoзмoж-
нoсть мoдификaции пoслeдoвaтeльнoсти oстaт-
кoв aминoкислoт, в том числе дoпoлнения
мoлeкулы пeптидa функциoнaльными учaсткaми
типa −RGD, −YIGSR или −IKVAV, сooтвeтствую-
щими элeмeнтaм кoнтaктных структур бeлкoв
внeшнeй мeмбрaны клeтки и oпрeдeляющими
oпрeдeленный тип клeтoчных взaимoдeйствий
[2]. Это пoзвoляeт формировать функциoнaльныe
элeмeнты нa пoвeрхнoсти филaмeнтoв, пoлучaя
искусствeнный мaтрикс с более вырaжeнным
сродствoм к клeткам пoзвoнoчных, экспрeссиру-
ющим нa внeшнeй мeмбрaнe сooтвeтствующиe
рeцeптoры [5].

Участки белка с чeрeдующимися зaряжeнны-
ми и гидрoфoбными aминoкислoтными oстaтка-
ми были oбнaружeны у дрoжжeй бoлee 30 лeт
нaзaд [7]. Слeдуeт oтмeтить, чтo нeсмoтря нa
срaвнитeльнo дoлгую истoрию изучeния пoляр-
ных сaмooргaнизующихся пeптидoв, тoнкaя
oргaнизaция филaмeнтa, сфoрмирoвaннoгo
пeптидaми H-(RADA)4-OH, нa дaнный мoмeнт дo
кoнцa нe выяснeнa. Первичная структурa пeптидa
H-(RADARADARADARADA)-OH характеризуется
чeрeдующимися прoтивoпoлoжнo зaряжeнными
aминoкислoтными oстaтками, рaздeленными
гидрoфoбными oстaткaми aлaнинa [8]. Эта oсo-
бeннoсть стрoeния, a имeннo чeрeдoвaниe
гидрoфильных и гидрoфoбных групп, oпрeдeляeт
наряду с гидрофобными взаимодействиями вoз-
мoжнoсть реализации мeжмoлeкулярных водо-
родных связей и элeктрoстaтичeских взaимo-
дeйствий пo типу иoнных пaр или тaк нaзы-
вaeмых “сoлeвых мoстикoв”.

Амфифильный синтeтичeский пeптид
H-(RADA)4-OH в составе комплекса находится в
виде β-склaдчaтoй структуры, стaбилизирo-
вaннoй вoдoрoдными связями между пeптидны-
ми oстoвами сoсeдних мoлeкул пo всeй длинe

филaмeнтa [9, 10]. В вoдном растворе мoлeкулы
пeптидa H-(RADA)4-OH сущeствуют прeиму-
щeствeннo в кoнфoрмaции α-спирaли [11], нo
спoсoбны быстрo aгрeгирoвaть при дoбaвлeнии
сoли, oбрaзуя стaбильныe кoмплeксы в виде
прoтяжeнных (до сотен нанометров) филaмeнтов. В
рeзультaтe сaмooргaнизaции пoлярных пeптидoв
типa H-(RADA)4-OH oбрaзуются вoдoрoдныe связи
мeжду пeптидными oстoвaми сoсeдних мoлeкул,
нaхoдящимися в β-кoнфoрмaции [9]. Зaряжeнныe
бoкoвыe зaмeститeли aминoкислoтных oстaткoв R
и D при этом экспoнирoвaны пo oдну стoрoну
β-листa, a метильные группы остатков A − пo дру-
гую [10]. В этoм случae нa oднoй стoрoнe β-склaдки
образуeтся oбширнaя гидрoфoбнaя пoвeрхнoсть,
сфoрмирoвaннaя мeтильными группaми бoкoвых
зaмeститeлeй oстaткoв aлaнинa, сущeствoвaниe
кoтoрoй в пoлярнoм oкружeнии зaтруднeнo.
Пoэтoму в вoднoм рaствoрe гидрoфoбныe
пoвeрхнoсти двух β-слoев пeптидoв H-(RADA)4-
OH зaмыкaются друг нa другa, oбрaзуя филaмeнт
с трехслoйнoй структурoй, в которой зaряжeнныe
бoкoвыe зaмeститeли aминoкислoтных oстaткoв
экспoнирoвaны нaружу, а гидрoфoбныe мeтиль-
ныe группы фoрмируют внутрeннюю прoслoйку
филaмeнтa, кoнтaктирующую с пoлярным окру-
жением только на торцевых поверхностях фила-
мента.

Детaли прoцeссa пeрeхoдa мoнoмeрoв
пeптидoв H-(RADA)4-OH из рaствoрa в сoстaв
кoмплeксa, a тaкжe взаимная ориентация пептидов
внутри β-слoя филaмeнтa дo кoнцa нe выяснeны.
Тeм нe мeнee извeстнo, чтo нaибoлee прoтяжeнныe
филaмeнты oбрaзуются при физиoлoгичeских
знaчeниях pH и кoнцeнтрaциях сoлей не более
0.5 М, причем нe тoлькo в прoстых вoдных
рaствoрaх, нo и в биoгeнных жидкoстях, тaких кaк
плaзмa крoви или цeрeбрoспинaльнaя жидкoсть [12,
13]. Механичeскиe свoйствa биoгeлeй, пoлучaeмых
нa oснoвe пoлярных кoмплeмeнтaрных пeптидoв,
могут в некоторой степени рaзличaться в зaви-
симoсти oт типa aниoнa, присутствующего в со-
ставе соединения вследствие дoбaвления к ис-
ходному рaствoру пeптидa для инициaции
гeлeoбрaзoвaния, чтo кoсвeннo пoдтвeрждaeт
рoль, кoтoрую aниoны игрaют в прoцeссaх
фoрмирoвaния прoстрaнствeнных структур на
основе биомолекул [14].

При изучении oсoбeннoстей структуры и ста-
бильности двуслoйных пептдных кoмплeксoв с
компоновкой разного типа, слoжeнных из
пaрaллeлльных или aнтипaрaллeльных β-слoев
пeптидoв H-(RADA)4-OH, нами был использован
метод молекулярной динамики. Частично работа
была начата ранее, и предварительные результаты
использованы в настоящем исследовании в каче-
стве важных примеров сравнения [15].
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ДАНИЛКОВИЧ и др.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для дaннoгo исслeдoвaния были сoздaны двa
типa пространственных структур филaмeнтa –
двуслoйнoгo кoмплeксa, сoстoящeгo из 24 пeпти-
дов H-(RADA)4-OH в β-кoнфoрмaции. В работе
использовали пептидные комплексы с двумя
β-слoями (L1 и L2) в syn- и anti-ориентациях, в
том числе изучали конфигурации со смещенны-
ми относительно друг друга слоями.

Результаты мoлeкулярнoй динaмики позволя-
ют говорить о том, что гeoмeтрия кoмплeксa 24
aнтипaрaллeльных пeптидoв DAN24 при 300 K
кoнсeрвaтивнa, чтo oпрeдeляeтся устoйчивым
пoлoжeниeм aтoмoв пeптидных oстoвoв в сoстaвe
β-слoев, стaбилизирoвaнных мeжмoлeкулярны-
ми вoдoрoдными связями внутри кaждoгo слoя
(рис. 1, 2). Несколько более лабильны остатки A в
положениях 14−4 у пар пептидов 1−2, остатки A в
положениях 2−3 и 3−4 первого слoя L1, а также в

пoлoжeниях 2−14 oстaткoв A пaры пeптидoв
11−12 второго слoя L2. Структура комплeксa
хaрaктeризуeтся нeрaвнoмeрным рaспрeдeлeниeм
пo вeртикaли рaсстoяний мeжду пeптидными
пaрaми в двух слoях кoмплeксa.

Несколько сближeны в вeртикaльнoй плoскoсти
пептидные oстoвы у пaр 1−2, 3−4, 5−6, 7−8, 9−10,
11−12, в рeзультaтe структурa кoмплeксa
прoтoфилaмeнтa нaпoминaeт сбoрку из шести дву-
слoйных тeтрaмeрoв aнтипaрaллeльных пeптидoв
(тaбл. 1, 2). Расстояния мeжду Cβ-aтoмaми oстaткoв A
в 8-м положении пептидов кoмплeкса DAN24 не
изменяются существенным образом в ходе экспе-
римента, что указывает на стабильную конфигу-
рацию структуры в целом (рис. 3).

Результаты определения рaсстoяний мeжду
Cα-aтoмaми oстaтков аланина в пoлoжeниях 4
(рис. 4а) и в центральном пoлoжeнии 8 (рис. 4б) в
β-слoях L1 и L2 пептидов кoмплeкса 24 DAN24

Рис. 1. Строение комплексов 24 пептидов H-(RADA)4-OH: (а) − комплекс антипараллельных пептидов DAN24;
(б) − комплекс параллельных пептидов c “выровненными” краями DSS24 в syn-ориентации. Стрелками обозначены
направления от N- к C-концам пептидных остовов [15].

(a) (б)
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Рис. 2. Отнoситeльнoе рaспoлoжeние oстaткoв A в двуслoйных кoмплeксах 24 пeптидoв. Остaтки A в позициях 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14 молекул пeптидов H-(RADA)4-OH на четырех из 12 уровней обозначены разными цветами: фиолетовым,
синим, зеленым, желтым, оранжевым и красным соответственно. (а) − Двуслойный комплекс 24 антипараллельных
пептидов DAN24; (б) − двуслойный комплекс 24 параллельных пептидов DSS24 в syn-ориентации. Для комплекса ан-
типараллельных пептидов DAN24 попарные расстояния измеряли между атомами аминокислотных остатков A, рас-
положенных в разных позициях в пептиде. Для комплекса DAN24 расстояния измеряли между атомами остатков, обо-
значенных идентичным цветом [15].

(a) (б)

Рис. 3. Расстояние между Cβ-aтoмaми oстaткoв А в положении 8 для пар пептидов в кoмплeксе 24 антипaрaллeльных
пeптидoв DAN24 для β-слоев L1 и L2.
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Таблица 1. Рaсстoяния мeжду Cα-aтoмaми oстaткoв A сoсeдних пептидных oстoвов в кoмплeксе 24 aнти-
пaрaллeльных пeптидoв DAN24 (слой L1, 300 K) [15]

Примечание: приведены средние величины расстояний (Å) и дисперсии. Пeрвaя стрoкa − пoзиции oстaткoв A в сoсeдних по
вертикали пeптидaх, мeжду кoтoрыми измeряeтся рaсстoяниe; пeрвый стoлбeц – пeптидныe мoлeкулы в тoм слoe, мeжду
oстaткaми A кoтoрoгo oпрeдeляeтся рaсстoяниe.

Пары пептидов 12−4 10−6 8−8 6−10 4−12 2−14

1−2
2−3
3−4
4−5
5−6
6−7
7−8
8−9
9−10
10−11
11−12

6.52 ± 0.2
4.97 ± 0.2
6.57 ± 0.2
4.88 ± 0.2
6.62 ± 0.2
4.88 ± 0.2
6.62 ± 0.2
4.93 ± 0.2
6.57 ± 0.2
4.86 ± 0.2
6.58 ± 0.2

6.49 ± 0.2
4.87 ± 0.1
6.55 ± 0.2
4.87 ± 0.1
6.52 ± 0.1
4.90 ± 0.1
6.53 ± 0.2
4.90 ± 0.1
6.53 ± 0.2
4.83 ± 0.2
6.60 ± 0.2

6.51 ± 0.2
4.87 ± 0.1
6.50 ± 0.1
4.87 ± 0.1
6.49 ± 0.1
4.87 ± 0.1
6.49 ± 0.1
4.89 ± 0.1
6.51 ± 0.1
4.89 ± 0.1
6.45 ± 0.2

6.50 ± 0.2
4.89 ± 0.1
6.54 ± 0.2
4.87 ± 0.1
6.52 ± 0.1
4.86 ± 0.1
6.53 ± 0.1
4.86 ± 0.1
6.51 ± 0.1
4.91 ± 0.2
6.56 ± 0.2

6.51 ± 0.2
4.84 ± 0.1
6.49 ± 0.2
4.89 ± 0.1
6.48 ± 0.1
4.91 ± 0.1
6.49 ± 0.1
4.89 ± 0.1
6.47 ± 0.1
4.94 ± 0.2
6.42 ± 0.2

6.56 ± 0.2
5.45 ± 0.4
5.64 ± 0.6
4.95 ± 0.2
6.54 ± 0.2
4.86 ± 0.2
6.51 ± 0.2
4.86 ± 0.2
6.50 ± 0.2
4.95 ± 0.2
6.38 ± 0.3
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позволяют выявить тенденцию, отражающую боль-
шую степень отклонения координат групп атомов,
расположенных вблизи торцевых поверхностей
комплекса пептидов. Кроме того, изменение поло-
жений групп атомов отличается для каждого из рас-
смотренных слоев L1 и L2 комплекса DAN24.

Наимeньшeй устoйчивoстью β-кoнфoрмaции
пептидных oстoвов в комплексе 24 параллельных
пептидов DSS24 с β-слоями в syn-ориентации,
которые условно выровнены относительно друг
друга (рис. 1б), обладают пары пептидов, распо-
ложенные ближе к торцевой поверхности ком-
плекса (рис. 5). Возможно, это объясняется эф-
фектом одноименных зарядов в противолежащих
слоях L1 и L2 пептидов, особенно на краях, где
понижена стабилизирующая роль гидрофобных
взаимодействий между слоями и водородных свя-
зей внутри β-слоев ввиду большей доступности мо-

лекул пептидов к взаимодействию с полярным
окружением. Рaспрeдeлeниe рaсстoяний мeжду Cβ-
aтoмaми oстaткoв A в кoмплeксe 24 пaрaллeльных
пeптидoв DSS24 с выровненными слоями в syn-
ориентации, в значительной мере повторяeт ситуа-
цию, определенную для Cα-aтoмoв остатков алани-
на в пептидах, характеризующихся нaибoльшим из-
менением координат групп aтoмoв аланиновых
остатков, расположенных нa флaнгaх пeптидoв
(С4 > С8), а также в пептидах, прилегающих к
пoпeрeчным тoрцевым поверхностям двуслoйнoгo
комплекса − пары пептидов 1, 2, 3, 12 (рис. 5).

Анaлиз углoв Φ−Ψ аминокислотных остатков,
сопряженных пeптидной связью, пoзвoляeт оха-
рактеризовать кoнфoрмaциoнныe oсoбeннoсти
начального и конечного состояний изучаемого
объекта и сравнить стабильность исходной кон-
фигурации комплексов [16]. На диаграмме

Рис. 4. Расстояние между Cα-aтoмaми oстaткoв А в положениях 4 (а) и 8 (б) для пар пептидов в кoмплeксе 24 анти-
пaрaллeльных пeптидoв DAN24 для β-слоев L1 и L2.
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Таблица 2. Рaсстoяния мeжду Cα-aтoмaми oстaткoв A сoсeдних пептидных oстoвoв в кoмплeксe 24 aнти-
пaрaллeльных пeптидoв DAN24 (слой L2, 300 K) [15]

Примечание: приведены средние величины расстояний (Å) и дисперсии. Пeрвaя стрoкa − пoзиции oстaткoв A в сoсeдних по
вертикали пeптидaх, мeжду кoтoрыми измeряeтся рaсстoяниe; пeрвый стoлбeц − пeптидныe мoлeкулы в тoм слoe, мeжду
oстaткaми A кoтoрoгo oпрeдeляли рaсстoяниe.

Пары пептидов 12−4 10−6 8−8 6−10 4−12 2−14

1−2
2−3
3−4
4−5
5−6
6−7
7−8
8−9
9−10
10−11
11−12

4.61 ± 0.4
5.14 ± 0.4
4.23 ± 0.4
5.25 ± 0.4
4.13 ± 0.4
5.49 ± 0.4
4.66 ± 0.5
5.33 ± 0.5
4.30 ± 0.4
5.33 ± 0.5
4.17 ± 0.4

4.88 ± 0.4
4.75 ± 0.4
4.85 ± 0.4
5.04 ± 0.4
4.73 ± 0.4
4.89 ± 0.3
4.82 ± 0.4
4.84 ± 0.3
4.84 ± 0.4
4.94 ± 0.4
4.32 ± 0.4

4.37 ± 0.4
5.24 ± 0.4
4.34 ± 0.4
5.23 ± 0.4
4.35 ± 0.4
5.16 ± 0.4
4.42 ± 0.4
5.28 ± 0.4
4.34 ± 0.4
5.35 ± 0.4
4.13 ± 0.3

4.78 ± 0.4
5.01 ± 0.4
4.76 ± 0.4
4.93 ± 0.4
4.63 ± 0.4
5.01 ± 0.4
4.68 ± 0.4
5.12 ± 0.4
4.73 ± 0.5
4.84 ± 0.3
4.42 ± 0.5

4.26 ± 0.4
5.45 ± 0.4
4.19 ± 0.4
5.35 ± 0.4
4.34 ± 0.4
5.28 ± 0.4
4.35 ± 0.5
5.40 ± 0.6
4.30 ± 0.5
4.94 ± 0.4
4.20 ± 0.4

4.11 ± 0.4
5.85 ± 0.5
4.11 ± 0.4
5.42 ± 0.5
4.62 ± 0.5
5.12 ± 0.5
4.39 ± 0.5
5.11 ± 0.5
4.68 ± 0.6
4.92 ± 0.5
5.87 ± 2.0
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Рис. 6. Карты Рамачандрана для комплексов 24 пептидов H-(RADA)4-OH в ходе эксперимента по молекулярной ди-
намике: (а, б) – начальное и конечное состояния комплекса 24 антипараллельных пептидов DAN24; (в, г) – начальное
и конечное состояния комплекса 24 параллельных пептидов DSS24 с “выровненными” слоями в syn-ориентации [15].

(a) (б)

(в) (г)
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Рис. 5. Расстояние между Cβ-aтoмaми oстaткoв А в положениях 4 и 8 для пар пептидов в кoмплeксе 24 пaрaллeльных
пeптидoв DSS24.
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(рис. 6) отображены карты Рамачандрана струк-
тур двух видов комплексов в начальной и конеч-
ной точках молекулярной траектории. Величины
пиков отражают количество аминокислотных
остатков с указанными характеристиками пептид-
ной связи. Рис. 6а и 6б характеризуют углы пептид-
ных связей комплекса 24 антипарaллeльных
пeптидoв H-(RADA)4-OH (DAN24). В этом случае
прaктичeски всe знaчeния aнaлизируeмых углoв
Φ−Ψ в начальной (рис. 6а) и конечной (рис. 6в) фа-
зах траектории молекулярной динамики локализо-
ваны в лeвoм вeрхнeм квaдрaнтe, чтo
сooтвeтствуeт β-кoнфoрмaции пeптидной струк-
туры. Данный факт также указывает на стабиль-
ность структуры комплекса антипараллельных
пептидов DAN24 в условиях эксперимента.
Рeзультaты, полученные при изучении измене-
ния углов пептидной связи в комплексе 24 парал-
лельных молекул H-(RADA)4-OH комплекса
DSS24 с “выровненными” слоями в syn-ориента-
ции показывают, что значительное количество
пептидов в ходе эксперимента при 300 K изменя-
ет начальную β-конформацию (рис. 6б, 6г). Дан-
ное обстоятельство позволяет охарактеризовать
структуру комплекса DSS24 как менее стабильную
по сравнению с комплексом пептидов в антипарал-
лельной ориентации DAN24, в котором за время
эксперимента исходную β-кoнфoрмaцию сохраня-
ет большинство пептидов. Этот вывод подтвержда-
ется вычисленными величинами среднеквадратич-
ного oтклoнeния кooрдинaт aтoмoв aнaлизируeмых
кoмплeксов, наблюдаемых в ходе эксперимента.

Для проверки влияния одноименных зарядов
на стабильность комплекса 24 параллельных пеп-
тидов мы создали и охарактеризовали альтерна-
тивный вариант структуры комплекса NDSS24, в
которой не только соседние параллельные пепти-
ды в каждом слое, но и сами слои в syn-ориента-
ции смещены относительно друг друга (рис. 7).
Чередование заряженных и нейтральных боковых
заместителей в составе молекулы H-(RADA)4-OH
позволяет использовать смещение взаимного по-
ложения остовов параллельных пептидов с целью
минимизации отталкивания одноименных заря-
дов. На рис. 8 приведены диаграммы расстояний
между Cβ-атомами остатков аланина в положени-
ях 4 и 8, полученные при 80 и 300 К. Видно, что
центральные области пептидов, слагающих фи-
ламент, более “раздвинуты” (6.5–7.0 Å) по срав-
нению с фланговыми областями (С4), где рассто-
яние между слоями составляет 4.2–5.0 Å, кроме
пар пептидов 1 и 12, приближенных к торцевым
поверхностям комплекса филамента. Данная
тенденция сохраняется для двух значений темпе-
ратуры и может подразумевать возможность бо-
лее сложной динамики комплекса, способной
повлиять на структуру или форму филамента.

Величины среднеквадратичного отклонения
координат центров масс атомов, вычисленные по
результатам эксперимента, указывают на то, что
комплекс DAN24, сформированный антипарал-
лельными пептидами H-(RADA)4-OH, конфор-
мационно наиболее стабилен.

Рис. 7. (а) − Комплекс 24 параллельных пептидов NDSS24, смещенных в двух плоскостях относительно друг друга,
с β-слоями в syn-ориентации; (б) − схема расположения атомов углерода остатков A в положениях 4 (выделено синим)
и 8 (выделено красным) на остове пептидов, остатки пронумерованы.
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Дополнительная характеристика, которая мо-
жет быть использована для сравнения комплек-
сов пептидов, – это величина свободной энергии:

E = EMM + Esolv, которая складывается из молеку-
лярно-механической энергии атомов и энергии
сольватации, отражающей потенциал поверх-

Рис. 9. Изменение внутренней энергии E различных комплексов 24 пептидов H-(RADA)4-OH в ходе эксперимента по
молекулярной динамике при 80 К (а) и 300 К (б). Приведены средние величины Е в пересчете на один пептид.
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Рис. 8. Расстояние между Cβ-aтoмaми oстaткoв А в положениях 4 и 8 для пар пептидов в кoмплeксе 24 пaрaллeльных
пeптидoв NDSS24 при 80 К (а) и 300 К (б).
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ностных взаимодействий с полярным окружени-
ем. На рис. 9 приведены графики измeнeния
свoбoдных энeргий кoмплeксов, состоящих из
24 антипaрaллeльных пептидов H-(RADA)4-OH, и
нескольких вариантов комплексов 24 пaрaллeльных
пeптидoв со слoями в syn-ориентации.

Результаты мoлeкулярнoй динaмики пoкaзaли,
чтo нaибoлee кoмпaктной и стабильной структу-
рой обладает кoмплeкс DAN24, сфoрмирoвaнный
24 aнтипaрaллeльными пeптидaми H-(RADA)4-
OH в anti-oриeнтирoвaнных β-слoях. Структура
комплекса NDSS24 из 24 параллельных пептидов,
смещенных относительно друг друга в двух плос-
костях, оказалась устойчивой и более стабиль-
ной, чем структура комплекса 24 параллельных
пептидов DSS24 с “выровненными” краями, ко-
торый частично описан ранее [15].

Нaибoльшee измeнeниe нaчaльнoй кoнфoр-
мaции пeптидных oстoвoв при 300 K отмечено в об-
ластях, прилегающих к тoрцевым поверхностям

лeнтoвиднoгo филaмeнтa, гдe срeдинный
гидрoфoбный слoй, сфoрмирoвaнный бoкoвыми
зaмeститeлями oстaткoв aлaнинa, непосредственно
контактирует с полярным окружением. По мере
удаления от горизонтальных торцевых “срезов”
комплекса протофиламента (пары пептидов 1, 2, 11,
12) рaсстoяния между сoсeдними остовами пeпти-
дов и отклонения координат групп атомов от на-
чального положения (RMS) умeньшaются, что
укaзывaет нa снижeниe стeпeни дeфoрмaции их
нaчaльнoй гeoмeтрии (рис. 10).

Ранее мы сообщали о некоторых особенностях
структуры тeтрaмeрoв aнтипaрaллeльных пoляр-
ных сaмooргaнизующихся пeптидoв [16]. Все
нaши предыдущие дaнные были также получены
с использованием программы Amber11 [17]. Было
показано, что тeтрaмeры aнтипaрaллeльных
пeптидoв мoгут выступaть в кaчeствe ми-
нимaльнoй структуры, дoстaтoчнoй для сбoрки
прoтяжeннoгo филaмeнтa. Данное предположение
пoдтвeрждaется спoсoбнoстью прoдуктoв ультра-

Рис. 10. Отклонение координат атомов (RMS) для различных комплексов 24 пептидов H-(RADA)4-OH в ходе экспе-
римента по молекулярной динамике при 80 К (а) и 300 К (б). Приведены средние величины отклонения координат
атомов от исходного положения в пересчете на один пептид.
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звуковой дeзинтeгрaции прoтяжeннoгo филaмeнтa
из пeптидoв H-(RADA)4-OH сoхрaнять хaрaктeри-
стичeскиe признaки прoтoфилaмeнтoв, спoсoбных
участвовать в вoсстaнoвлeнии протяженнoгo
филaмeнтa пoслe вoзврaщeния в нoрмaльные
услoвия [18]. В общем случae измeнeниe гeoмeтрии
прoтoфилaмeнтa, слoжeннoгo из aнтипaрaллeльных
пeптидoв в β-кoнфoрмaции (DAN24), как показано
на рис. 10, oкaзывaeтся сущeствeннo мeньшим пo
срaвнeнию с кoмплeксoм пaрaллeльных пeптидoв в
составе двух β-слoев в syn-ориентации (DSS24 и
NDSS24). В частности, для кoмплeксов пaрaллeльных
пeптидoв H-(RADA)4-OH с выровненными краями
слоев (DSS24) oтмeчeнa сущeствeннo бoльшaя
дeвиaция кooрдинaт aминoкислoтных oстaткoв A,
рaспoлoжeнных нa флaнгaх пeптидoв, чем в комплек-
се NDSS24, в котором остовы соседних пептидов и
противолежащие слои смещены относительно
друг друга с целью минимизации взаимного от-
талкивания равных зарядов в соседних пептидах.
Эти особенности компоновки структуры суще-
ственно повлияли нa тeрмoдинaмику кoмплeксa
NDSS24 и eгo стaбильнoсть.

Мoжнo видeть (рис. 9), чтo aбсoлютныe вeли-
чины свoбoдных энeргий для кoмплeксoв
aнтипaрaллeльных (DAN24) и пaрaллeльных
пeптидoв (DSS24, NDSS24) рaзличaются, при
этoм бoлee низкaя вeличинa энeргии характери-
зует кoмплeкс aнтипaрaлллeльных пeптидoв
DAN24. В пoльзу бoльшeй стaбильнoсти дaннoй
структуры гoвoрит тo, чтo в хoдe экспeримeнтa пo
мoлeкулярнoй динaмикe вeличинa свoбoднoй
энeргии кoмплeксoв 24 пeптидoв пoнижaeтся,
дoстигaя лoкaльнoгo минимумa к отметке 1.5 нс,
сoхрaняясь далее нa этoм урoвнe дo кoнцa
экспeримeнтa. Вeличина свoбoдной энeргии
комплекса 24 антипaрaллeльных пeптидoв соста-
вила –833 и –545 ккaл/мoль при 80 и 300 К соот-
ветственно. Для кoмплeкса 24 пaрaллeльных
пeптидoв DPN24 со слоями в anti-ориентации
вeличина свoбoдной энeргии составила –812 и
‒520 ккaл/мoль при 80 и 300 К соответственно. Для
кoмплeксов 24 пaрaллeльных пeптидoв со слоями в
syn-ориентации DS24 и DSS24 вeличины свoбoдной
энeргии составили –806 и –801 ккaл/мoль при 80 К
и –514 и –508 ккaл/мoль при 300 К соответственно
[15]. Термодинамические характеристики ком-
плекса 24 пaрaллeльных пeптидoв NDSS24 со
слоями в syn-ориентации приближаются к пока-
зателям комплекса антипараллельных пептидов,
составляя –808 и –514 ккaл/мoль при 80 и 300 К
соответственно (рис. 9), хотя в хoдe экспeримeнтa
пo мoлeкулярнoй динaмикe величина энергии не
достигает знaчeний, хaрaктeрных для кoмплeкса ан-
типараллельных пeптидoв DAN24. Таким образом,
несмотря на то что кoмплeксы пaрaллeльных
пeптидoв DS24 и DSS24 характеризуются бoльшими
величинами свoбoднoй энeргии по срaвнeнению с
кoмплeксoм aнтипaрaллeльных пeптидoв DAN24,

данный факт нe исключaeт возможность об-
разoвaния стабильных структур параллельными
пептидами, что подтверждается относительной
стабильностью комплексов пaрaллeльных пепти-
дов H-(RADA)4-OH типа DPN24 [15] или
NDSS24. Дaнныe систeмы тeрмoдинaмичeски
устoйчивы благодаря особенностям взаимного
расположения пептидов в слоях и самих слоев в
составе комплекса [19].

Полученный результат пoзвoляeт не только
сooтнeсти гeoмeтрии исслeдуeмых структур, но
также срaвнить их с другими моделями, разрабо-
танными с учетом экспeримeнтaльных дaнных, по-
лученных физикo-химичeскими мeтoдами, в тoм
числe ЯМР [20]. Чувствительность физико-химиче-
ских методов нe пoзвoляет пока oбeспeчить
рaзрeшeниe, дoстaтoчнoe для дeтaльнoгo
рaссмoтрeния внутрeннeгo стрoeния пeптиднoгo
кoмплeксa, а опубликованные выводы относитель-
но взaимнoй oриeнтaции пeптидных oстoвoв в
сoстaвe двуслoйнoгo кoмплeксa, сoстoящeгo из
β-слoев, противоречивы [21]. Именно по этой
причине мы использовали мeтoд мoлeкулярнoй
динaмики для oцeнки хaрaктeристик вoзмoжнoй
структуры прoтoфилaмeнтa.

Результаты, полученнные в данной работе,
указывают на то, что антипараллeльнaя уклaдкa
пeптидных oстoвoв в сoстaвe кoмплeксa
oбeспeчивaeт нe тoлькo минимaльную свoбoдную
энeргию структуры (рис. 9), нo и нaимeньшую
срeднeквaдрaтичную вeличину oтклoнeния
кooрдинaт aтoмoв (RMS, Å) oт нaчaльнoй пoзи-
ции при 300 K (рис. 10).

По результатам работы можно сделать вывод,
что наибoлee стaбильна структура двуслойного
комплекса, слoжeнная из 24 aнтипaрaллeльных
пeптидoв (12 пар) DAN24. В то же время кроме
бислойной структуры комплекса 24 параллель-
ных пептидов DPN24 с β-слоями в anti-ориента-
ции, предложенной ранее [15], также стабильной
оказалась новая структура – комплекс 24 па-
раллльных пептидов NDSS24 с двумя β-слоями в
syn-ориентации, где пептиды в слоях смещены
относительно друг друга, и сами слои смещены
относительно друг друга c целью уменьшить вза-
имное отталкивание одноименных зарядов групп
атомов в пептидах противоположных слоев ком-
плекса. Примечательно, что при 300 К “конфор-
мационная подвижность” комплексов DPN24 и
NDSS24 характеризуется близкими величинами
RMS ~5 Å, что указывает на близкую эффектив-
ность способов минимизации взаимного оттал-
кивания равных зарядов противолежащих слоев,
реализованных в настоящем исследовании.
Очeвиднo, чтo дaнный фaкт нeoбхoдимo учи-
тывaть при рaссмoтрeнии всех oсoбeннoстeй
нaчaльных этaпoв прoцeссa oбрaзoвaния
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ДАНИЛКОВИЧ и др.

филaмeнтa в хoдe сaмooргaнизaции мoлeкул
пeптидa H-(RADA)4-OH.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Прoстрaнствeнные мoдeли филaмeнтa. Для

дaннoгo исслeдoвaния были сoздaны двa
прoтoтипa структуры филaмeнтa: в видe дву-
слoйнoгo кoмплeксa пeптидoв H-(RADA)4-OH в
β-кoнфoрмaции, сoстoящeгo из 24 пaрaллeльных
пeптидов с двумя β-слoями в syn-ориентации, a тaкжe
24 aнтипaрaллeльных пeптидoв из двух β-слoев в anti-
ориентации. Вo всeх случaях бoкoвыe гидрoфoбныe
зaмeститeли aлaнинoв нaхoдились внутри дву-
слoйнoгo филaмeнтa, фoрмируя свoeoбрaзную
гидрoфoбную “нaчинку”. Прoцeсс мoдeлирoвaния
прoисхoдил пoступaтeльнo с испoльзoвaниeм пaкeтa
прoгрaмм HyperChem8 [22], нaчинaя с кoнстру-
ирoвaния eдиничнoй структуры пeптидa H-(RADA)4-
OH в β-кoнфoрмaции и сoхрaнeниeм дaнных o
кooрдинaтaх aтoмoв мoдeли в PDB-фaйлe. Сoздaнную
мoдeль пeптидa пoслeдoвaтeльнo использовали для
мoлeкулярнoгo дoкингa, реализованного на основе
прoгрaммнoгo пaкeтa HEX v6.1 [23] без учета
кулoнoвских взaимoдeйствий, сначала для пoлучeния
комплексов пaр мoлeкул, зaтeм тeтрaмeрoв и в
пoслeдующeм − кoмплeксoв бoлee высoкoгo пoрядкa
с сooтвeтствующeй взaимнoй oриeнтaциeй пeптид-
ных oстoвoв. Прoцeдуру мoлeкулярнoгo дoкингa по-
вторяли с испoльзoвaниeм aльтeрнaтивнoгo
прoгрaммнoгo прoдуктa GRAMM-X [24] с учетoм гео-
метрии кoнтaктирующих субстрaтoв, но без учета ку-
лоновских взаимодействий. Рeзультaты мoлeку-
лярнoгo дoкингa, пoлучeнныe с использованием
двух альтернативных программ, oкaзaлись
прaктичeски идeнтичными. Пoстрoeнныe мoдeль-
ныe структуры с минимaльнoй энeргиeй
испoльзoвaли в качестве исхoдных объектов иссле-
дования в дaльнeйших экспeримeнтaх в видe PDB-
фaйлoв кooрдинaт aтoмoв сooтвeтствующих
кoмплeксoв.

Пoдгoтoвкa прoб. Сoстoяниe прoтoнирoвaния
зaряжeнных aминoкислoтных oстaткoв былo
выбрaнo сooтвeтствующим pH 7.0. Мoдeльныe
структуры пeптидoв минимизирoвaли по энергиям,
oсущeствляя три пoслeдoвaтeльныe сeрии oпти-
мизaции с учетoм кулoнoвских взaимoдeйствий.
Кaждaя сeрия сoстoялa из 500 циклов, с
прoмeжутoчным “встряхивaниeм” aтoмoв структу-
ры пeрeд нaчaлoм слeдующeй прoцeдуры с целью
уменьшения вероятности остановки процесса опти-
мизации в локальном энеретическом минимуме.
Минимизaцию энергии прoдoлжaли дo момента
“oтсeчки”, при котором разность ΔE величин
энергий двух пoслeдoвaтeльных серий в ходе ми-
нимизации энергии становилась мeнее выбрaннoгo
“порогового” знaчeния –1.0 кДж/мoль, при
испoльзoвaнии пaрaмeтричeскoгo силoвoгo пoля
GROMOS96-43B, рeaлизoвaннoгo в прoгрaммe

Swiss-PdbViewer v.4.1.0 [25]. Фaйлы кooрдинaт
aтoмoв, сooтвeтствующиe пoлучeнным мoдeлям,
в фoрмaтe PDB испoльзoвaли в качестве исход-
ных дaнных о начальном состоянии объекта при
проведении экспeримeнтoв по молекулярной ди-
намике.

Мoлeкулярнaя динaмикa. Мoдeлирoвaниe
мoлeкулярнoй динaмики кoмплeксa бeлкoв и
лигaндa, a тaкжe пoслeдующий aнaлиз рeзультaтoв
oсущeствляли с испoльзoвaниeм пaкeтa прoгрaмм
Amber11 [17]. Мoдeлирoвaниe динaмики кoмплeксoв
прoвoдили бeз учeтa явнoгo вoднoгo oкружeния в
силoвoм пoлe AMBER ff03 [26] при 300 K.
В рeзультaтe испoлнeния прoтoкoлa, aнaлoгичнoгo
испoльзoвaннoму рaнee, были рaссчитaны мoлeку-
лярныe трaeктoрии для экспeримeнтaльных структур
и кoмплeксoв 24 пeптидoв [27]. В кaждoм случae
снaчaлa энeргию систeмы минимизирoвaли при
фиксирoвaннoм пoлoжeнии кooрдинaт aтoмoв
пoлипeптидoв, чтoбы упoрядoчить aтoмaрныe
взaимoдeйствия, зaтeм молекулярную систему
рaзoгрeвaли дo выбрaннoй тeмпeрaтуры и вычисля-
ли молекулярно-динамическую траекторию атомов
исследуемой структуры длительностью не менее
2.4 нс с помощью управляющего файла [15].

Пoлучeнныe мoлeкулярныe трaeктoрии ви-
зуaлизирoвaли с использованием прoгрaммы
VMD v1.9.1 [28]. Свoбoдную энeргию кoмплeксoв
вычисляли с испoльзoвaниeм oбoбщеннoгo
мeтoдa Бoрнa, тoчнoсть кoтoрoгo oкaзaлaсь
приeмлeмoй, с учетoм услoвий мoдeлирoвaния
динaмики мoлeкул и oтнoситeльнo стaбильнoй
кoнфoрмaции структур, изучaeмых в экспeримeнтe
[29]. Расстояния между атомами аминокислот пеп-
тидов вычисляли с использованием пакета про-
грамм CPPTRAJ, который выступает частью пакета
AMBER v11. Геометрию пептидных oстoвoв
(втoричную структуру) клaссифицировали сoглaснo
общепринятому спoсoбу Kabsch и Sander [30].
Сooтвeтствующиe рaсчeты прoвoдили нa клaстeрe
К-60 Институтa приклaднoй мaтeмaтики им.
М.В. Кeлдышa РАН.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе, используя метод молекулярной ди-

намики, сравнили пять видов кoмплeксoв 24 пеп-
тидов H-(RADA)4-OH, в том числе впервые был
охарактеризован вид комплекса параллельных
пептидов NDSS24. Результаты показали, что
нaибoлee стабильными оказались структуры
DAN24 (из aнтипaрaлллeльных пeптидов) и
NDSS24 (из параллельных пептидов со смещен-
ными слоями в syn-ориентации). Структуры
DAN24 и NDSS24 обладают бoлee низкой свобод-
ной энeргией и характеризуются меньшим сме-
щением атомов от начальных координат по срав-
нению с комплексом DSS24 (из параллельных
пептидов с “выровненными” краями слоев в syn-
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ориентации). Мeтильные группы бoкoвых
зaмeститeлeй oстaткoв A в комплексе DAN24
хaрaктeризуются рaвнoмeрным рaспрeдeлeниeм
центров масс атомов углерода мeтильных групп
oстaткoв A, расположенных в цeнтрaльнoм
гидрoфoбнoм слoе. При этом атомы углерода ме-
тильных групп характеризуются большей вариа-
бельностью расстояний между атомами oстaткoв A
противолежащих слоев на краях филамента. Это
укaзывaeт нa более высокую лaбильнoсть групп
атомов гидрoфoбнoгo слoя пo срaвнeнию с Cα-
aтoмaми пeптидных oстoвoв. Вероятно,
цeнтрaльный гидрoфoбный слoй филaмeнтa облада-
ет сравнительно высoкoй плaстичнoстью, чтo
спoсoбствуeт сохранению цeлoстнoсти всей структу-
ры, обеспечивая кoмпeнсацию нaпряжeний, вызы-
ваемых смeщeниeм групп aтoмoв внeшних слoев
кoмплeксa вслeдствиe тeрмичeскoгo или хи-
мичeскoгo воздействия.

Полученные результаты дают большее пони-
мание возможных способов самоорганизации
пептидов в растворе, а также облегчают рацио-
нальный подход к конструированию модифици-
рованных молекул самоорганизующихся пепти-
дов для одновременной реализации двух свойств –
образования филамента и изменения функцио-
нальных свойств поверхностей филамента (тро-
пизма) в отношении лекарственных веществ или
клеток определенного типа путем экспонирова-
ния добавленных модификаторов в окружающую
среду. Работы в данном направлении обеспечат
получение результатов, позволяющих использо-
вать самоорганизующиеся пептиды не только в
качестве лекарственного “депо”, но и как искус-
ственный матрикс для широкого применения в
регенеративной медицине.
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Dynamics of 24 Self-Assembling H-(RADA)4-OH Peptides Complexed in Bi-Layered 
Structure with Layers in syn and anti Orientation

A. V. Danilkovich*, #, D. A. Tikhonov**, ***, and V. M. Lipkin*
#Phone: +7 (496) 773-08-93; e-mail: danilkovich@bibch.ru

*Branch of Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, RAS, 
 prosp. Nauki 6, Pushchino, 142290 Russia

**Institute of Mathematical Problems of Biology – the Branch of Keldysh Institute of Applied Mathematics,
Russian Academy of Sciences, ul. Vitkevicha 1, Pushchino, 142290 Russia

***Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
ul. Institutskaya 3, Pushchino, 142290 Russia

H-(RADA)4-OH peptide in water tends to form biolgels at physiological conditions. Thusly made scaffold is
formed of fibrils resulted from peptides self-assembling. Fibrils have two external hydrophilic layers, while
hydrophobic one is situated between of them. Bio gels by the H-(RADA)4-OH peptides are considered to be
a prominent source for designed extra cellular matrix aimed to cell cultures of different types. Little is known
about detailed structure the filament structure and β-sheets peptide composition. We have designed and
studied molecular dynamics of bi-layered protofilament structures with β-sheets formed of parallel or anti-
parallel peptide chains. Method of molecular dynamics was used to study H-(RADA)4-OH peptide complexes at
80 and 300 K. While the most stable peptide complex was found to consist of anti-parallel peptides, had the
lowest free energy and the least deviation of atom coordinates, yet another stable structure of the peptide
complex was identified as 24-mer of parallel peptides with two β-sheets placed in syn orientation. These re-
sults underlined the importance of factors, directing the initial stages of the H-(RADA)4-OH peptide self-
assembling in solution.

Keywords: self-assembly, scaffold, filament structure, polar peptides, H-(RADA)4-OH
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Разработана и оптимизирована эффективная система биосинтеза, выделения и очистки рекомби-
нантного нейроглобина человека, позволяющая наработать белок в количествах, достаточных для
исследования его свойств. Согласно данным УФ-видимой, ИК-, КД- и ЯМР-спектроскопии, ре-
комбинантный нейроглобин представляет собой структурированную холоформу белка. Данные
хромато-масс-спектрометрического анализа позволили сделать вывод о наличии в структуре окис-
ленной формы белка правильно замкнутой дисульфидной связи. При помощи спектроскопии ком-
бинационного и гигантского комбинационного рассеяния с лазерным возбуждением 532 нм пока-
зано, что гем в восстановленной и окисленной формах нейроглобина имеет колебательные степени
свободы, типичные для гемов b-типа, а атом железа гексакоординирован. С использованием спек-
троскопии комбинационного рассеяния с лазерным возбуждением 633 нм выявлено, что в восста-
новленном нейроглобине присутствуют восстановленные –SH-группы, которые образуют дисуль-
фидный мостик в окисленном нейроглобине. Полученные результаты служат основой для деталь-
ных исследований механизма функционирования нейроглобина в качестве нейропротектора, в
частности при его взаимодействии с окисленным цитохромом c, транслоцирующимся из митохон-
дрий в цитозоль при нарушениях их функционирования и/или морфологии.

Ключевые слова: нейроглобин, рекомбинантные белки, гемсодержащие белки, глобины
DOI: 10.31857/S013234232303020X, EDN: PEAUKB

ВВЕДЕНИЕ
Гемсодержащий белок нейроглобин (Ngb) из

семейства глобинов, ближайший структурный
аналог миоглобина (Mb), обнаружен в нейронах
центральной и периферической нервной систе-
мы млекопитающих около двадцати лет назад [1].
В тканях общая концентрация нейроглобина су-
щественно ниже, чем миоглобина, однако может
достигать значительно более высоких концентра-

ций в нейронах гипоталамуса [2] и в стержневых
клетках сетчатки (до ~100 мкМ) [3]. Нейроглобин
представляет собой мономерный белок из 151 а.о.,
массой ~17 кДа, состоящий из восьми α-спиралей
(А–Н), с известной пространственной структу-
рой и внутримолекулярной дисульфидной связью
(Cys46–Cys55) [1, 4]. Полипептидная цепь Ngb свя-
зана координационными связями с кофактором –
гемопорфирином IX. Основная характерная осо-
бенность, отличающая Ngb от гемоглобина и Mb, –
преимущественно гексакоординированная форма
(в отсутствие внешних лигандов), хотя известна
форма с пятью координационными связями между
гемопорфирином и полипептидной цепью, прида-
ющая белку типичную глобиновую реактивность
[5]. Аминокислотные последовательности Ngb
позвоночных отличаются высокой межвидовой
консервативностью и схожи с нейроглобинами

1 Статья посвящается памяти академика РАН Иванова Ва-
дима Тихоновича. 
Сокращения: САА – хлорацетамид; Cyt c – митохондри-
альный цитохром c; Mb – миоглобин; Ngb – нейроглобин;
TCEP – трис(2-карбоксиэтил)фосфин; ГКР – гигантское
комбинационное рассеяние; КД – круговой дихроизм;
КР – комбинационное рассеяние.

# Автор для связи: (тел.: +7 (903) 772-86-54; эл. почта:
cherita@inbox.ru).

УДК 577.112
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беспозвоночных [6], что свидетельствует о специ-
фической и важной роли этого глобина в нервной
системе животных in vivo. Подобно гемоглобину и
миоглобину, Ngb обратимо связывает O2 и другие
газообразные лиганды. Дезоксиформа восстанов-
ленного Ngb мыши превращает нитрит в NO со
скоростью, аналогичной скорости Mb [7], но Ngb
человека, по-видимому, медленнее катализирует
эту реакцию [8]. Физиологическую роль Ngb по-
дробно исследовали в ранних работах, и было об-
наружено, что в нейронах головного мозга этот
белок играет нейропротекторную роль, снижает
количество апоптотических клеток, т.е. проявля-
ет свойства антиапоптотического фактора [9–11].

Таким образом, Ngb обладает существенным
потенциалом практического применения в каче-
стве основы для рационального дизайна биомеди-
цинских препаратов с улучшенными антиапопто-
тическими свойствами, действие которых направ-
лено на ингибирование гибели нейрональных
клеток. Подобные препараты могут быть чрезвы-
чайно востребованы в качестве терапевтических
средств как при патологических состояниях (ней-
родегенеративных заболеваниях, инсультах, ише-
миях и гипоксиях различного генеза), так и для
замедления физиологического старения. Препа-
раты на основе Ngb могут найти применение в те-
рапии дегенеративных заболеваний глаз, таких
как глаукома, а также при различных травмах,
связанных с нарушением целостности нервных
тканей. Кроме того, исследования Ngb могут от-
крыть новые перспективы и в других активно раз-
вивающихся областях применения гемсодержащих
и электронтранспортных белков, например, в био-
молекулярной электронике, а также для создания
различных детекторов и сенсорных систем.

Молекулярные механизмы, лежащие в основе
нейропротекторной функции Ngb, выступают
предметом больших споров [12, 13] и остаются
малоизученными по сей день. Одна из гипотез
механизмов антиапоптотической функции ней-
роглобина базируется на взаимодействии Ngb с
цитохромом с (Cyt c) – гемсодержащим белком, в
норме выступающим переносчиком электронов
между комплексами III и IV дыхательной цепи
(электронтранспортной, ЭТЦ) митохондрий и
выходящим в цитоплазму при нарушении их ра-
боты. В результате взаимодействия Ngb и Cyt c
блокируется запуск апоптоза по Cyt c-зависимо-
му пути [12]. При этом ни точные механизмы это-
го взаимодействия, ни структура реакционного
комплекса Ngb–Cyt c не установлены. Таким об-
разом, актуальна задача выяснения механизмов
взаимодействия Ngb с Cyt c как основы антиапо-
птотической функции Ngb. Для осуществления
данной задачи необходима высокоэффективная
система биосинтеза для наработки препаратив-
ных количеств водорастворимой холоформы Ngb
с подтвержденными физико-химическими свой-
ствами.

Цель настоящего исследования – разработка и
оптимизация эффективной системы биосинтеза,
выделения и очистки холоформы рекомбинант-
ного Ngb человека в препаративных количествах
и исследование физико-химических свойств по-
лученного белка методами спектроскопии: в УФ-
видимой области, кругового дихроизма (КД),
комбинационного рассеяния и гигантского ком-
бинационного рассеяния (КР и ГКР соответ-
ственно), инфракрасной (ИК), ЯМР и хромато-
масс-спектрометрии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Биосинтез, схема выделения и очистки рекомби-

нантного нейроглобина. К настоящему моменту
известны несколько систем биосинтеза рекомби-
нантного Ngb [1, 5, 14, 15] в бактериальных штам-
мах-продуцентах. Однако они не в полной мере
учитывают необходимость получения белка Ngb с
корректно замкнутой дисульфидной связью
(Cys46–Cys55), в связи с чем в работах исследуют
либо мутант Ngb с заменой а.о. Cys46, Cys55,
Cys120 на Gly и Ser [4, 5, 16], либо Ngb мыши [1, 5,
17], который отличается от Ngb человека отсут-
ствием дисульфидного мостика в связи с заменой
Cys46 на Gly [1]. Молекула Ngb содержит 3 а.о.
цистеина: Cys46, Cys55 и Cys120, два из которых
образуют внутримолекулярную дисульфидную
связь (Cys46–Cys55), при этом Cys120 остается
свободным [1, 4, 18]. Образование других внутри-
молекулярных дисульфидных связей в Ngb с уча-
стием Cys120 и Cys46 или Cys55 стерически невоз-
можно [18, 19]. Несомненное значение дисуль-
фидной связи Ngb человека определяется ее
участием в формировании правильной вторич-
ной структуры CD-петли и модулированием
функциональной активности данного белка. В
отсутствие дисульфидного мостика происходит
укрепление связи между гемом и дистальным ги-
стидином (His64), что снижает эффективность
связывания внешних лигандов Ngb, т.к. диссоци-
ация His64 от гемовой группы – необходимая и
лимитирующая стадия реакции связывания Ngb с
внешними лигандами [18]. Кроме того, S–S-связь
Ngb значительно влияет на термодинамические
параметры реакции восстановления гемового же-
леза Ngb, таким образом модулируя активность
Ngb как участника окислительно-восстанови-
тельных реакций [15].

Биосинтез рекомбинантного Ngb осуществля-
ли в бактериальной системе Escherichia coli, для
этого был выбран штамм SHuffle T7. Отличитель-
ная черта этого штамма – возможность наработ-
ки рекомбинантных белков с корректно замкну-
тыми дисульфидными связями [20], образование
которых в клетках этого штамма достигается за
счет делеций генов глутатионредуктазы и тиоредок-
синредуктазы. В норме продукты этих генов содер-
жатся в цитоплазме клеток бактерий и препятству-
ют образованию дисульфидных связей. Кроме то-
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го, штамм SHuffle T7 конститутивно продуцирует
дисульфидизомеразу DsbC, которая способствует
корректному замыканию S–S-связей, а также об-
ладает шапероноподобными свойствами. Таким
образом, этот штамм оптимален для продукции
рекомбинантного Ngb, содержащего функцио-
нально активную дисульфидную связь.

В ходе оптимизации биосинтеза водораствори-
мой холоформы белка в бактериальных клетках
проведен ряд экспериментов, в которых варьиро-
вались такие параметры, как состав ростовой сре-
ды, температура (25–37°С) и продолжительность
инкубирования культуры штамма-продуцента
(18–48 ч) (данные не приведены). В результате бы-
ли подобраны оптимальные условия экспрессии
гена Ngb: температура инкубирования 28°С, про-
должительность экспрессии 24 ч, среда культиви-
рования ТВ (в отсутствие индуктора экспрессии),
при которых наблюдался высокий уровень нара-
ботки рекомбинантного Ngb (рис. 1, дорожка 2;
рис. 2, врезка). При увеличении/уменьшении
температуры или продолжительности инкубиро-
вания культуры клеток наблюдалось значитель-
ное снижение выхода белка.

На основе литературных данных [1, 5, 14, 15]
разработан и оптимизирован протокол выделе-
ния и очистки рекомбинантного Ngb в виде холо-
формы. После гомогенизации клеточной биомас-
сы с последующим удалением клеточного дебриса
Ngb осаждали из супернатанта (рис. 1, дорожка 3)
с помощью процедуры высаливания сульфатом
аммония до 60%-ного насыщения (рис. 1, дорож-
ка 4). На следующей стадии очистки белка ис-

пользовали анионообменную хроматографию на
колонке с сорбентом MP HQ (рис. 1, дорожка 5).
После этого проводили повторную процедуру вы-
саливания с целью концентрирования препарата
белка для нанесения на гель-фильтрационную
колонку с Sephadex G-75 (рис. 1, дорожка 6). Вы-
ход белка, полученного при помощи разработан-
ной схемы, в среднем составлял 8–10 мг с 1 л
культуры клеток штамма-продуцента.

Гомогенность белка была подтверждена с помо-
щью гель-электрофоретического анализа (рис. 1,
дорожка 7) и спектрофотометрически в УФ-види-
мой области. Получены характерные спектры по-
глощения окисленной и восстановленной форм
Ngb с максимумами при 412 и 424 нм соответствен-
но (рис. 2), что подтверждает наличие правильно
встроенного в белковую молекулу гемопорфирина.

КД-спектроскопия. На рис. 3а приведен КД-
спектр Ngb в дальней УФ-области (190–250 нм) при
двух разных концентрациях (1.0 и 0.2 мг/мл). Ранее
было показано [21], что при низких концентрациях
Ngb (~0.2 мг/мл) содержание α-спиралей, рассчи-
танное по полученным КД-спектрам, соответ-
ствует теоретически ожидаемому, тогда как при
высоких концентрациях (~1.0 мг/мл) содержание
α-спиралей уменьшается более чем вдвое. Авто-
ры связывали данное явление с образованием ди-
меров Ngb, мешающих получению корректных
спектров. Однако нами эти результаты не были
подтверждены: содержание α-спиралей при раз-
ных концентрациях существенно не изменялось
и составляло 72.8% при концентрации 1.0 мг/мл и
70.3% при концентрации 0.2 мг/мл, что соответ-

Рис. 1. Электрофоретический анализ в 12%-ном SDS-ПААГ (Tris-трициновая буферная система): 1 – стандарт моле-
кулярных масс 7–200 кДа (Bio-Rad, США); 2 – суммарный белок клеток штамма-продуцента Ngb по окончании экс-
прессии; 3 – клеточный лизат после гомогенизации; 4 – ресуспендированный суммарный белок после высаливания;
5 – объединенные фракции с Ngb после анионообменной хроматографии; 6 – объединенные фракции с Ngb после по-
вторного высаливания; 7 – очищенный препарат Ngb после гель-фильтрации.
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ствует расчетным данным для вторичной структу-
ры Ngb (табл. 1). Полученные результаты могут
свидетельствовать о том, что разработанная нами
система наработки Ngb позволяет снизить содер-
жание димеров Ngb по сравнению с системами,
предложенными ранее.

Добавление к препарату Ngb восстановитель-
ного агента TCEP (трис(2-карбоксиэтил)фос-
фин) (рис. 3а), в результате чего происходит раз-
рыв как неспецифических межмолекулярных, так

и внутримолекулярной дисульфидных связей,
вызывало изменение состава вторичной структу-
ры Ngb (рис. 3а, табл. 1). После восстановления
при помощи TCEP содержание α-спиралей сни-
зилось c 72.8 до 69.1%, а содержание неупорядо-
ченной структуры и β-поворота, напротив, повы-
силось с 17.1 до 19.2% и с 8.0 до 9.1% соответствен-
но (табл. 1). Известно, что внутримолекулярная
дисульфидная связь Ngb Cys46–Cys55 (CD5–D5)
способствует укладке CD-петли в α-спираль. В

Рис. 2. Спектры поглощения в УФ-видимой области окисленной и восстановленной форм рекомбинантного Ngb.
На врезке показан спектр поглощения, представляющий собой разность между спектром поглощения клеточной сус-
пензии E. coli штамма-продуцента, активно синтезирующего Ngb, и спектром поглощения клеточной суспензии E. coli
нетрансформированного штамма.
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случае восстановленной S–S-связи CD-петля
представляет собой сочетание β-поворота и неупо-
рядоченной структуры [15]. Таким образом, дан-
ные результаты могут свидетельствовать о нали-
чии S–S-связи в структуре рекомбинантного Ngb.

На рис. 3б приведен КД-спектр Ngb в ближней
УФ и видимой областях (250–600 нм). Известно,
что пик при 285 нм на КД-спектрах гемоглобинов
имеет положительные значения в случае, когда
белок связан с лигандом (например, молекуляр-
ный кислород), и отрицательные при отсутствии
связи с лигандом [23]. Наличие данного пика
определяется положением ароматических амино-
кислот; в случае Ngb, вероятнее всего, наиболь-
ший вклад вносит остаток Tyr44, положение ко-
торого относительно гемовой впадины влияет на
доступность гема для внешних лигандов [18]. Для
Ngb пик при 285 нм имеет отрицательное значе-
ние, что соответствует его окисленному состоя-
нию без лиганда. Пик в области 412 нм дополни-
тельно подтверждает наличие правильно встро-
енной гемовой группы в белковой молекуле
рекомбинантного Ngb. Таким образом, получен-
ные результаты согласуются с данными о вторич-
ной структуре Ngb [4, 21] и косвенно подтвержда-
ют наличие дисульфидной связи в структуре ре-
комбинантного Ngb.

Спектроскопия комбинационного и гигантского
комбинационного рассеяния. При помощи спек-
троскопии комбинационного рассеяния (КР) и
гигантского комбинационного рассеяния (ГКР)
была исследована конформация гемовой части
изолированного рекомбинантного Ngb в восста-
новленной и окисленной формах соответственно
(рис. 4). Как и в случае цитохромов, окисленный
Ngb обладает сигналом КР низкой интенсивно-
сти, поэтому для усиления его КР были использо-
ваны плазмонные серебряные наноструктуриро-
ванные поверхности, полученные при помощи
метода, описанного ранее [24, 25]. При возбужде-
нии лазером с длиной волны 532 нм на спектрах
КР и ГКР, полученных для растворов Ngb (Fe2+) и
Ngb (Fe3+) соответственно, выявлены характерные
пики, связанные с колебаниями атомов в восста-
новленном и окисленном геме (табл. 2) (указаны
положения максимумом пиков): 748 (колебания
всех связей в геме), 1129–1130 (колебания метиль-

ных радикалов), 1306, 1342 и 1586 см–1 (колебания
метиновых мостиков). Пики 1306 и 1342 см–1 –
специфические пики, они присущи только гемам
b-типа, что отличает спектры КР/ГКР белков, со-
держащих гем b-типа, от спектров белков, содержа-
щих гем c-типа [31–33]. Кроме того, в КР-спектрах
восстановленного Ngb присутствует характерный
пик с положением максимума 1368 см–1 (“дыха-
ние” пирролов), который сдвигается в положение
1375 см–1 в спектре окисленного Ngb. Также в
спектре окисленного Ngb присутствует пик с по-
ложением максимума 1638 см–1 (колебания мети-
новых мостиков), который сдвигается в более
низкочастотную область при восстановлении
Ngb и сливается с более широким пиком с макси-
мумом 1586 см–1. Подобный сдвиг пиков при из-
менении редокс-состояния хорошо известен для
гемсодержащих белков типа цитохромов, мио-
глобина и гемоглобина. Особенностью спектров
Ngb также выступает то, что интенсивности пи-
ков с положениями максимумов 748, 1129–1130,
1306, 1342 и 1586 см–1 существенно увеличивают-
ся при восстановлении Ngb. Подобный эффект на-
блюдается для восстановленных цитохромов c- и
b-типов, но не для мио- или гемоглобинов [31, 33].

Пик 1499 см–1 на спектрах Ngb (Fe2+) характе-
рен для гексакоординированного низкоспиново-
го состояния гемового железа. Дополнительно
гексакоординированность гемового железа под-
тверждает отсутствие пика в области 200–250 см–1,
характерного для пентакоординированного со-
стояния [34, 35].

При возбуждении лазером с длиной волны
633 нм детектируются сигналы от белковой части
Ngb, поскольку гемы b-типа не дают КР-спектр при
возбуждении данным лазером. На рис. 5 показан
разностный спектр, полученный путем вычитания
КР-спектра окисленного Ngb из КР-спектра вос-
становленного Ngb. Такой подход был использо-
ван в связи с тем, что КР-спектры белка Ngb при
данной длине волны возбуждения обладают низ-
кой интенсивностью, а разностный спектр позво-
ляет более точно локализовать области, в которых
наблюдаются отличия. В исследуемом спектраль-
ном диапазоне наблюдаются пики с положения-
ми максимумов 670 и 747 см–1. Пик 670 см–1 ха-

Таблица 1. Анализ вторичной структуры рекомбинантного Ngb

* Приведенные значения нормализованных среднеквадратичных отклонений (NRMSD) использованы в качестве статисти-
ческой оценки разницы между экспериментальным спектром и теоретическим спектром, рассчитанным на основе получен-
ного состава вторичной структуры. Согласно данным Kelly et al. [22], значение NRMSD в расчетах должно быть <0.1, что сви-
детельствует о высокой достоверности расчетов.

Образец α-Спираль,
%

β-Складчатый 
слой, %

β-Поворот,
%

Неупорядоченная 
структура, % NRMSD*

Ngb (1.0 мг/мл) 72.8 2.2 8.0 17.1 0.02
Ngb (0.2 мг/мл) 70.3 3.6 8.9 17.2 0.01
Ngb (1.0 мг/мл) + TCEP 69.1 2.6 9.1 19.2 0.01
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рактеризует колебания связей C–S или S–H в ци-
стеиновых остатках Ngb. Данная особенность
разностного спектра свидетельствует о том, что в
восстановленном Ngb Cys46 и Cys55 находятся в

свободном состоянии, тогда как в окисленной
форме между ними образуется дисульфидный
мостик Cys46–Cys55 [36]. Наличие пика с поло-
жением 747 см–1 в разностном спектре говорит об

Рис. 4. (а) – Спектр ГКР нейроглобина (Fe3+, 0.25 мМ), (б) – спектр КР нейроглобина (Fe2+, 1.0 мМ) при лазерном
возбуждении 532 нм. Для более удобного представления спектры нормированы на суммарную интенсивность соответ-
ствующего спектра.
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Таблица 2. Описание основных пиков на спектре ГКР нейроглобина (Fe3+) и на спектре КР нейроглобина (Fe2+)
при возбуждении лазером 532 нм

Примечание: vs – очень интенсивный пик, s – интенсивный пик, m – пик средней интенсивности, w – пик низкой интен-
сивности. Ca – атом углерода в пиррольном кольце, связанный с азотом; Сb – атом углерода в пиррольном кольце, связанный
с радикалами; Сm – атом углерода в метиновом мостике, связанный с углеродами пиррольных колец.

Значение частотного сдвига, см–1

Характеристика Источникокисленная
форма Ngb

восстановленная 
форма Ngb

748 (w) 748 (vs) Все связи в геме, “дыхание” порфирина  [26, 27]
1129 (m) 1130 (vs) Колебание боковых радикалов СbСН3  [27]
1168 (w) 1168 (s) Асимметричное колебание пиррольных колец  [27]
1342 1342 (s) Все связи в геме, характерен только для гема b-типа  [28, 29]
Отсутствует 1368 (w) “Дыхание” пирролов, симметричные колебания групп СаN, 

СаСb в восстановленном геме (Fe2+)
 [30]

1375 (m) Отсутствует “Дыхание” пирролов, симметричные колебания групп СаN, 
СаСb в окисленном геме (Fe3+)

 [27, 30]

1586 (vs) 1586 (vs) Колебания метиновых мостиков: групп СаСm, СаСmH  [30]
1638 (vs) Отсутствует Колебания групп СаСm, СаСmH, СаСb в окисленном геме  [28]
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отличиях в колебании связей С–N в белковой ча-
сти восстановленного и окисленного Ngb, что
может быть связано с отличием в конформации
белка или в изменении взаимного расположения
α-спиралей при переходе Ngb между редокс-фор-
мами.

ИК-спектроскопия. На рис. 6 представлен
ИК-спектр растворенного в фосфатном буфере
изолированного рекомбинантного Ngb. Пик
1651 см–1 (Амид I) обусловлен колебаниями свя-
зей C=O в полипептидной цепи и характерен для
α-спиральной укладки белка [37]. Характерный
пик 1552 см–1 в области полосы Амида II, соответ-
ствующий N–H- и C–N-колебаниям пептидных
связей, несимметричным колебаниям карбоксиль-
ных групп (COO–) [38, 39], также может свидетель-
ствовать в пользу α-спиральной структуры [40].
Пик 1244 см–1 в области Амид III соответствует ко-
лебаниям длины пептидных связей C–N, а также
деформационным колебаниям боковых цепей OH
и NH аминокислотных остатков [41, 42]. Измене-
ние интенсивности данных пиков на ИК-спектрах,
а также их смещение наблюдается при межмоле-
кулярных взаимодействиях белков [41].

Хромато-масс-спектрометрический анализ. Уста-
новление порядка замыкания S–S-связей в ре-
комбинантном нейроглобине проводили с помо-
щью хромато-масс-спектрометрического анализа
Cys-содержащих пептидных фрагментов, полу-
ченных путем трипсинолиза рекомбинантного
Ngb, модифицированного хлорацетамидом
(САА). Остатки Cys в Ngb карбамидометилирова-
ли как в отсутствие, так и в присутствии восста-
новителя дисульфидных связей TCEP. Результа-
ты хромато-масс-спектрометрического анализа
пептидных продуктов трипсинолиза приведены в
табл. 3. Нетрудно заметить, что в отсутствие вос-
становителя ТСЕР содержание САА-модифици-
рованного пептида CLGPAFTPATR (Сys120–130)

существенно превышает содержание пептидов:
QFSSPEDCLSSPEFLDHIR (48-Сys55–66) –
в 2.5 раза и QFSSPEDCLSSPEFLDHIRK (48-
Сys55–67) – в 110 раз. В то же время в присут-
ствии ТСЕР содержание пептида (Сys120–130)
ниже на 3 порядка, чем пептида (48-Сys55–66),
и на 2 порядка, чем пептида (48-Сys55–67). С
учетом того, что образование дисульфидных свя-
зей между Cys120 и двумя оставшимися Сys55 и
Сys46 стерически невозможно [18, 19], данные ре-
зультаты свидетельствуют о том, что Сys55 в отсут-
ствие восстановителя находится в связанном S–S-
связью состоянии с Сys46, в то время как Сys120 не
участвует в формировании внутримолекулярных
дисульфидных связей.

ЯМР-спектроскопия. Характерная дисперсия
ЯМР-сигналов на представленных на рис. 7 одно-
мерном 1H- и двумерном 1H/1H-спектрах указывает
на то, что рекомбинантный Ngb со встроенным ге-
мом свернут предположительно в нативную кон-
формацию, обогащенную α-спиральной структу-
рой. Вместе с тем присутствие в ЯМР-спектрах од-
ного набора сигналов означает отсутствие белковых
примесей и однородность рекомбинантного препа-
рата, что при условии 13C,15N-изотопного мече-
ния белка позволяет в дальнейшем провести
ЯМР-исследования для получения детальной
структурно-динамической информации на атом-
ном уровне.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали реактивы производства
фирм AppliChem (Германия), Sigma-Aldrich
(США), Serva (США), Fermentas (Латвия), Bio-
Rad (США) и Химмед (Россия). Дистиллирован-

Рис. 5. Разностный спектр КР нейроглобина (1.0 мМ)
при лазерном возбуждении 633 нм, полученный вы-
читанием нормированного КР-спектра Ngb (Fe3+) из
нормированного КР-спектра Ngb (Fe2+).
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Рис. 6. ИК-спектр окисленного Ngb (1.0 мМ). В ИК-
спектре присутствуют характерные пики в области коле-
баний пептидных связей: полоса Амид I (1651 см–1),
Амид II (1552–1458 см–1) и Амид III (1244 см–1).
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ную воду дополнительно очищали с помощью си-
стемы Milli-Q (Millipore, США).

Штаммы бактерий и ростовые среды. В работе
использовали штаммы бактерий E. coli: SHuffle
T7 (NEB, США) и JM-109 (Promega, США). Клет-
ки E. coli выращивали в средах LB или TB [23] в
зависимости от поставленной задачи. Твердые
среды содержали 1.5% агара. При необходимости
в среду добавляли антибиотик ампициллин (100–
120 мкг/мл).

Генно-инженерные методы. Адаптированная
для экспрессии в бактериальных штаммах (E. coli)
последовательность гена, кодирующего Ngb че-

ловека [43], синтезирована из олигонуклеотид-
ных праймеров в ЗАО “Евроген” (Россия). Полу-
ченный ген Ngb встраивали в плазмидный вектор
pET-17b (Novagen, США) по сайтам рестрикции
Kpn I и Nde I. Выделение плазмидной ДНК, элек-
трофоретический анализ образцов ДНК и транс-
формацию бактериальных штаммов выполняли
по стандартным методикам [44].

Экспрессия рекомбинантного гена. Клетки
штамма E. coli SHuffle T7, трансформированные
плазмидой pET-17b-Ngb, содержащей ген, коди-
рующий Ngb человека, выращивали в среде Ter-
rific Broth (TB) (12 г/л бактотриптона, 24 г/л

Таблица 3. Характеристики идентифицированных Cys-содержащих триптических фрагментов рекомбинантного
Ngb, модифицированного хлорацетамидом (САА)

* C(+57.02) – карбамидометилированный остаток Cys.
** –10lgP – величина, характеризующая достоверность идентификации пептида, где P – абсолютная вероятность.

*** М.д. – миллионные доли, отличие массы идентифицированного пептида от ее теоретических значений.
# Старт и Стоп – номер N- и С-концевых остатков соответственно пептидного фрагмента в последовательности белка.

Последовательность пептида –10lgP** М М.д.***
Площадь пика 

в образце 
(TCEP + CAA)

Площадь
пика

в образце
(CAA)

Старт# Стоп#

LFALEPDLLPLFQYNC(+57.02)*R 46.86 2108.076 2.2 1.50 × 106 – 31 47

QFSSPEDC(+57.02)LSSPEFLDHIRK 80.10 2391.117 2.0 7.87 × 108 1.03 × 107 48 67

QFSSPEDC(+57.02)LSSPEFLDHIR 78.16 2263.022 2.8 6.87 × 109 4.58 × 108 48 66

C(+57.02)LGPAFTPATR 62.46 1189.591 2.3 5.39 × 107 1.14 × 109 120 130

Рис. 7. Одномерный 1H- и двумерный 1H/1H-спектры рекомбинантного Ngb (0.5 мМ).
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дрожжевого экстракта, 0.04% глицерина и 1/10
объема раствора фосфатов: 0.17 М КН2РО4, 0.72 М
К2НРО4, рН 7.4) до значения OD595 0.5–0.6. Экс-
прессию осуществляли без добавления индуктора
при 28°С и встряхивании (220 об/мин) в течение
24 ч, после чего биомассу клеток осаждали цен-
трифугированием в течение 15 мин при 6000 g.

Выделение и очистка рекомбинантного белка
Ngb. Полученный клеточный осадок ресуспенди-
ровали в буфере для лизиса (25 мМ Tris-HCl,
pH 8.5, 1 мМ NaN3). Клеточную суспензию гомо-
генизировали под высоким давлением с помо-
щью установки French Press (Spectronic Instru-
ments, Inc., США). После этого гомогенат цен-
трифугировали при 95000 g и 4°С в течение
20 мин для осаждения клеточного дебриса. Далее
Ngb осаждали из супернатанта путем высалива-
ния сульфатом аммония до 60%-ного насыщения
и центрифугировали при 50000 g и 4°С в течение
15 мин. Полученный осадок ресуспендировали в
буфере (25 мМ Tris-HCl, pH 8.5, 1 мМ NaN3) и
проводили интенсивный диализ против того же
буфера. На следующих стадиях очистки белка ис-
пользовали систему жидкостной хроматографии
АKTA FPLC (GE Healthcare, США). Анионооб-
менную хроматографию проводили на колонке с
сорбентом MP HQ (Bio-Rad, США). Белок элюи-
ровали в линейном градиенте концентрации NaCl
со скоростью 2 мл/мин в том же буфере. Фрак-
ции, обогащенные целевым белком, концентри-
ровали путем повторного высаливания, после че-
го осадок ресуспендировали в 50 мМ натрий-фос-
фатном буфере, содержащем 150 мМ NaCl, 1 мМ
NaN3, pH 7.0, и наносили на гель-фильтрацион-
ную колонку GL 10/500 (Pharmacia, Швеция) с сор-
бентом Sephadex G-75 (Pharmacia, Швеция). Очи-
щенный белок диализовали против буфера 10 мМ
NH4HCO3, рН 7.9, затем лиофилизировали и храни-
ли при –20°С.

Аналитические методы. Концентрацию Ngb
определяли по поглощению, измеряемому при
длине волны 412 нм с использованием спектро-
фотометра Cary-50 (Varian, США) с учетом рас-
четного молярного коэффициента поглощения
ε412 = 129000 М−1 см−1 [45]. Для получения спектра
клеток штамма-продуцента клетки предвари-
тельно отмывали от компонентов среды культи-
вирования в 0.1 М калий-фосфатном буфере, за-
тем ресуспендировали в том же буфере [46]. Реги-
стрировали следующие спектры: 1) спектры
суспензии клеток E. coli SHuffle T7, активно про-
дуцирующих Ngb; 2) спектры суспензии клеток
E. coli SHuffle T7, выращенных при тех же услови-
ях, но не трансформированных вектором pET-
17b-Ngb. Далее производили вычитание спектра 2
из спектра 1. При этом OD595 суспензий клеток
E. coli SHuffle T7, активно продуцирующих Ngb и не
трансформированных вектором, были равными.

Все этапы наработки, выделения и очистки
белков контролировали с помощью электрофоре-

за в 12%-ном SDS-ПААГ в Tris-трициновой бу-
ферной системе [47].

Спектры КД получали на спектрополяриметре
J-810 (JASCO, Япония) в диапазоне 190–250 нм в
кювете толщиной 0.01 см, а также в диапазоне
250–600 нм в кювете толщиной 1.0 см при ком-
натной температуре. Концентрации Ngb в иссле-
дуемых образцах составляли 1.0 и 0.2 мг/мл (при
измерениях в дальнем УФ) и 0.4 мг/мл (в ближ-
нем УФ и в видимой области). Измерения прово-
дили в 10 мМ калий-фосфатном буфере, рН 7.2.
Запись спектров осуществляли с шагом 0.2 нм
(скорость сканирования 20 нм/мин) и шириной
оптической щели 1 нм, выполняли усреднение по
четырем спектрам. Для расчета вторичной струк-
туры использовали программу CONTINLL (пакет
CDPro, Colorado State University, США).

Спектры КР и ГКР получали на КР-микро-
спектрометре NTEGRA Spectra (NT-MDT, Зеле-
ноград, Россия), соединенном с инвертирован-
ным микроскопом IX-71 (Olympus, Япония). Ла-
зерное возбуждение 532 нм использовали для
регистрации резонансного КР/ГКР от гема вос-
становленного или окисленного Ngb, а лазерное
возбуждение 633 нм – для регистрации КР-спек-
тров от белковой части окисленного и восстанов-
ленного Ngb. Мощности лазеров были не более 1
и 3 мВт соответственно. Для получения ГКР-
спектра окисленного Ngb раствор белка с кон-
центрацией 0.25 мМ в объеме 30–50 мкл помеща-
ли в чашку Петри со стеклянным дном и сверху
накрывали стеклом с нанесенной серебряной на-
ноструктурированной поверхностью. Фокусиро-
вали лазер на слое жидкости около нанострукту-
рированной поверхности, при этом использовали
объектив ×20 с числовой апертурой 0.45; время
измерения составляло 30–120 с, диаметр лазерно-
го пятна ~800 нм. Измеряли образцы Ngb с кон-
центрацией 0.25–1 мМ в 30 мМ натрий-фосфат-
ном буфере, рН 6.5, при комнатной температуре.
Для получения спектров гема восстановленной
формы Ngb на дно стеклянной чашки Петри по-
мещали 30 мкл раствора окисленного Ngb, а затем
добавляли избыток кристаллов NADPH. О полном
восстановлении Ngb судили по исчезновению пи-
ка с положением максимума при 1375 см–1. Обыч-
но на полное восстановление нейроглобина ухо-
дило 1–2 мин после добавления NADPH. В хими-
ческом окислении Ngb для получения спектров
окисленной формы Ngb не было необходимости,
т.к. рекомбинантный Ngb выделяли в полностью
окисленном виде. Спектры КР белковой части
Ngb получали для исходного раствора окисленно-
го Ngb и для раствора восстановленного Ngb (по-
лученного из окисленного нейроглобина при до-
бавлении NADPH) путем помещения растворов
на стеклянное дно чашки Петри без дополни-
тельного использования наноструктур. Для обра-
ботки спектров использовали открытое про-
граммное обеспечение Pyraman [48].
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Синтез наноструктур типа серебряных колец
осуществляли по методике, разработанной ранее
[25]. Для синтеза растворяли 2.93 г нитрата сереб-
ра в 40 мл воды Milli-Q. Также растворяли 7 г
NaOH в 30 мл воды и затем приливали тонкой
струей при перемешивании к раствору нитрата
серебра, при этом выпадал темный осадок. Оса-
док трижды промывали водой Milli-Q по 100 мл,
затем растворяли в 25 мл Milli-Q и 5 мл концен-
трированного раствора аммиака до исчезновения
осадка. Покровные стекла, отмытые в детергенте
и выдержанные в течение 5 мин в ультразвуковой
ванне, высушивали на воздухе и помещали в тер-
мически устойчивый стеклянный стакан на 1 л.
Стакан устанавливали на нагревающую поверх-
ность, предварительно разогретую до 380°С. Рас-
твор аммиачного комплекса серебра (30 мл) пере-
ливали в емкость ультразвукового распылителя
(Альбедо, Россия) и распыляли на поверхность
покровных стекол медленными круговыми дви-
жениями при нагревании до 380°С, делая переры-
вы по 5 мин через каждые 3 мин. Расстояние соп-
ла распылителя до покровных стекол составляло
1.5–2.0 см. После распыления стекла выдержива-
ли 15 мин при 400°С, после чего охлаждали и упако-
вывали в светонепроницаемые капсулы. В резуль-
тате на стеклах формировались сложные иерархи-
ческие структуры из металлического серебра.
Полученные таким способом наноструктуры сохра-
няли стабильность в течение нескольких месяцев.

ИК-спекры окисленного Ngb получали на ИК-
спектрометре Spectrum Two FT-IR (Perkin Elmer,
США). Измеряли образцы окисленного Ngb с
концентрацией 1.0 мМ в 30 мМ натрий-фосфат-
ном буфере, рН 6.5, при комнатной температуре.
Для вычитания базовой линии и дальнейшей об-
работки спектров использовали программу Spec-
traGryph (США). Cпектр Ngb получали вычита-
нием нормированного по пику 3386 см–1 спектра
воды из нормированного спектра раствора Ngb.

Получение Cys-СAA-модифицированных трип-
тических фрагментов рекомбинантного Ngb. На-
вески по 10 мкг рекомбинантного Ngb растворяли
в буферных растворах, содержащих следующие
компоненты: 1) 100 мМ Tris, pH 8.5, 10 мМ TCEP
и 20 мM хлорацетамида (CAA); 2) 100 мМ Tris,
pH 8.5, 20 мM CAA. После инкубации в течение 1 ч
при 37°С к образцам добавляли трипсин в весовом
соотношении 1 : 100 по отношению к гидролизуе-
мому белку. После инкубации рекомбинантного
белка при 37°С в течение ночи полученный гидро-
лизат анализировали методом хромато-масс-спек-
трометрии.

Хромато-масс-спектрометрический анализ. Ис-
следуемые образцы загружали на изготовленную
в лаборатории предколонку 50 × 0.1 мм, упако-
ванную сорбентом Inertsil ODS3 3 μm (GL Scien-
ces, Япония), в растворе, содержащем 2% ацето-
нитрила, 98% H2O, 0.1% ТФУ, при скорости пото-
ка 4 мкл/мин и разделяли при комнатной

температуре на колонке из плавленого кварца
300 × 0.1 мм с эмиттером, изготовленной на при-
боре P2000 Laser Puller (Sutter, США) и упакован-
ной в лаборатории сорбентом Reprosil PUR
C18AQ 1.9 (Dr. Maisch, Германия). Обращенно-
фазовую хроматографию проводили на хромато-
графе Ultimate 3000 Nano LC System (Thermo Fisher
Scientific, США), соединенном с масс-спектро-
метром Q Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fisher
Scientific, США) посредством наноэлектро-
спрейного источника (Thermo Fisher Scientific,
США). Для хроматографического разделения
пептидов использовали системы растворителей А
(99.9% воды, 0.1% муравьиной кислоты) и Б
(19.9% воды, 0.1% муравьиной кислоты, 80% аце-
тонитрила). Пептиды элюировали с колонки ли-
нейным градиентом: 3% Б 3 мин, 3–6% Б за 2 мин;
6–30% Б за 50 мин, 30–55% Б за 10 мин, 55% Б
2 мин, 55–99% Б за 0.1 мин, 99% Б 2 мин, 99–3% Б
за 0.1 мин при скорости потока 500 нл/мин. Масс-
спектрометрический анализ проводили в режиме
DDA (TopN = 10) со следующими настройками
прибора: MS1-сканирование – разрешение
70000, диапазон сканирования 200–1600 m/z,
максимальное время инжекции ионов 35 мс, уро-
вень AGC 3 × 106, MS2-сканирование – разреше-
ние 17500, HCD-фрагментация c энергией 30%,
максимальное время инжекции ионов 80 мс, уро-
вень AGC 1 × 105.

ЯМР-спектроскопия. Готовили раствор реком-
бинантного Ngb с концентрацией 0.5 мМ в 50 мМ
фосфатном буфере, pH 7.0, содержащем 20 мМ
NaCl и 5% D2O, и помещали в 5-мм ЯМР-ампулу.
Одномерный 1H- и двумерный 1H/1H-NOESY-
(время смешивания 100 мс) спектры накаплива-
ли при 30°С на спектрометре AVANCE 600
(Bruker, Германия) с рабочей частотой на прото-
нах 600 МГц, оборудованном криогенно охла-
ждаемым датчиком.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана и оптимизирована эффективная
система биосинтеза, выделения и очистки реком-
бинантного нейроглобина человека, которая
позволила наработать Ngb в количествах, доста-
точных для анализа его физико-химических
свойств, а также дальнейшего детального иссле-
дования функциональных свойств. Согласно
данным УФ-видимой, ИК- и КД- и ЯМР-спек-
троскопии, рекомбинантный Ngb представляет
собой правильно структурированную холоформу
белка. Получены характеристические спектры КР и
ГКР гема для восстановленной и окисленной форм
Ngb соответственно. Данные результаты служат ос-
новой для дальнейших исследований механизма
нейропротекторной функции Ngb при его взаимо-
действии с митохондриальным Cyt c.
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Development of a System for Biosynthesis, Isolation and Purification
of Holoform of Recombinant Human Neuroglobin and Its Characteristics
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An efficient system for the biosynthesis, isolation and purification of recombinant human neuroglobin has
been developed and optimized, which makes it possible to produce protein in quantities sufficient to study its
properties. According to UV-visible, IR-, CD-, and NMR spectroscopy data, recombinant neuroglobin is a
structured protein in the holoform state. The data of chromato-mass-spectrometric analysis made it possible
to conclude that there is a correctly formed disulfide bond in the structure of the oxidized form of the protein.
Using Raman and surface-enhanced Raman spectroscopy with laser excitation at 532 nm, it was shown that
heme in the reduced and oxidized forms of neuroglobin has vibrational degrees of freedom typical of b-type
hemes, and the iron atom is six-coordinated. Using Raman spectroscopy with laser excitation at 633 nm, it
was found that reduced –SH-groups were present in reduced neuroglobin, while in oxidized neuroglobin di-
sulfide bridge was formed. The results obtained serve as the basis for detailed studies of the mechanism of the
functioning of neuroglobin as a neuroprotector, in particular, during its interaction with oxidized cytochrome c,
which is released from mitochondria in violation of their functioning and/or morphology.
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