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Наук, Москва, Россия, e-mail: vanin.dnic@gmail.com 
 
В последние 25-30 лет было установлено, что практически во всех 

представителях живого мира – человеке и животных, растениях и бакте-
риях непрерывно ферментативным путём из L-аргинина или нитрита вы-
рабатывается простейшее соединение – монооксид азота (NO), функцио-
нирующее в живых системах в качестве одного из универсальных регу-
ляторов разнообразных биологических процессов. В организме человека 
и животных NO участвует в качестве агента, вызывающего вазодилата-
цию, в  работе сердечно-сосудистой системы. NO необходим также для 
функционирования центральной и вегетативной нервной системы, для 
работы желудочно-кишечного тракта, мочеполовой и эндокринной си-
стем. Характерное для всех этих систем регуляторное действие NO обес-
печивается функционированием конститутивных ферментов, катализи-
рующих синтез NO – эндотелиальной и нейрональной  NO синтаз  (соот-
ветственно, e- и n-NOS).  Стационарный уровень NO в тканях не превы-
шает нескольких микромолей. 

При повышении стационарного уровня NO до 100 микромолей и 
выше, достигаемом при работе индуцибельной NOS (iNOS) позитивное, 
регуляторное действие NO сменяется на его цитотоксическое действие, 
обеспечивающее функционирование NO в качестве одного из эффекто-
ров системы клеточного иммунитета (и аутоиммунитета).  Губительное 
действие NO на клетки-мишени в этом случае достигается разрушитель-
ным действием избытка этого агента на ряд ферментов ( например, на 
железо-серные белки), а также образованием в клетках и тканях значи-
тельного количества пероксинитрита, возникающего при взаимодей-
ствии NO с анионами супероксида. Протонированная форма перокси-
нитрита распадается на двуокись азота и гидроксильные радикалы. Оба 
этих продукта, особенно гидроксильные радикалы, повреждающим обра-
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зом действуют на внутриклеточные компоненты, что и приводит к гибе-

ли клеток и тканей. 

Среди многих исследователей биологического действия NO до сих 

пор сохраняется предвзятое представление о том, что этот агент, проду-

цируемый NO-синтазами, перемещаясь внутри клеток и между ними, 

остаѐтся в свободной молекулярной форме. Между тем уже первые ис-

следования на изолированных клетках и тканях показали, что в этих 

условиях NO, продуцируемый этими биосистемами, быстро ( в течение 

нескольких секунд) погибает, превращаясь в упомянутой выше реакции с 

супероксидом в пероксинитрит. Выходом из этой ситуации может быть 

включение NO в эндогенно образующиеся  S-нитрозотиолы  или динит-

розильные комплексы железа (ДНКЖ) с тиол-содержащими лигандами, 

приводящее к резкому снижению скорости реакции NO в составе этих 

соединений с супероксидом. Тем самым достигается стабилизация этого 

агента и возможность его переноса к мишеням биологического действия, 

как ауто- так и паракринного характера.  

ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами существуют в биосистемах 

в двух формах – в парамагнитной, ЭПР-активной моноядерной форме 

(М-ДНКЖ, формула [(RS)2Fe(NO)2]) и в диамагнитной, ЭПР-неактивной 

биядерной форме (Б-ДНКЖ, формула [(RS)2Fe2(NO)4]). Первая форма 

впервые была обнаружена методом ЭПР мною совместно с Р.М. Налбан-

дяном в дрожжевых клетках в 1963-64 гг по характерному для М-ДНКЖ  

сигналу ЭПР с gср.=2,03 (сигналу 2,03). В 1967 году аналогичный сигнал 

был зарегистрирован нами и в тканях животных. Этот результат явился 

первым свидетельством того, что в живых организмах может продуциро-

ваться монооксида азота, необходимый для образования указанных выше 

ДНКЖ. В 90-е годы, когда было установлено, что в биосистемах, дей-

ствительно, может ферментативным путѐм продуцироваться NO, М-

ДНКЖ были зарегистрированы в культурах различных клеток человека и 

животных. Однако, несмотря на усиленную генерацию NO в тканях жи-

вотных, например, при активации у них синтеза iNOS, М-ДНКЖ в этих 

тканях методом ЭПР не обнаруживались. 

Причина этого несоответствия была понята нами только в последнее 

время. Оказалось, что в тканях животных, в отличие от клеточных куль-

тур, продуцируемый в них NO, по непонятным пока причинам in vivo 

предпочитает включаться не в ЭПР-активные М-ДНКЖ, а в их биядер-

ные, ЭПР-неактивные аналоги – Б-ДНКЖ с тиол-содержащими лиганда-

ми. Эти комплексы легко превращаются в парамагнитные, ЭПР-

активные мононитрозильные комплексы железа (МНКЖ) с производны-

ми дитиокарбамата при введении последних в изолированные ткани жи-
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вотных. В ходе этого превращения производные дитиокарбамата пере-

хватывают железо и один нитрзильный лиганд из железо-

динитрозильных фрагментов в составе Б-ДНКЖ, что и приводит к фор-

мированию парамагнитных МНКЖ с производными дитиокарбамата 

(например, диэтилдитиокарбаматом), характеризующихся сигналом ЭПР 

с триплетной сверхтонкой структурой  и средним значением g-фактора, 

равным 2,04. Поскольку на образование одного железо-динитрозильного 

фрагмента в Б-ДНКЖ уходит 3 молекулы NO, подсчѐт количества 

МНКЖ, возникающих при взаимодействии дитикарбаматов с Б-ДНКЖ, 

показывает, что в тканях животных в образовании последних участвует 

до 70% моноксида азота, генерируемого в этих тканях. Другими словами, 

основная часть  этого агента в тканях животных идѐт на образование Б-

ДНКЖ ( а не на образование других стабильных эндогенных производ-

ных монооксида азота – S-нитрозотиолов). 

Этот результат перекликается с результатами экспериментов группы 

Д. Томаса в США, показавших, что в клеточных культурах животных и 

человека эндогенный и экзогенный монооксид азота в подавляющей сво-

ей части включается не в S-нитрозотиолы, а в парамагнитную форму 

ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами – М-ДНКЖ.  

Таким образом есть основание полагать, что монооксид азота, появ-

ляющийся в клетках и тканях животных и человека функционирует как 

один из универсальных регуляторов разнообразных метаболических 

процессов, включаясь первоначально в состав ДНКЖ с тиол-

содержащими лигандами – их М- и Б-форм. В живых системах эти фор-

мы ДНКЖ могут быть представленными как белок-связанными М- и Б-

ДНКЖ ( депо ДНКЖ ), так и их низкомолекулярными аналогами, спо-

собными переносить высвобождающиеся из них молекулы NO и ионы 

нитрозония  (NO
+
) на мишени их биологического действия, соответ-

ственно гем-содержащие и тиол-содержащие белки, чем и достигается 

биологическое действие ДНКЖ.  

О высокой биологической активности низкомолекулярных ДНКЖ с 

тиол-содержащими лигандами, имитирующей аналогичную активность 

системы эндогенного NO, свидетельствуют многочисленные результаты 

исследований нашей и других групп учѐных. Показано, что М- и Б-

ДНКЖ с глутатионом или цистеином характеризуются мощной вазоди-

лататорной активностью, обеспечивающей их эффективное гипотензив-

ное действие на животных и человека. Низкомолекулярные ДНКЖ по-

давляют агрегацию тромбоцитов и эритроцитов, соответственно ослаб-

ляя тем самым образование тромбов и улучшая микроциркуляцию. Эти 

комплексы способны резко ускорять заживление ран и эффективно вы-
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зывать эрекцию пениса у животных. Наконец, показано, что ДНКЖ с 

тиол-содержащими лигандами модулируют активность многих генов, 

например, ответственных за выработку антиоксидантной защиты. Во 

всех этих случаях ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами выступают в 

качестве агентов, оказывающих на организм животных и человека пози-

тивное, регуляторное действие. Вместе с тем, как и система эндогенного 

NO, эти комплексы способны оказывать на быстро пролиферирующие 

ткани животных избирательное негативное, токсическое действие. Пред-

полагается, что оно определяется разрушительным действием на ДНКЖ 

эндогенных хелаторов железа, продуцируемых быстро растущими тка-

нями для обеспечения их железом. Быстрое разрушение ДНКЖ этими 

хелаторами приводит к появлению вблизи и внутри клеток этих тканей 

значительного количества свободного NO, превращение которого в ре-

акции с супероксидом в цитотоксический пероксинитрит и приводит к  

гибели этих клеток. Не исключено, что именно этим путѐм ДНКЖ с глу-

татионом полностью подавляли развитие незлокачественных эндомет-

риоидных опухолей у крыс с экспериментальным эндометриозом – эф-

фект, наблюдавшийся нашей группой в последние годы. Интересно, что 

аналогичные эксперименты, проведѐнные нами на злокачественных опу-

холях показали, что ДНКЖ с глутатионом ослабляли развитие этих опу-

холей лишь на первых стадиях их роста: далее у опухолей вырабатыва-

лась ( как и у многих бактерий) защита от NO, обеспечивавшая быструю 

пролиферацию злокачественных опухолей в присутствии ДНКЖ. 

Таким образом, ДНКЖ с тиол-содержащими лигандами способны, 

как и система эндогенного NO, оказывать на организм животных и чело-

века как позитивное, регуляторное, так и негативное, цитотоксическое 

действие. Учитывая тот факт, что обе эти активности обнаруживаются 

при низких, микромолярных дозах этих комплексов, а также принимая 

во внимание широкую распространѐнность этих комплексов в клетках и 

тканях животных (в форме М- или Б-ДНКЖ), есть основание расcматри-

вать эти комплексы как «рабочую форму» системы эндогенного NO. 

С более детальным изложением приведѐнного здесь материала мож-

но ознакомиться в последних моих публикациях: 

1.  Anatoly F. Vanin ― Dinitrosyl iron complexes with thiol-containing 

ligands as a ―working form‖ of endogenous nitric oxide‖ (review) Nitric Ox-

ide Biol Chem. – 2016. – Vol. 54. – P. 15-29. 

2.  Ванин А.Ф. « Динитрозильные комплексы железа с тиол-

содержащими лигандами: физико-химия, биология,медицина» (моногра-

фия) АНО «Ижевский институт компьютерных исследований» Ижевск 

(2015).  
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Митохондриальный апоптоз происходит в ответ на действие разно-

образных факторов, однако во всех случаях его общим критическим зве-

ном является пермеабилизация наружной мембраны митохондрий 

(НММ) с последующим освобождением из межмембранного простран-

ства митохондрий (МПМ) в цитозоль апоптогенных факторов, таких как 

цитохром c, что в конечном итоге приводит к активации каспаз и разру-

шению клетки. У многоклеточных организмов пермеабилизации наруж-

ной мембраны митохондрий (ПНММ) контролируется проапоптотиче-

скими и антиапоптотическими белками семейства Bcl-2 [1, 2]. Исследо-

вания с использованием нокаут-моделей показало центральную роль 

проапоптотических белков Bax и Bak в осуществлении апоптоза. В не-

апоптотических клетках Bax находится в динамическом равновесии 

между цитозолью и митохондриями, со значительным сдвигом равнове-

сия в сторону митохондриальной фракции при апоптозе, в то время как 

Bak конститутивно локализован на НММ [1, 2]. Несмотря на то, что мо-

лекулярные механизмы ПНММ являлись областью интенсивного изуче-

ния в течение продолжительного времени, они все еще остаются недо-

статочно ясными, а результаты часто являются противоречивыми. В 

настоящее время господствующим является представление, согласно ко-

торому при апоптозе белки Bax и Bak подвергаются активации BH3-only 

белками (такими, как Bim, Bid/tBid), что в результате приводит к само-

ассоциации Bax и/или Bak  с образованием пор в НММ, через которые 

происходит выход апоптогенных белков из МПМ в цитозоль, что сопро-

вождается активацией каспаз и гибелью клеток [1, 2]. В нескольких экс-

периментах in vitro в безклеточных системах оказалось возможным вос-

произвести многие характерные свойства Bax/Bak-опосредованной 

ПНММ, происходящей in vivo, используя лишь небольшое количество 

компонент: мембрану, содержащую кардиолипин, Bax (или Bak) и tBid 

[3-6].  Так как в течение продолжительного времени считалось, что пер-

меабилизация кардиолипин-содержащих липосом в значительной степе-

ни реконструирует события, происходящие in vivo, концепция, согласно 

которой проапоптотическая активация Bak и Bax in vivo происходит в ре-
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зультате совместного действия BH3-only белков и кардиолипина явля-

лась до недавнего времени преобладающей концепцией для ПНММ in 

vivo.  Однако участие кардиолипина в ПНММ до сих пор остается под 

вопросом. В ряде публикаций показано, что кардиолипин не нужен для 

ПНММ [10, 11]. Более того, в исследованиях с использованием липосом 

было установлено, что лишь незначительная доля Bax олигомеризуется с 

образованием пор, даже при использовании высоких концентраций tBid 

[3, 12]. Кроме того, было показано, что для пермеабилизации НММ тре-

буется по меньшей мере 7 % кардиолипина [3, 5, 6]¸ в то время как в 

НММ его содержится существенно меньше. В работе Шафера и Куваны 

с сотр. было показано, что инкорпорация изолированных белков из НММ 

в липосомы, лишенные кардиолипина, приводила к такой же пермеаби-

лизации липосом в ответ на действие Bax и tBid, как и в случае большого 

содержания в них кардиолипина [12]. Исходя из этого было предположе-

но, что какие-то белки НММ могут играть в пермеабилизации НММ in 

vivo ту же роль, какую кардиолипин играет в пермеабилизации липосом 

in vitro, и что среди этих белков, по крайней мере, один является рецеп-

тором для tBid. Если предположить, что НММ содержит мало кардиоли-

пина, тогда как Bak конститутивно локализован на НММ, а не на других 

эндомембранах, то можно предположить существование в НММ некото-

рых нелипидных компонент, ответственных за специфичность Bak и Bax 

именно к этой эндомембране. Были предприняты попытки найти такие 

белки и после нескольких неудач VDAC2 (―voltage-dependent anion chan-

nel 2‖) был идентифицирован как рецептор для Bak [13]. Также были по-

лучены экспериментальные данные, согласно которым, tBid, связанный с 

НММ, а также комплекс TOM22/TOM40 являются рецепторами для Bax 

в условиях апоптоза [14-16]. Недавно было установлено, что Bax, также 

как и Bak, взаимодействует с VDAC2 [17]. Эти исследования, показав-

шие, что проапоптотическая активация Bax и Bak регулируется мито-

хондриальными белками, добавили еще один уровень сложности в об-

щепринятую картину апоптоза.  Недавно, механизмы регуляции актива-

ции Bak и Bax  митохондриальными рецепторами были рассмотрены 

средствами структурного моделирования [18].  Полученные результаты 

показали существование иерархии tBid>Bak>Bax между сродствами свя-

зывания этих белков с рецептором VDAC2. В соответствии с сегодняш-

ним пониманием конкурентно-индуцированной диссоциации транзиент-

ных белковых комплексов (ТБК), последние постоянно образуются и 

распадаются, и если белок-конкурент находится вблизи сайта связывания 

рецептора, то этот белок-конкурент может занять место первоначального 

лиганда, временно препятствуя повторному связыванию последнего с 
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рецептором. В конечном итоге устанавливается равновесие с преоблада-

нием в связанном состоянии белков, обладающих более высоким срод-

ством. В соответствие с этой концепцией, tBid, образующийся при 

апоптотических условиях, способен смещать как Bax так и Bak из ком-

плексов VDAC2/Bax и VDAC2/Bak. Также было установлено, что ком-

плекс  (TOM40)2/TOM22/tBid обладает свойством связывать с высоким 

сродством Bax. Позже мы установили, что комплекс VDAC2/tBid обла-

дает высоким сродством по отношению к Bax. Это позволило предполо-

жить, что при апоптозе образуются оба рецептора, обусловливая интен-

сивное митохондриальное рекрутирование Bax при апоптозе. Получен-

ные результаты, позволяют предположить центральную роль порина 

VDAC2 и комплекса TOM в осуществлении митохондриального апопто-

за in vivo. Предполагаемая концепция VDAC2-опосредованной (A) и 

(TOM40)2/TOM22-опосредованной (B) активации Bak и Bax при апопто-

зе представлена на Рисунке 1. 

 

 
 

Рисунок 1 – Схематическое изображение VDAC2-опосредованной 

(A) и (TOM40)2/TOM22-опосредованной (B) активации Bak и Bax при 

апоптозе.  
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История развития и использования методов спектроскопии высоко-

го спектрального и пространственного разрешения при исследовании 
свойств одиночных органических молекул, нанообъектов (квантовые 
точки) и биоструктур составляет немногим более 25 лет. Высокая значи-
мость и актуальность данного направления фунда-ментальной науки бы-
ла отмечена в 2014 г. Нобелевской премией по химии за развитие мето-
дов флуоресцентной микроскопии сверхвысокого пространственного 
разрешения (Eric Betzig, Stefan W. Hell and William E. Moerner). Возмож-
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ности современных методов многоканальной спектроскопии с супервы-

соким пространственным разрешением (превышающим дифракционный 

предел) в сочетании с лазерным возбуждением широко продемонстриро-

ваны при исследовании оптических свойств и динамики релаксационных 

процессов для одиночных объектов различной природы и морфорлогии 

(органические молекулы-флуорофоры, гетерогенные наноансамбли на 

основе квантовых точек, нативные биоструктуры и природные комплек-

сы) [1]. 

В докладе приводится история вопроса, отмечается вклад советской 

школы в развитии  данного направления и рассматриваются основные 

физические и оптические принципы современных методов простран-

ственно-разрешенной спектроскопии. Обсуждается ряд резуль-татов, по-

лученных как авторами доклада [2, 3], так и другими иссле-дователями в 

этом направлении, показывающих возможности субдиф-ракционного де-

тектирования одиночных центров для исследования специфики мерца-

ний интенсивности свечения (―blinking‖, рис. 1) одино-чных нанообъек-

тов, их структуры и свойств, а также взаимодействия между ними в ре-

альном масштабе времени (―colocalization‖, рис. 2). Представлены ре-

зультаты по спектральной визулизации и кинетике затухания свечения 

одиночных квантовых точек и наноансамблей «квантовая точка-

порфирин» и «квантовая перилен-бисимид» с использованием конфо-

кального микроскопа, сопряженного с детектирующей системой на осно-

ве лавинного фотодиода. 

 

 
Рисунок 1. Временное мерцание интенсивности свечения одиночной мо-

лекулы перилен-бисимида при 295 К, фиксировнной на кварцевой под-

ложке при постоянном лазерном возбуждении. 

Лазерная спектроскопия одиночных нанообъектов является сверх-

чувствительным методом изучения физико-химической природы органи-

ческих молекул (в том числе и тетрапиррольных соединений [2]) при 

минимальных модификациях структуры и малых концентрациях, когда 
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другие методы (например, ЯМР-, ИК-спектроскопия) оказываются мало-

информативными (рис. 3). 

 

 

Рисунок 2. Спектрально-временная динамика полос свечения и кинетики 

затухания одиночных наноансамблей «квантовая точка CdSe/ZnS-

периленбисимид», фиксированных на поверхности Si/SiO2. 

 

 

 

Рисунок 3. Структура, флуоресценция (image) и спектр свечения одиноч-

ной молекулы Mg-ТАП в матрице твердого ксенона при 1.2 К 

 

В качестве примеров приводятся результаты исследований NH-

таутомерии в одиночных молекулах свободных оснований порфиринов 

(рис. 4), а также экспериментальные данные по спектроскопии одиноч-
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ных фотосинтетических светособирающих антенных комплексов зеле-

ных растений и фотосинтезирующих бактерий 

 

 
Рисунок 4. Схема NH-таутомерии и спектральная визуализация (image) 

ориентации дипольных моментов переходов в реальном масштаба вре-

мени для молекулы ОЕР в матрице РММА при 295 К. 

 

Отметим, что разработанные методы и подходы в спектроскопии 

одиночных нанообъектов различной морфологии и природы позволяют 

решать широкий круг междисциплинарных задач в физике, физической 

химии, оптике и спектроскопии, биофизике, медицинской физике, кван-

товой информатике, а также осуществлять оперативную диагнос-тику и 

высокочувствительный спектральный анализ сложных молекуляр-ных 

систем и нанообъектов. С другой стороны,  разработки в этой области 

характеризуются высокой практической значимостью, поскольку откры-

вают широкие возможности при решении диагностических и других 

смежных задач материаловедения, биомедицины, нанотехнологий и др.  

Финансовая поддержка работы: ГПНИ «Конвергенция - 2020 3.0.3 и 

3.04» (Беларусь) и DFG Priority Unit FOR 877 (Германия). 
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Явление хиральности рассмотрено как фундаментальный физиче-

ский фактор (мотив) иерархического структурообразования в физико-

химических и молекулярно-биологических системах. Некоторое время 

назад нами было сформулировано синергетическое правило, имеющее 

общий физико-химический характер и касающееся механизмов структу-

рообразования и эволюции хиральных систем в неживой и живой приро-

де [1, 2]. Эволюционирующая нелинейная система, обладающая запасом 

свободной энергии и хиральной асимметрией, находясь в пределах одно-

го иерархического уровня и проходя точки бифуркации, способна в про-

цессе самоорганизации изменять соотношение имеющихся типов сим-

метрии, повышая свою «сложность», но сохраняя знак преобладающей 

хиральности («правой» - D или «левой» - L закрученности). Та же систе-

ма в точках бифуркации проявляет тенденцию к спонтанному формиро-

ванию последовательности иерархических уровней с чередующимся зна-

ком хиральности заново образующихся структур. Оба случая связаны с 

нарушением симметрии, но во втором случае в системе происходит стра-

тификация – появляется более высокий уровень структурной организа-

ции. В живых системах это может быть и более высокий функциональ-

ный уровень.  

Приведем пример из наших работ, касающихся образования хираль-

ных струн и суперспиралей и выполненных совместно со С.В.Стовбуном 

и коллегами [3]. Экспериментально установлено, что в гомохиральных 

растворах трифторацетилированных аминоспиртов в циклогексане, бен-

золе и других растворителях, а также в водном растворе фенилаланина 

наблюдается образование струн - анизометрических (отношение длины к 

диаметру ~ 10
2
 – 10

5
) спиральных структур, обладающих характерной 

жесткостью. D-изомер одного из аминоспиртов за счет диполь-

дипольных взаимодействий формирует левую супрамолекулярную хи-

ральную струну, свивающуюся в правую суперспираль.  

Гомохиральность первичных структур биологических макромолекул 

определяет исходный запас свободной энергии, который используется в 
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процессе формирования внутримолекулярных и межмолекулярных 

структур. В иерархию макромолекулярных структур (первичную, вто-

ричную, третичную, четвертичную) вмонтирован принцип разделения 

уровней, или стратификации, базирующийся на тенденции смены знака 

хиральности. После асимметричного углерода в аминокислотах и дезок-

сирибозе, начиная с вторичной структуры, хиральность связана с обра-

зами спиральности. Для ДНК в качестве первичной структуры мы рас-

сматриваем цепочку молекул дезоксирибозы, а не нуклеотидов, как об-

щепринято.  

Начиная с уровня асимметричного углерода в дезоксирибозе и ами-

нокислотах, прослежена тенденция чередования знака хиральности внут-

римолекулярных структурных уровней D-L-D-L для ДНК и L-D-L-D для 

белков. Эта система хиральностей зацикливается в супрамолекулярную 

машину, включающую ахиральный ДНК-белковый инвариант. Смеще-

ние знака хиральных структур ДНК и белков на половину периода имеет 

принципиальное значение для формирования регулярной системы меж-

молекулярных взаимодействий.  

Система транспортных, информационных РНК, рибосомы предна-

значены играть роль активного фильтра – хирального насоса, отбираю-

щего из цитоплазмы исключительно L-аминокислоты, соединяя их в по-

липептидную цепь, обладающую в силу гомохиральности запасом сво-

бодной энергии. Отбор необходим по причине того, что в цитоплазме 

присутствует определенное количество D-аминокислот. Возможно, и сам 

«мир ДНК» первично сформирован эволюцией как физический хираль-

ный фильтр, а затем как химически специфический транспортѐр амино-

кислот в рибосомы.  

При межмолекулярных взаимодействиях в каждой из молекул суще-

ственен знак хиральности внутримолекулярной структуры высшего 

уровня, непосредственно участвующей во взаимодействиях. Для одно-

типных молекул (белок-белок, ДНК-РНК, тРНК-мРНК, рибозимы) взаи-

модействие реализуется в случае одного знака хиральности L-L или D-D, 

а для разнотипных молекул (ДНК-белок. тРНК-аминокислоты, фермент-

субстрат) – в случае разного знака D-L или L-D.  

В целом рассмотренная система чередующихся вертикальных и го-

ризонтальных D и L структур макромолекул составляет регулярную  

сеть, которую в определенной степени можно уподобить периодической 

системе элементов, а аналогом спина, участвующего в формировании 

дискретности электронных орбиталей, может служить хиральный дуа-

лизм структур.  Знакопеременная хиральная иерархичность сопряженных 

уровней макромолекулярных структур в белках и нуклеиновых кислотах 
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обусловливает их дискретность, служит  структурной основой «выде-

ленных механических» степеней свободы в конструкциях макромолеку-

лярных машин, а также инструментом фолдинга.  

Запас свободной энергии, связанный с гомохиральностью первич-

ных структур, используется в фолдинге белковых макромолекул для по-

строения знакопеременной хиральной иерархии структур. Термодинами-

ческое обоснование состоят в следующем. Известно, что гомохиральная 

молекулярная субстанция, будь то раствор аминокислот или углеводов, 

подвергается рацемизации, стремясь уравнять концентрации энантиоме-

ров, повышая до максимума энтропию системы и понижая уровень еѐ 

свободной энергии. Вместе с тем, для линейного гомохирального поли-

мера имеется принципиальная возможность понизить свою свободную 

энергию не только за счет рацемизации мономеров (назовѐм это «гори-

зонтальной» рацемизацией), но и за счет «вертикальной» рацемизации: 

за счет создания структур высшего уровня с другим знаком хиральности. 

Таким образом, система «размазывает» свою гомохиральность, понижая 

свободную энергию, и это сопровождается появлением у части или всех 

макромолекул более устойчивого (стабильного, долгоживущего, жестко-

го) каркаса, нежели в исходном состоянии.  

Способность атома углерода образовывать хиральные соединения 

является существенным фактором, определившим углеродную основу 

живых систем на Земле, а также их развитие через череду хиральных би-

фуркаций. Разграниченная знаком хиральности иерархичность макромо-

лекулярных структур предопределила возможность «блочного», сольта-

торного характера молекулярно-биологической эволюции.  
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Mitochondria contain about 1000–1500 different proteins, most of which 

are synthesized as precursor proteins in the cytosol and imported into mito-

chondria via the outer-membrane translocator, the TOM complex. The TOM 

complex consists of the channel-forming β-barrel protein Tom40 and six other 

subunits, each containing single α-helical transmembrane (TM) segments: the 

receptor protein TOM22, the regulatory small Tom proteins, Tom5, Tom6, 

and Tom7, and peripherally associated receptors, Tom20 and Tom70 [1].  It 

has been established that the assembly of the mature multipore TOM complex 

depends on the presence of Tom22 [2-4]. This central Tom receptor spans the  

outer membrane  with a single α-helix and  exposes soluble domains to the  

cytosol and the intermembrane  space  that both interact with incoming pre-

cursor proteins. In the absence of Tom22, Tom40 and small Tom proteins are 

found in small, double-pore complexes [5]. Despite a significant progress in 

structural characterization of the TOM complex, the molecular architecture of 

the complex still remains contradictory. Also the 3D atomic-level structural 

models of the complex are absent. Here, to obtain atomic-resolution structural 

model of the human TOM complex, we use computational structural biology 

tools, the most recent experimental data on the structure of TOM complex 

components, the structure of the whole TOM complex obtained by electron 

microscopy and the data of cross-linking experiments in yeast. Here, computa-

tional structural biology tools, the most recent experimental data on the struc-

ture of TOM complex components, the structure of the whole TOM complex 

obtained by electron microscopy and the data of cross-linking experiments in 

yeast were used together to obtain the atomic-level structural model of the 

human TOM40/TOM22 complex. The modeling of human TOM40 and 

TOM22 3D-structures was performed using the I-TASSER protocol [6]. The 

prediction of the 3D-structures of the protein-protein complexes was per-

formed in a stepwise fashion with an initial rigid-body global search and sub-
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sequent steps to improve these initial predictions. To do this four - stage com-

putational molecular docking protocol PIPER [7]–ROSETTADOCK1 [8] – 

HADDOCK [9] -ROSETTADOCK2 (abbreviated by PRHR) was used. Clus-

tering of structures and energy funnels were used to improve the ability of 

finding the correct structure of the complex. In the present work, the ranking 

by binding affinities among different complexes was based on the RO-

SETTADOCK2 interface energy score (I_sc) instead of on ROSETTADOCK 

binding score (RDBS). In several cases we modeled the interaction of a certain 

protein with a short peptide <30 residues. In these cases the program of flexi-

ble docking FLEXPEPDOCK [11] was applied. At first we performed the 

modeling of interactions between the hTOM40 and hTOM22TM (residues 82-

105). Among five structures provided by I-TASSER for each protein the high-

est-scored structure for TOM40 and an α-helical structure for TOM22TM were 

chosen to be used in subsequent simulations. Next, these two structures were 

subjected to computational docking using the program PIPER [8]. Among 100 

structures provided by PIPER(ClusPro server) we found one structure corre-

sponding to the interaction type between TOM40 and TOM22TM in yeast [4]. 

Then this structure was refined using the FlexPepDock program [11]. As a re-

sult, we obtained the structure with a good shape complementarity 

(BSA=1254 Å
2
 for 24 TOM22TM residues). This resulted in a very low Flex-

PepDock Isc value  (-17.3). Next we performed successively the modeling the 

3D-structures of hexamers (Tom40/TM22)3, TOM40 dimers ((TOM40)2) and 

trimers ((TOM40)3). Whereas no stable TOM40 trimers were observed (the 

highest-ranked trimer structure had the ROSETTADOCK(2) Isc value of -2.0), 

a rather stable TOM40 dimers and (TOM40/TOM22) hexamers were identi-

fied with the lowest ROSETTADOCK(2) Isc values of -8.3 and -11.5, respec-

tively. These low Isc values were caused by good shape complementarities 

(BSA=2392 Å
2
 and 3235 Å

2
, respectively) and three and seven hydrogen 

bonds, respectively, between interacting components. The structures of 

(TOM40/TM22)3 and (TOM40)2 are shown in Figure 1. The basic data of the 

simulations are summarized in Table 1. 

 

Table 1. The ROSETTADOCK interface energy scores (I_sc), Burried Surface 

Area (BSA), number of intermolecular salt bridges (Nsb) and intermolecular 

hydrogen bonds (NHB) for different highest- rank complexes 
Protein complexes Isc BSA, Å

2 
Nsb Nnb 

hTOM40 with hTOM22TM -8.3 1254 (24) 1 2 

hTOM40 with hTOM40 -8.3 2392 0 2 

h(TOM40)2 with hTOM40 -2.3 1725 0 0 

h(TOM40/TOM22) with  h(TOM40/TOM22) -10.9 3970 0 3 

h(TOM40/TOM22)2  with h(TOM40/TOM22) -11.5 3235 0 10 
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Fig 1. Structural models of the human hexamer (TOM40/TM22)3 (A) and 

dimer (TOM40)2 (B). 
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Most mitochondrial proteins are imported into mitochondria from the cy-

tosolic compartment by the outer membrane translocator complex (the TOM 

complex). The TOM complex consists of the channel-forming β-barrel protein 

Tom40 and six other subunits, each containing single α-helical transmembrane 

(TM) segments: the receptor protein TOM22, the regulatory small Tom pro-

teins, Tom5, Tom6, and Tom7, and peripherally associated receptors, Tom20 

and Tom70.  In the last decade, information on the structural aspects of the 

TOM complex has been significantly accumulated [1]. It has been established 

that the assembly  of  the  mature  multipore  TOM  complex depends  on  the  

presence  of  Tom22 [2- 4]: in  the  absence  of  Tom22,  Tom40 and small  

Tom  proteins  are  found  in  small,  double-pore complexes [4, 5].  Recently, 

experiments in yeast using cross-linking between TOM40 and TOM22 have 

been performed [3, 4] drawing conclusions about the relative positions of both 

proteins. Although there has been considerable progress in gaining structural 

insights into the TOM mashinery, high-resolution structures for most of TOM 

components and for full TOM-complex are absent. Here, computational struc-

tural biology tools, the most recent experimental data on the structure of TOM 

complex components, the structure of the whole TOM complex obtained by 

electron microscopy and the data of cross-linking experiments were used to-

gether to obtain the integrative atomic-level structural model of the TOM 

complex. The 3D-structures of yeast TOM40, TOM22, TOM5, TOM6, TOM7 

were predicted using the I-TASSER protocol [6]. The modelling of the 3D-

structures of the protein-protein complexes was performed in a stepwise fash-

ion with an initial rigid-body global search and subsequent steps of refine-

ments to improve these initial predictions. To do this four - stage computa-

tional molecular docking protocol PIPER [7]–ROSETTADOCK1 [8] – HAD-

DOCK [9] -ROSETTADOCK2 (PRHR) was used. Clustering of structures and 

energy funnels were used to improve the ability of finding the correct structure 

of the complex. In the present work, the ranking by binding affinities among 

different complexes was based on the ROSETTADOCK2 interface energy 

score (I_sc) instead of on ROSETTADOCK binding score (RDBS). In several 
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cases we modeled the interaction of a certain protein with a short peptide <30 

residues. In these cases the program of flexible docking FLEXPEPDOCK [11] 

was applied. At first we performed the modeling of interactions between the 

TOM40 and TOM22TM (residues 92-121) proteins. Among five structures 

provided by I-TASSER for each protein the highest-scored structure for 

TOM40 and an α-helical structure for TOM22TM were chosen for the use in 

subsequent simulations. Next, these two structures were subjected to computa-

tional docking using the program PIPER [8]. Among 100 structures provided 

by Piper (ClusPro server) we found one structure corresponding to the interac-

tion type between TOM40 and TOM22TM with Lys94 and Glu120 of TOM22 

being in close proximity to Arg310 and Asp350 of TOM40 in accordance with 

the cross-linking data of Shiota et al [4]. Then this structure was refined using 

the FlexPepDock program [11]. As a result, we obtained the structure with a 

good shape complementarity (BSA=2117 Å
2
) that formed three intermolecular 

hydrogen bonds and one salt bridge. This resulted in a very low FlexPepDock 

Isc value  (-18.9).  
 

 
 

Fig 1. Structural models of the yeast (TOM40/TM22)3 hexamer (A) and 
the (TOM40)2 dimer. 

 
Next we performed successively the modeling the 3D-structures of hex-

amers (Tom40/TM22)3, TOM40 dimers ((TOM40)2) and trimers ((TOM40)3). 

Whereas no stable TOM40 trimers were observed (the highest-ranked trimer 

structure had the ROSETTADOCK(2) Isc value of -4.0), a rather stable 

TOM40 dimers and (TOM40/TOM22) hexamers were identified with the low-

est ROSETTADOCK(2) Isc values of -6.7 and -8.1, respectively. These low Isc 

values were caused by good shape complementarities (BSA=2286 Å
2
 and 

2970 Å
2
, respectively) and three and seven hydrogen bonds, respectively, be-

tween interacting components. The structures of (TOM40/TM22)3 and 

(TOM40)2 are shown in Figure 1. The basic data of the simulations are sum-

marized in Table 1. 
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Table 1.  The ROSETTADOCK interface energy scores (I_sc), Buried Sur-

face Area (BSA), number of intermolecular salt bridges (Nsb) and intermolecu-

lar hydrogen bonds (NHB) for different highest- rank complexes 
 

Protein complexes Isc BSA 

Å
2 

Nsb Nnb 

TOM40 with TOM22TM -8.3 2117 1 3 

TOM40 with TOM40 -6.7 2286 0 3 

(TOM40)2 with TOM40 -4.0 2323 0 1 

(TOM40/TOM22) with  (TOM40/TOM22) -9.0 4217 0 1 

(TOM40/TOM22)2  with (TOM40/TOM22) -8.1 2970 0 7 
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Dendrimers, which are considered as one of the most promising tools in 

the field of nanobiotechnology due to their structural organization, showed a 

great potential in gene therapy, drug delivery, medical imaging, as antimicro-

bial and antiviral agents [1]. Considering numerous applications of dendrimers 

in the biomedical field, knowledge of their possible interactions with biologi-

cal components at a molecular level is required.  

This paper presents a study of the interaction of cationic phosphorus den-

drimers, a class of dendrimers with potential medical relevance [2, 3], with 

regulatory plasma proteins: aspartate transaminase (AST), alkaline phospha-

tase (AP) and Lactic dehydrogenase (LDH) by dynamic and phase analysis 

light scattering. 

The results show that water-soluble cationic phosphorus dendrimers of 

generation 3 and generation 4 interact with regulatory plasma proteins to form 

positively charged (+14 – +17 mV) dendrimer/protein complexes of different 

sizes (from 200 to 1800 nm) at a molar ratio of 10–15:1. This information 

could be useful in designing new drug delivery systems using dendrimers as 

potential carriers of biomolecules and in other fields of nanobiotechnology. 

Research was supported by the National Science Centre of Poland, pro-

ject no. DEC-2012/04/M/NZ1/00059, by Belarusian Republican Foundation 

for Fundamental Research, project no. B15MS-001. 

The results of this work are published in International Journal of Pharma-

ceutics, Vol. 499, № 1-2, M. Ionov et al., Effect of dendrimers on selected en-

zymes – Evaluation of nano carriers, P. 247–254 (2016). 
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Many protein-protein docking algorithms are divided into two steps: the ini-

tial global search and subsequent steps of refinements to improve these initial 

predictions [1]. The global search is a full search of the orientations of the two 

proteins, typically keeping the larger protein (referred to as the receptor) fixed, 

while moving the smaller protein (the ligand). This is often a rigid-body search in 

six dimensions, utilizing a fast Fourier transform (FFT) for efficiency and soft-

ness for small overlaps [1]. Subsequently, one or more refinement and scoring 

steps of a set of preselected rigid docking solutions are added to achieve closer 

agreement with the native geometry and to recognize near-native docking solu-

tions preferentially either as the best or among the best scoring complexes. The 

accuracy and speed of flexible refinement and rescoring of preselected docked 

protein structures are important for the success of the multistage docking proto-

col. Recently, it has been shown using Principal Component Analysis that the en-

ergy landscape of 42 interacting proteins, at least within the 10 Å IRMSD neigh-

borhood of the native state, always includes a permissive subspace (‗tunnel‘) 

along which the conformation of the complex can substantially change without 

crossing significant energy barriers and that the energy landscape is smooth fun-

nel in a two dimensional permissive subspace [2]. This suggests that methods 

such as molecular dynamics (MD) or Monte Carlo (MC) simulations that start 

from productive encounter complexes should fairly quickly converge to native 

structure (or near-native one because of some inaccuracy of scoring functions) 

making these strategies as promising tools of the efficient refinement. The Monte 

Carlo approach is especially attractive as being much less computationally ex-

pensive as compared with MD. Several docking protocols including rigid-body 
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moves and Monte Carlo refinement have been proposed and those including Ro-

settaDock [3] refinements at the second stage have been found to be among the 

most efficient [4]. In principle, a fairly accurate structure of the complex contains 

information about binding energy/affinity and a number of structural features 

have been shown to correlate with affinity [5]. However, precise evaluation of the 

binding free energy requires highly time-consuming exploration of all the details 

of the interaction at atomic precision and accurate information on binding affini-

ties is therefore one of the most principal challenges of all current docking meth-

ods. We asked whether it is possible to predict affinity by rigid-body approaches 

followed by one or several RosettaDock refinements if productive encounter 

complex structure is known. The Version 1 structure-affinity Protein Docking 

Benchmark of four laboratories [6], which is a nonredundant set of 144 protein–

protein complexes that have high-resolution structures available for both the 

complexes and their unbound components and for which dissociation constants 

have been measured by biophysical methods, was used to assess the performance 

of RosettaDock refinements. With the aim of assessment the performance of Ro-

settaDock refinements the unbound structures were superimposed over the bound 

complex and the resulting superposed structure was used as the starting one for 

local docking. We first prepared each docking partner in isolation, optimizing 

their side-chain conformations prior to docking using ‗docking_local_refine‘ op-

tion. The same procedure was applied to the structures of complexes. We tested 

the correlation between the ROSETTADOCK binding score (RDBS), which is 

the total score difference between the components together and the components 

pulled far apart from each other after their relaxation (repacking). The conver-

gence of the starting structures to the structure of the bound complex was taken 

as a measure of RosettaDock refinement performance. To do that we calculated 

the number of refinement runs resulting in convergence (NRDcnv).   

We judged the RosettaDock refinements as convergent if I_rms deviation 

from the bound state was <0.5Å,  and the distinct funnel took place. If such con-

vergence was not reached during 10 refinement runs and the deviation from the 

bound state remained stable during last five steps the refinement process was 

judged as nonconvergent. The results of simulations are shown in Table 1. The 

results show a very good correlation between experimental binding affinity and 

RDBS with Pearson‘s coefficients of 0.84/0.81.This suggests that two-step ap-

proach including rigid-body global search and local RosettaDock refinements as 

efficient tool to predict protein-protein binding affinity 
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Table 1. Performance of RosettaDock refinements on 15 Version 1 Structure-

affinity Benchmark [6] complexes. 

 
ref(a) Complex 

PDB 

Unbound 

component_1 

PDB 

Unbound 

component_1 

PDB 

Kd 

(M) 

I_rmsd 

 

RDBS 

bound 

and funnel 

(f) pres-

ence  

nRDcn

v 

(b) 

RDBS 

unbound 

superimposed 

on bound 

after Ncnvb 

refinement runs 

and funnel (f) 

presence 

7 1AVX_A:B 1QQU_A 1BA7_B 4.8E-10 0.47 -120.8 (f) 3 -63.4 (f) 

8 1AVZ_B:C 1AVV_A 1FYN_A 1.6E-05 0.73 -49.4 (f) 3 -40.1(f) 

13 1BUH_A:B 1HCL_A 1DKS_A 7.7E-08 0.75 -92.0(mf) 6 -76.1(f) 

15 1BVN_P:T 1PIG_A 1HOE_A 9.2E-12 0.87 -199.6(f) 2 -100.7(f) 

26 1EFN_B:A 1AVV_A 1FYN_A 3.8E-08 0.90 -50.3(mf) 5 -39.6(f) 

28 1EWY_A:C 1GJR_A 1CZP_A 3.6E-06 0.80 -87.5(mf) 5 -75.2(mf) 

30 1F34_A:B 4PEP_A 1F32_A 1.0E-10 0.93 -96.8(f) 3 -79.9(f) 

37 1GCQ_B:C 1GRI_B 1GCP_B 1.7E-05 0.92 -26.3(f) 7 -100.4(f) 

54 1J2J_A:B 1O3Y_A 1OXZ_A 1.1.E-6 0.63 -36.5(f) 7 -74.3(bf) 

58 1JTG_B:A 3GMU_B 1ZG4_A 4.0E-10 0.49 -74.5(f) 4 -69.0(f) 

64 1KTZ_A:B 1TGK_A 1M9Z_A 2.0E-07 0.39 -30.6(f) 3 -60.7(bf) 

66 1KXQ_H:A 1KXQ_H 1PPI_A 3.5E-09 0.72 -124.0(f) 4 -104.1(f) 

100 1Z0K_A:B 2BME_A 1YZM_A 7.7E-06 0.53 -42.3(mf) 7 32.8(f) 

101 1ZHI_A:B 1M4Z_A 1Z1A_A 2.0E-07 0.68 -63.8(f) 5 -61.9(f) 

132 2TGP_Z:I 1TGB_A 9PTI_A 2.4E-06 0.57 -50.4(f) 5 47.4 (f) 
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The evaluation of drugs affinity to different biological structures (serum 

proteins, membranes and others) is very important to understand their pharma-

cokinetics features. In spite of the fact, there are a large number of physical-

chemical methods for direct determination of the characteristics of affinity; 

most of them meet with difficulties, when dealing with non-polar compounds. 

In the current work we present a new indirect spectral fluorescent method, 

which allows to quantify relative affinity of aryl-porphyrins to biomolecules 

and biomembranes. 

Aryl-porphyrins (APs) are widely used in photodynamic diagnostic and 

therapy of oncological diseases [1]. Most of them are hydrophobic molecules 

and form aggregates in aqueous surroundings. The formation of aggregates 

complicates APs biodistribution in organism after injection in blood. The ag-

gregation leads also to the loss of APs fluorescent ability and affects on their 

affinity to biological structures, such as plasma proteins and cell membranes. 

In our study we used cyclic oligosaccharides (cyclodextrins, CDs) to pre-

vent the APs aggregation and to estimate the binding constants of aryl-

porphyrins to biological membranes and serum proteins. It is widely known 

that CDs readily form inclusion complexes with many drugs by incorporating 

a drug molecule or more commonly a lipophilic moiety of the molecule into 

the central cavity. It has been shown, that CDs efficiently form an inclusion 

complexes with AP and can be photosensitizer vehicles via complexation [2]. 

As object to study we used following APs: 5,10,15,20-Tetra(m-

hydroxyphenyl)chlorin (mTHPC), 5,10,15,20-Tetra(o-sulfophenyl)porphyrin 

(TSPP) and 5,10,15,20-Tetra(o-carboxyphenyl)porphyrin (TCPP). The com-

plex formation processes between listed above APs and methyl-β-cyclodextrin 

(Me-β-CD) have been studied (Figure 1) and the spectral techniques for de-

termination of complexation stoichiometry and quantitative parameters have 



42 

been developed [3]. According to the data obtained, the complexes between 

APs and Me-β-CD have a stoichiometry 1:2 and can be characterized by the 

binding constants values over 10
12

 М
-2

.  
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Figure 1 – TSPP fluorescence spectra in water solutions in presence of 

 various Me-β-CD concentration: 1 – 0; 2 – 0.4 µM; 2 – 0.6 µM; 3 – 0.8 µM;  

4 – 1 µM; 5 – 2 µM; 6 – 6 µM.  

 

To determine the APs affinity to biological structures we have analyzed 

the processes of APs binding to Me-β-CD in the serum proteins solutions 

(human serum albumin, low and high density lipoproteins) and in the lipid 

vesicles suspensions (Figure 2). The obtained titration curves and previously 

determined binding constants values for the APs association with Me-β-CD 

process were used to estimate relative affinity of porphyrins to biological 

structures. In the case of mTHPC, the following values of the distribution co-

efficient were obtained: 2.6 (mg/ml)
-1

 for human serum albumin, 4.8х10
2
 

(mg/ml)
-1

 for low density lipoproteins and 1.0х10
3
 (mg/ml)

-1
 for high density 

lipoproteins. The ratios of mTHPC distribution coefficients in plasma com-

pounds were in a good accordance to the data obtained by means of the gel-

chromatography [4].  

The data obtained confirm the interest of CDs in mTHPC-PDT. 
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Figure 2 – The titration curves of mTHPC by Me-β-CD in solutions of  

 serum albumin (1), low density lipoproteins (2), high density lipoproteins (3)  
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Введение. Стремительное развитие нанотехнологий и использова-

ние их в биологии и медицине требует тщательного изучения их влияния 

на организм человека в целом и различные биологические структуры в 

частности. Условно наноматериалы можно разделить на «жѐсткие» и 

«мягкие» ('hard' vs 'soft' - предложено Д. Томалия [1]). К «жѐстким» отно-

сятся наночастицы металлов, фуллерены, углеводные нанотрубки и 

квантовые точки. «Мягкие» наночастицы включают липосомы, дендри-

меры, полимерные мицеллы и полимерные нанокапсулы. «Мягкие» на-

ночастицы проявляют значительно большую биосовместимость, нежели 

«жѐсткие», потому представляют большой интерес для медицины [2]. 

Дендримеры – класс макромолекул, обладающих симметричной 

древообразной с регулярными ветвлениями структурой. Этот класс со-

единений интересен тем, что с увеличением их молекулярной массы из-

меняются форма и жесткость молекул, что сопровождается изменением 

физико-химических свойств, таких как характеристическая вязкость, 

растворимость, плотность и др. Ключевые свойства дендримеров, как 

правило, задаются поверхностными функциональными группами, однако 

существует ряд дендримеров, обладающих внутренней функционально-

стью [1]. Дендримеры в настоящее время нашли применение в генетиче-

ской терапии в качестве носителей генетического материала в клетки и 

органы. Данный класс полимеров имеет структурные преимущества пе-

ред вирусными системами и векторами доставки генетического материа-

ла в больные органы и ткани. При внутривенном способе введения денд-

римеров и дендриплексов возможно их неспецифическое взаимодействие 

с белками и клетками крови, тканями стенок сосудов. В настоящее время 

остается недостаточно изученным характер взаимодействия дендримеров 

с белками. Понимание механизмов их взаимодействия является необхо-

димым условием использования новых наноматериалов в медицине. 

Материалы и методы. В данной работе представлен анализ влия-

ния катионных полиамидоаминных (ПАМАМ) дендримеров 3-й и 4-й ге-

нераций на температуро-индуцированные изменения вторичной структу-
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ры белков. Для анализа были выбраны белки щелочная фосфатаза E.Coli, 

лактатдегидрогеназаизы мышцы кролика и аспартатаминотрансфераза 

человека. 

Изменения вторичной структуры белков оценивались с помощью 

измерения спектров их кругового дихроизма (КД) и последующего ана-

лиза посредством программного обеспечения «CDSpectraDeconvolution».  

Результаты и обсуждение. Как показали результаты исследований, 

при повышении температуры наблюдалась частичная денатурация ще-

лочной фосфатазы с последующим возвращением белка к практически 

нативной структуре после охлаждении образца. В отличие от щелочной 

фосфатазы, наблюдались температуро-индуцированные изменения вто-

ричной структуры аспартатаминотрансферазы и лактатдегидрогеназы.  

Обнаружено, что ПАМАМ–дендримеры не оказывают влияния на 

температуро-индуцированную денатурацию белка лактатдегидрогеназы. 

Однако, оба дендримера влияли на денатурацию термически более 

устойчивых аспартатаминотрансферазы и щелочной фосфатазы. При 

этом в случае аспартатаминотрансферазы наблюдалось влияние дендри-

меров на рефолдинг после охлаждения образца. 

Известно, что изменения во вторичной структуре белков под внеш-

ним воздействием, такие как переходы от α-спиралей к β-структурам, 

наблюдаются в целом ряде белковых систем и являются универсальным 

механизмом денатурации белков [3, 4]. Изменения в поведении данного 

механизма может говорить о специфическом взаимодействии различных 

факторов с глобулой белка. Для детального анализа вторичной структу-

ры был выбран белок аспартатаминотрансфераза. Результаты показали, 

что глобула белка равномерно разворачивается в клубок, при этом α-

спирали перестраиваются в менее плотные структуры β-складок. 

ПАМАМ–дендримеры увеличивали скорость перехода α-спиралей в β-

складки, но не изменяли характер процесса. 

Выводы. Полученные данные говорят о том, что ПАМАМ–

дендримеры могут выступать в качестве факторов, способствующих де-

натурации белков, а также влиять на процесс фолдинга-рефолдинга бел-

ка.  

Результаты исследований поддержаны Белорусским республикан-

ским фондом фундаментальных исследований, грант Б15МС-001.  
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Брассиностероиды (БС) – класс растительных фитогормонов, про-

являющих высокую биологическую активность. Эти соединения, извест-

ные своей ростостимулирующей способностью, обратили на себя внима-

ние и как потенциальные антиканцерогенные фармакологические сред-

ства. Однако антиканцерогенная и цитотоксическая активность БС недо-

статочно изучена на молекулярном уровне. Известно, что взаимное про-

странственное расположение заместителей углеродного остова боковой 

цепи является важным фактором биологической активности БС.  

Цель работы – установление влияния стереохимической конфигура-

ции заместителя у атома С24 в природных БС, имеющих 22R,23R-

диольную структуру в боковой цепи, на конформацию боковой цепи БС 

и связи биоактивности со структурой боковой цепи.  

Согласно различным биотестам самым биологически активным БС 

является брассинолид, боковая цепь которого содержит 22R,23R-

гидроксилы и 24S- метил группу (RRS). В связи с этим представляется 

mailto:v.andrianov@dragon.bas-net.by
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целесообразным для исследования связи между структурой боковой цепи 

и брассинолидной активностью проведение сопоставительного конфор-

мационного анализа брассинолида (1) и менее активного БС – природно-

го 24-эпибрассинолида (2), боковая цепь которого содержит 22R,23R-

гидроксилы и 24R- метил группу (RRR).  

 
Локальные минимумы (устойчивые конформеры) в исследуемых 

молекулах определялись методом молекулярной механики (ММ), а затем 

уточнялись методом DFT c B3LYP-функционалом и расширенным ба-

зисным набором 6-311+G(d,p). Эти расчеты позволили определить се-

мейства низкоэнергетических конформеров и доминирующую конфор-

мацию в вакууме для каждой исследуемой молекулы (рис.1). Однако 

весьма важным является изучение структуры молекул в естественной 

среде их взаимодействия с белками, то есть учет растворителя. Такую 

возможность предоставляет метод молекулярной динамики (МД) с яв-

ным заданием свойств растворителя (воды).  

Результаты расчетов методом молекулярной динамики и квантово- 

химических расчетов представлены на рис. 2, из которого видно, что 

квантово-химические (B3LYP) и молекулярно-динамические (в воде) 

(MД) расчеты приводят к наличию одних и тех же низкоэнергетических 

конформеров в равновесной смеси в пределах каждой молекулы, однако 

наблюдается перераспределение населенностей конформеров этих моле-

кул при использовании двух методов. Молекулярно-динамические рас-

четы показали, что в равновесной смеси наиболее биоактивной молекулы 

брассинолида доминируют два конформера, в которых в пределах 

диольной системы боковой цепи образуется внутримолекулярная водо-

родная связь O6…H(O5), а гидроксил О6Н свободен для образования 

межмолекулярной водородной связи в комплексе БС – рецептор. В менее 

биоактивной молекуле 24-эпибрассинолида в равновесной смеси присут-

ствуют шесть практически равновероятных конформеров, из которых 

только в одном образуется внутримолекулярная водородная связь 

O6…H(O5) и свободный для образования межмолекулярной водородной 

связи гидроксил О6Н. Отсюда следует, что конфигурация 22R,23R,24S 

двух гидроксилов и метильной группы боковой цепи брассинолида при-

водит к таким структурам боковой цепи, в которых гидроксильные груп-
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пы могут беспрепятственно участвовать в биохимических процессах в 

растениях. 

 

 

 

Рисунок 1. Низкоэнергетические конформеры брассинолида (RRSi) 

и 24-эпибрассинолида (RRRi) с указанием их относительного содержания 

в равновесной смеси (квантово-химический расчет). Буквами α и β обо-

значены стороны от стероидальной плоскости. Для конформеров RRS2 – 

RRS5 и RRR2 – RRR7 показана структура боковой цепи. 

 

Таким образом, применение метода молекулярной динамики (МД) с 

явным заданием свойств растворителя (воды) показало, что для молеку-

лы брассинолида в равновесной смеси доля биологически значимых низ-

коэнергетических конформеров значительно выше, чем для молекулы 

24-эпибрассинолида, что и объясняет ее более высокую биоактивность.  
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Рисунок 2. Населенности конформеров RRSi молекулы брассинолида и 

RRRi молекулы 24-эпибрассинолида по данным кванто-химических 

(B3LYP) и молекулярно-динамических (в воде) (MD) расчетов 
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Алкалоиды люпина, одним из которых является (–)-спартеин, из-

вестны главным образом из-за их биологической и биохимической ак-

тивности [1]. Кроме того, молекулы данного класса алкалоидов являются 

естественными бидентантными лигандами и находят различные приме-

нения в координационной химии и практике, что требует систематиче-

ских исследований их спектрально-люминесцентных свойств. Цель 

настоящей работы – интерпретация ИК и КР спектров (–)-спартеина на 

основе результатов квантово-химических расчетов, а также выявление 

спектральных проявлений особенностей его молекулярной структуры. 

(–)-Спартеин является бисхинолизидиновым алкалоидом с ограни-

ченной конформационной гибкостью (структура изображена ниже). Он 

представляет собой бесцветную маслянистую жидкость. 
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Спектр ИК поглощения жидкого (–)-спартеина зарегистрирован на 

ИК-фурье-спектрометре NEXUS с программным обеспечением OMNIC 

при спектральном разрешении 2 см
-1

 и усреднении 256 сканирований при 

использовании инфракрасного микроскопа. ИК спектр получен для тон-

кослойного жидкого образца между таллий бромид-йодидными пласти-

нами КРС-5. КР спектр (–)-спартеина был получен на спектрографе 

«SpecrtaPro 500i» путем накопления сигнала от 30 сканирований 

(λвозб = 532 нм). Для регистрации КР спектра (–)-спартеин использован 

жидкий образец, помещенный в капиллярную стеклянную трубку. Ана-

лиз колебательных состояний спартеиновой части молекулы был выпол-

нен на основе квантово-химических расчетов частот и формы нормаль-

ных колебаний с привлечением полуэмпирического метода РМ3 на базе 

стандартной компьютерной программы HyperChem с использованием 

полученных в работе результатов оптимизации геометрической структу-

ры низкоэнергетического конформера спартеина [2]. 

Как показал эксперимент, большинство колебаний (–)-спартеина ак-

тивно проявляются как в ИК, так и в КР спектре (на рисунке 1 приведено 

их сравнение). Видно, что практически для всех колебательных линий 

можно найти соответствие в двух спектрах. Этот факт свидетельствует о 

том, что результаты расчетов ИК спектров (частот нормальных колеба-

ний и их форм) можно использовать и для интерпретации КР спектров. В 

ИК спектре (–)-спартеин в области 200–1750 см
-1

 проявляется большое 

количество линий высокого спектрального разрешения (рисункок 1 (кри-

вая 1). КР спектр жидкофазного образца (–)-спартеина также имеет бога-

тую колебательную структуру (рисунок 1, кривая 2). Отметим, что лите-

ратуре, данные по КР спектрам практически не использовались для изу-

чения колебательных состояний алкалоидов люпина, и только в работе 

[3] представлен КР спектр спартеина сульфата пентагидрата в KBr. 



51 

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
0

20

40

60

80

100

 

 

И
н

те
н

си
в
н

о
ст

ь
, 
о

тн
.е

д
.

, см
-1

1

2

3
5
0 5
2
5

6
2
3

7
3
5

7
8
6

8
8
4

1
0
7
4

1
2
5
2

1
3
9
5

 
Рисунок 1 – ИК (1)и КР (2) спектры жидкого (–)-спартеина. 

 

Как показали результаты расчета, в области 1480900 см
-1

 ИК и КР 

спектров (–)-спартеина проявляются в основном деформационные 

СNC и ССС колебания сложной формы. Так, колебание с экспери-

ментальной частотой 1465 см
-1

 соответствует вырожденным плоским де-

формационным СNC колебаниям (расчет дает две колебательные ча-

стоты: 1468 см
-1

 для С17N16С15 деформационного колебания и 

1467 см
-1

 для С2N1C10 деформационного колебания). Колебания с ча-

стотами 1442 и 1430 см
-1

 имеют аналогичные по форме деформационные 

колебания, но с заметным вкладом валентных N16C11 и N1С6 колеба-

ний соответственно. В области 13901350 см
-1

 проявляются деформаци-

онные ССС колебания различных пиперидиновых колец. Колебания с 

частотами около 1200 см
-1

 соответствуют, согласно расчетам, неплоским 

колебаниям атомов N16 и N1 соответствующих колец. Сложным дефор-

мационным колебаниям атомов А-кольца и А/В-системы соответствуют 

колебания с экспериментальными частотами 1035 и 973 см
-1

. Колебание 

с частотой 938 см
-1

 принадлежит деформационному С7С8С9 колеба-

нию метиленового мостика. Низкочастотные колебания (494 и 441 см
-1

) 

имеют существенный вклад сложных деформаций D- и А-колец соответ-

ственно. Расчеты показывают, что колебания с частотами в области 

200400 см
-1

 обусловлены неплоскими или крутильными колебаниями 

А/В-системы как единого целого. 
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Полученные экспериментальные сведения о связи химической 

структуры спартеина со спектральными свойствами (ИК и КР спектры) 

могут быть использованы при разработке научных основ спектрального 

экспресс-метода контроля алкалоидности (количественная и качествен-

ная оценка) различных природных и техногенных продуктов. 
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СПЕКТРАЛЬНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ КОМПЛЕКСОВ  
НЕКОТОРЫХ ИНТЕРКАЛЯТОРОВ С ДНК 

 

Вардеванян П.О., Антонян А.П., Саакян В.Г. 
 

Ереванский государственный университет, Факультет Биологии, Ка-

федра Биофизики, Ереван, Армения 

 

Изучение особенностей связывания лигандов, содержащих группу 

ароматических колец с ДНК, имеют практическую важность, поскольку 

многие из этих соединений проявляют ярко выраженную биологическую 

активность [1-3]. В последнее время различные лиганды, в том числе 

бромистый этидий (БЭ), метиленовый синий (МС), все чаще применяют-

ся также в качестве биосенсоров, активных редокс молекул, для обнару-

жения повреждений в ДНК. Эти лиганды являются подходящими сенсо-

рами для обнаружения ДНК в различных образцах, в которых она при-

сутствует в наномолярных концентрациях [2,3].  

Важно отметить, что лиганды могут связываться с ДНК нескольки-

ми способами, один или несколько из которых могут скрываться под ос-
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новным. В частности, БЭ с двухцепочечной ДНК связывается тремя спо-

собами – интеркаляционным, полуинтеркаляционным и электростатиче-

ским [1], из которых полуинтеркаляционный зачастую скрывается под 

интеркаляционный и не всегда выявляется с помощью анализа экспери-

ментальных данных. Для прямого экспериментального выявления полу-

интеркаляционого способа были получены дифференциальные спектры 

поглощения комплексов БЭ-ДНК, из которых выявляется, что при низ-

ких концентрациях ДНК – СДНКСБЭ, при =480 нм наблюдаются отри-

цательные, а при 540 нм – положительные пики. Это обусловлено тем, 

что при связывании с ДНК общая концентрация свободных молекул ли-

ганда уменьшается. По мере увеличения концентрации ДНК, абсолют-

ные значения отрицательных и положительных пиков при =480 нм и 

=540 нм соответственно возрастают. В спектрах комплексов БЭ-ДНК 

проявляется также изобестическая точка при 510 нм, что присуща спек-

трам абсолютного поглощения этой системы [4]. Мы полагаем, что мак-

симумы при 540 нм в спектрах разностного поглощения соответствуют 

молекулам БЭ, связанным с ДНК интеркаляционным способом, посколь-

ку этот спсосб является основным. Подтверждением этого может слу-

жить и тот факт, что абсолютные значения изменения поглощений пиков 

одного и того же спектра не одинаковы: при =480 нм изменение боль-

ше, чем при =540 нм. Этот факт обусловлен тем, что возрастание абсо-

лютных значений отрицательных пиков спектров разностного поглоще-

ния при =480 нм отражает связывание БЭ с ДНК всеми способами - ин-

теркаляционным, а также полуинтеркаляционным и электростатическим 

(см. [1]). При этом, существование полуинтеркаляционного способа, 

наряду с интеркаляционным, является результатом образования реальной 

изобестической точки [4]. 

Нами получены также спектры разностного поглощения комплексов 

метиленового синего (МС) с ДНК. В спектрах разностного поглощения 

комплексов МС-ДНК также обнаруживаются отрицательные (при =660 

нм) и положительные пики (при =690 нм), абсолютные значения кото-

рых, по мере увеличения концентрации ДНК, также возрастают. Из по-

лученных спектров выявляется, что абсолютные значения пиков при 660 

нм и 690 нм по величине мало отличаются друг от друга. Мы полагаем, 

что в случае МС небольшая разница абсолютных значений отрицатель-

ных и положительных пиков обусловлена двумя способами связывания 

[5]. Для удостоверения этого факта нами приведенные выше спектры 

были проанализированы с помощью предложенной в работе [4] матема-

тической модели. Результаты анализа подтверждают, что в дифференци-
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альных спектрах поглощения комплексов МС-ДНК, в противополож-

ность комплексам БЭ-ДНК, реальная изобестическая точка не образует-

ся. 

Нами исследовано также связывание другого интеркалятора – акри-

динового оранжевого (АО) с ДНК и выявлено, что, при низких концен-

трациях последней, в дифференциальных спектрах поглощения комплек-

сов образуются только отрицательные пики при 490 нм, абсолютное 

значение которых возрастает с увеличением концентрации ДНК. При 

дальнейшем увеличении ее концентрации, в спектрах начинают появ-

ляться положительные пики при 505 нм, абсолютные значения кото-

рых с увеличением концентрации ДНК возрастают. Увеличение абсо-

лютных значений отрицательных пиков при 490 нм является результатом 

того, что концентрация свободных молекул АО уменьшается по мере 

комплексообразования с ДНК, по сравнению с контролем. Однако, при 

дальнейшем увеличении концентрации ДНК наблюдается обратное яв-

ление – абсолютные значения отрицательных пиков начинают умень-

шаться, а положительных пиков при 505 нм увеличиваться. Еще одной 

особенностью деифференциальных спектров оглощения комплексов АО-

ДНК является то, что изобестическая или псевдоизобестическая точка не 

образуется. Эти спектральные особенности комплексов АО-ДНК можно 

обьяснить, исходя из того, что в случае этого лиганда имеет место два 

способа связывания, один из которых – интеркаляционный. Этот способ 

становится основным при больших концентрациях ДНК, этому способу 

соответствуют пики при 505 нм и гиперхромный эффект. Аналогич-

ный эффект обнаружен и в случае БЭ. Другой способ по всей вероятно-

сти соответствует внешнему способу связывания этого лиганда с ДНК. 

Наиболее вероятным является электростатический способ, поскольку АО 

в растворах находится в катионной форме, как БЭ и МС. 

Таким образом, полученные данные указывают, что в дифференци-

альных спектрах комплексов БЭ-ДНК при 510 нм образуется физиче-

ски реальная изобестическая точка, в случае комплексов МС-ДНК обра-

зуется псевдоизобестическая точка при 670 нм, в случае комплексов 

АО-ДНК такая точка не образуется. Полученные данные указывают на 

то, что изобестическая или псевдоизобестическая точка в спектрах ком-

плексов ДНК с интеркаляторами образуется вследствие полуинтеркаля-

ционного способа связывания последних. 
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СВОЙСТВА СЫВОРОТОЧНОГО АЛЬБУМИНА ЧЕЛОВЕКА 
 

Вардеванян П.О., Парсаданян М.А., Шагинян М.А., Микаелян М.С. 
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В настоящее время электромагнитные волны крайне высоких ча-

стот (ЭМИ КВЧ) составляют фон окружающей среды и интенсивно воз-

действуют на живой материал, влияние которых обнаруживается на раз-

личных уровнях организации биологических систем – организменном, 

тканевом, клеточном и субклеточном [1]. Одной из мишеней воздействия 

этого фактора является кровь и влияние ЭМИ КВЧ приводит к измене-

ниям различных ее параметров [2]. Показано, что ЭМИ КВЧ влияет на 

биологические системы в основном опосредовано, через воду, поскольку 

в указанном выше диапозоне ЭМВ некоторые частоты являются резо-

нансными для воды [3,4].  

Для выяснения влияния элекромагнитного излучения миллиметро-

вого диапазона (ММ ЭМВ) на биосистемы нами проведени исследования 
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особенностей денатурации необлученных и облученных ММ ЭМВ резо-

нансной для воды частотой 51,8 Ггц и нерезонансными частотами 41,8 и 

48 Ггц образцов сывороточного альбумина из крови человека (САКЧ) в 

физиологичном растворе. Получены кривые термической денатурации 

облученных образцов альбумина, которые сдвинуты в сторону более вы-

соких температур, по сравнению с необлученным образцом. Из этих кри-

вых выявляется, что под воздействием 41,8 Ггц белок претерпевает такое 

конформационное превращение, которое не приводит к полному перехо-

ду в клубкообразное состояние, как в случае необлученного, а также об-

лученного при 51,8 Ггц образцов. Мы полагаем, что в этом случае белок 

приобретает более компактную, уплотненную конформацию. Вероятно, 

что энергия ММ ЭМВ с частотой 41,8 Ггц поглощается непосредственно 

молекулами белка, в то время как при облучении с частотой 51,8 Ггц 

энергия этих волн поглощается опосредовано через воду. В этом случае 

также структура белка становится более стабильным относительно дена-

турирующего фактора, однако в меньшей степени.  

Исследованы также флуоресцентные характеристики альбумина 

под влиянием ММ ЭМВ и обнаружено, что конформация альбумина пре-

терпевает определенное измененние при облучении частотой 41,8 ГГц. 

Это изменение приводит к тому, что единственный триптофан в молеку-

ле белка переходит в более гидрофильное окружение. При облучении ча-

стотой 51,8 ГГц, конформационные изменения не столь выражени, чем 

при 41,8 Ггц. Облучение частотой 48 ГГц практически не вызывает из-

менений в конформации белка. По всей вероятности, под воздействием 

ММ ЭМВ имеет место разрушение гидратного слоя ионов, вследствие 

чего эти освободившиеся молекулы воды структурируются в непосред-

ственной близости от поверхности молекул белка. Этот факт и обуслов-

ливает частичное тушение флуоресценции альбумина при облучении об-

разцов 51,8 Ггц. Облучение же частотой 48 ГГц особых изменений не 

индуцирует. 

Однако, при увеличении длительности облучения вдвое (60 мин), 

интенсивность флуоресценции наибольшая при частоте 51,8 ГГц. Это 

обусловлено тем, что при этой частоте изменения в гидратной оболочке 

молекул белка становятся значительными, что приводит к установлению 

новой конформации молекул альбумина. Мы полагаем, что триптофан 

смещается в более гидрофобное окружение в молекуле белка, за счет че-

го длина волны максимальной флуоресценции сдвигается в сторону ко-

ротких волн, а интенсивность флуоресценции белка возрастает. При ча-

стоте 41.8 Ггц, изменения в конформации альбумина практически не за-

висят от длительности облучения, что подтверждает вывод о том, что 
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энергия облучения поглощается непосредственно молекулой белка и, по 

всей вероятности, есть пороговая уровень энергии, которая вызывает от-

клик со стороны этой макромолекулы. 

Таким образом, облучение ММ ЭМВ альбумина сывороточной 

плазмы крови человека приводит к конформационным перестройкам мо-

лекулы белка. В частности, влияние ММ ЭМВ приводит к изменению 

флуоресцентных свойств молекул САЧ, обусловленого конформацион-

ными измненениями в молекуле альбумина. При этом, физиологический 

эффект под воздействием ММ ЭМВ получаются и‘ при нерезонансной 

для воды частоте 41,8 Ггц, и‘ при резонансной – 51,8 Ггц. Однако, под 

воздействием 41,8 Ггц конформационные перестройки белка практиче-

ски не зависят от длительности облучения, в то время как при 51,8 Ггц 

такая зависимость обнаруживается. Полученные данные также указыва-

ют, что ММ ЭМВ могут непосредственно влиять на альбумин, вызывая 

определенные конформационные перестройки в его пространственной 

структуре. Это, в свою очередь, приводит к увеличению степени упако-

ванности этого белка, вследствие чего белок денатурирует при более вы-

соких температурах по сравнению с необлученными образцами.  
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Окислительный стресс может быть одним из важнейших факторов в 

патогенезе различных заболеваний, в том числе, атерогенезе и в этиоло-

гии тромбоза. Белки, циркулирующие в плазме крови, являются мише-

нями для активных форм кислорода (АФК) и могут выступать в качестве 

биологических маркеров окислительного стресса [1]. Было исследовано 

влияние индуцированного озоном свободнорадикального окисления на 

структуру и функцию ключевых белков – факторов свертывания крови: 

фибриногена и плазменного фибринстабилизирующего фактора (pFXIII). 

Чувствительность фибриногена к окислительной модификации в 20 

раз превышает чувствительность других основных белков плазмы крови 

(альбумина, иммуноглобулинов, трансферрина, церулоплазмина) [1]. Та-

ким образом, фибриноген, составляющий около 4% белков плазмы кро-

ви, in vivo ранее других и в большей степени подвергается окислитель-

ной модификации. Молекула фибриногена состоит из двух пар полипеп-

тидных цепей Aα, Bβ и γ, соединенных дисульфидными мостиками, и 

включает несколько важных в функциональном отношении структурных 

областей: центральную область E, две периферические области D, две αC 

и две BβN области. В результате действия тромбина происходит отщеп-

ление фибринопептидов A и B и экспонирование сайтов, обеспечиваю-

щих связывание областей E и D разных молекул фибрина с формирова-

нием двуцепочечных протофибрилл.  

С помощью метода масс-спектрометрии были проведены исследо-

вания, направленные на выявление конкретных сайтов окисления фиб-

риногена в различных структурных единицах молекулы, в том числе 

аминокислот, участвующих в выполнении ряда функций молекулой,так, 
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например, модифицируемый при окислении аминокислотный остаток 

М226 альфа-цепи в нативном белке участвует в процессе фибриногено-

лиза [2].Доказанная нами более низкая окислительная чувствительность 

области E фибриногена по сравнению с областью D (Рис.1)может позво-

лять сохранять в целостности те ключевые участки области Е, которые 

ответственны за связывание тромбина и самосборку фибрина. Усилива-

ющуюся роль D:D взаимодействий при окислении можно рассматривать 

как компенсаторный механизм в сборке фибрина, когда нарушены D:E 

взаимодействия [3]. 

 

 
 

Рис.1 а) Е область, с обозначенными сайтами модификации (отмечены 

черным); б) D область, с обозначенными сайтами модификации 

(отмечены черным). 

В присутствии активной формы фибринстабилизирующего фактора 

(FXIIIa) фибриновые полимеры подвергаются ковалентному сшиванию 

посредством образования ε/γ-глутамил-лизиновых изопептидных связей, 

что способствует стабилизации фибринового сгустка, 

сопровождающейся увеличением его механической прочности и 

устойчивости к плазминовой деградации [1]. 

pFXIII представляет собой гетеротетрамер (FXIII-A2B2) с молеку-

лярной массой 320 кДа, состоящий из двух идентичных одноцепочечных 

каталитических субъединиц А (FXIII-A2), и двух идентичных одноцепо-

чечных регуляторных субъединиц B (FXIII-B2), удерживаемых вместе 

слабыми нековалентными связями [3]. pFXIIIциркулирует в крови в виде 

профермента, его активация сопровождается отщеплением активацион-

ного пептида и диссоциацией гетеросубъединиц с образованием FXIII-

A2´ и FXIII-B2. 

Методом масс-спектрометрии выявлены модификации некоторых 

аминокислотных остатков, представленных в субъединицах молекулы 

(Рис. 2). Показано, что при активации фермента перед окислениемчисло 

модифицированных аминокислотных остатков возрастает. 
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Рис. 2. Каталитическая субъединица А с обозначенными сайтами моди-

фикации (отмечены черным). 

 

Снижение устойчивости фибринстабилизирующего фактора к 

окислению в процессе его активации обусловлено, по-видимому, как 

конформационными превращениями в каталитических субъединицах 

делающими ключевые аминокислотные остатки доступными 

растворителю, так и ослаблением взаимодействий между 

каталитическими и регуляторными субъединицами, что может служить 

поводом для предположенияо способности регуляторной субъединицы 

также выполнять функцию перехватчика свободных радикалов.   

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в 

рамках научных проектов № 16-34-60244 мол_а_дк и № 15-04-08188 а. 

Масс-спектрометрические данные получены при поддержке гранта 

Российского Научного фонда № 14-24-00114. 
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Гем-содержащие пероксидазы – это ферменты, имеющие в активном 

центре гем, доступный для взаимодействия с пероксидом водорода, при 

этом в результате реакции H2O2 восстанавливается до воды, а в активном 

центре фермента образуется высокореакционный Compound I (редокс 

потенциал (Е
о
) более 1V). Compound I по одноэлектронному механизму 

(через Compound II) может окислять ряд простых веществ, которые 

называются субстратами пероксидаз. Обязательными условиями наличия 

у гем-содержащего белка пероксидазной активности является свободная 

6-ая координационная связь у атома железа в активном центре (и, соот-

ветственно, его высокоспиновое состояние), а также специфическое 

окружение гема аминокислотами для оптимальной координации молеку-

лы Н2О2.  

Гем-содержащие пероксидазы можно разделить на две группы: 

1. Истинные пероксидазы – это ферменты, для которых пероксидаз-

ные функции являются основными функциями. Их активный центр 

устроен так, что в отсутствии пероксидазных субстратов Compound I яв-

ляется относительно долгоживущим радикалом (Рис. 1А). К этим фер-

ментам принадлежат миелопероксидаза (МПО), пероксидаза эозинофи-

лов и лактопероксидаза. Строение активного центра МПО не позволяет 

ферменту окислять крупные молекулы, небольшие молекулы фенольных 

соединений могут служить посредниками в этих реакциях [1], Таблица 1. 

2. Псевдопероксидазы - гем-содержащие белки, выполняющие важ-

ные  функции в клетках и изначально не предназначенные для того, что-

бы взаимодействовать с Н2О2, но в результате изменений окружения и 

при развитии окислительного стресса они могут превращаться в перок-

сидазу. В свою очередь, эти белки можно разделить на две подгруппы: 

А) Белки, у которых железо гема не имеет аминокислотных лиган-

дов в 6-ом координационном положении, – это гемоглобин и миоглобин. 

Специальные белки – гаптоглобин и гемопексин – ответственны за то, 

чтобы убирать опасный гемоглобин и свободный гем из плазмы [2]. 

Б) Белки, у которых железо гема имеет шесть координационных 

связей, но под воздействием внешних факторов конфигурация активного 
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центра изменяется и, превратившись в пероксидазу, эти белки могут вы-

полнять в клетке совершенно новые функции. Такими белками являются 

цитохром с (сyt c) и цитоглобин (Cygb). 

 

 
 

Рисунок 1. Оптические спектры миелопероксидазы (A) и комплекса 

цитохрома с с тетраолеоил кардиолипином (TOCL) (B), зарегистриро-

ванные через разные промежутки времени после добавления Н2О2. (С) – 

спектр ЭПР (77К) cyt c/TOCL через 20 секунд после добавления Н2О2. 

 

Таблица 1. Пероксидазная активность гем-содержащих белков 

(µмоль субстрата/мин µмоль белка). Tyr* – тирозильный радикал, TOCL 

– тетраолеоил кардиолипин, PIP – фосфатидилинозитол фосфаты 

 Белок Tyr* Гваякол 

MW=127,  

E
o
 ~ 0.9 V 

Amplex Red 

MW=257,  

E
o
 ~ 0.4 V 

Этопозид 

MW=289,  

E
o
 ~ 0.4 V 

1. 1. МПО    

МПО+фенол 

- 

+ 

660 ± 50 54.5 ± 3.2 

355 ± 45 

0 

19.5 ± 2.5 

2. А) гемоглобин 

миоглобин 

+ 

+ 

2.26 ± 0.35 

0.90 ± 0.05 

10.50 ± 1.80 

2.20 ± 0.20 

0.43 ± 0.05 

0.34 ± 0.02 

2. Б) cyt c/TOCL 

Cygb S-S 

Cygb S-H 

Cygb S-H + PIP 

+ 

- 

- 

- 

0.15 ±  0.04 

0.30 ± 0.05 

0.05 ± 0.01 

0.20 ± 0.04 

1.40 ± 0.17 

3.20 ± 0.20 

0.75 ± 0.02 

2.83 ± 0.25 

0.41 ± 20 

0.28 ± 0.02 

0.08 ± 0.01 

0.22 ± 0.04 

 

Основные отличия псевдопероксидаз от истинных пероксидаз: 

1. Наличие окисляемых аминокислот вблизи активного центра, в 

первую очередь SH групп, тирозина и триптофана, Рис. 1В, С. Образую-
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щиеся тирозильные радикалы имеют E
o
~0.9, они могут окислять другие 

молекулы и приводить к образованию агрегатов белковых молекул. 

2. Окислительная способность псевдопероксидаз существенно сни-

жена, что наглядно видно по окислению основного пероксидазного суб-

страта гваякола, Таблица 1. 

Электрон-транспортная функция cyt с обеспечивается гекса-

координационным положением железа в геме белка.  Связывание с кар-

диолипином (CL) приводит к изменению конфигурации активного цен-

тра, вызывая потерю или замену дистального лиганда. Это делает воз-

можным взаимодействие гема с малыми молекулами, в том числе c Н2О2 

и пероксидазными субстратами. Низкая пероксидазная активность cyt 

c/CL комплексов биологически обоснована. Задача фермента - окислить 

тетралинолеоил CL на внутренней мембране митохондрий и индуциро-

вать, таким образом, апоптоз, а не приводить к некрозу клетки. 

Цитоглобин – гекса-координированный белок, найденный в цито-

плазме многих клеток, предположительно обеспечивает транспорт О2 к 

митохондриям и регулирует метаболизм NO в клетке. Координация же-

леза в геме может меняться при окислении цистеинов белка и/или в ре-

зультате его связывания с анионными липидами. В свою очередь, инду-

цированное цитоглобином окисление этих липидов может приводить к 

образованию регуляторных липидных молекул [4]. 

Работа поддержана грантом РФФИ № 16-04-00873.  
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Ранее было показано, что и промежуточные монофункциональные, 

и конечные бифукциональные продукты, образованные противоопухоле-

вым препаратом цисплатин в ДНК, дестабилизируют двойную спираль 

[1,2]. Наши УФ-спектрофотометрические эксперименты по плавлению 

показали, что дестабилизация монотонно возрастает со временем инку-

бации [1]. Для трансплатина картина оказалась более сложной. Для ма-

лых времен его инкубации с ДНК в течение 0.5 и 3 часов при 37
o
C, мо-

лярном отношении Pt/нуклеотид rb=0.05, [Na
+
]=110 мМ, pH 7 было обна-

ружено небольшое, но воспроизводимое уменьшение температуры плав-

ления -0.70.2
o
C. Примерно такое же увеличение (+0.60.25

o
C) имеет ме-

сто после 48-часовой инкубации. Эти результаты нашли подтверждение 

и в калориметрических исследованиях [2]. Последнее позволяет предпо-

ложить, что монофункциональные продукты трансплатина дестабилизи-

руют, а конечные продукты – стабилизируют двойную спираль. Однако, 

смещение температуры плавления незначительно и сопоставимо с по-

грешностью спектральных и калориметрических экспериментов.  

Цель данного исследования – точное измерение воздействия на ста-

бильность ДНК промежуточных и конечных продуктов химической мо-

дификации трансплатином при помощи сочетания метода дифференци-

альной сканирующей калориметрии и техники отрицательных вторых 
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производных, а также сравнение с результатами полученными ранее для 

цисплатина [1,2].  

Мы показали, что метод вторых отрицательных производных позво-

ляет с высокой точностью (до 0.05-0.1
о
С) измерить воздействие различ-

ных продуктов платинирования на стабильность двойной спирали. На 

рисунке показаны вторые отрицательные температурные производные 

калориметрического профиля плавления ДНК до и после обработки 

трансплатином. Инкубации смеси ДНК и трансплатина проводилась в 

течение 0 (контроль), 0.5, 3 и 48 часов. К сожалению, четыре узких пика 

сателлитной ДНК, используемые нами ранее в подобных исследованиях, 

при платинировании исчезают. Поэтому их нельзя использовать для 

оценки изменения стабильности. Однако первый минимум на кривой 

вторых отрицательных производных, хорошо выражен не только для ис-

ходной ДНК (79.0
о
С, левая вертикальная пунктирная линия на рисунке), 

но и сохраняется после 0.5 и 3 часовой инкубации с трансплатином. Ве-

личина смещения минимума в целом совпадает с изменением температур 

плавления, но измеряется со значительно более высокой точностью 

(~0.1
o
С).   

 

 

Рисунок – Вторая отрицательная температурная производная кало-

риметрического профиля плавления, нормированного на площадь, до (0 

часов) и после инкубации смеси ДНК и трансплатина в течение 0.5, 3 и 

48 часов. 

 

Однако после 48 часов инкубации и данный пик сильно искажает-

ся. Поэтому мы использовали другую характерную точку - первое пере-

сечение кривых с нулевой осью. Для исходной ДНК это пересечение 
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обозначено на рисунке вертикальной линией, расположенной при темпе-

ратуре 80.8
о
С. В данном случае, величины дестабилизации близки к дан-

ным, полученным для температуры плавления и для положения мини-

мума. Стабилизация, возникающая после 48 часов инкубации, также хо-

рошо выражена. По величине она несколько меньше по сравнению с 

определенной по положению минимума. Последнее связано с отмечен-

ной выше деформацией пика.  

Полученные результаты показывают, что стабилизация, обуслов-

ленная конечными продуктами трансплатина, в основном возникает из-за 

внутрицепочечных сшивок, поскольку монофункциональные продукты 

вызывают дестабилизацию, а межцепочечные сшивки не дают достаточ-

ной стабилизации. При этом возникает вопрос о механизме увеличения 

стабильности ДНК внутрицепочечными сшивками, поскольку последние 

сильно деформируют двойную спираль ДНК. Это проявляется в наруше-

нии тонкой структуры кривой плавления, и в более сильном уменьшении 

энтальпии перехода спираль-клубок по сравнению с цисплатином [2].  

Однако необходимо учитывать, что изменение температуры плав-

ления при платинировании зависит от структурных изменений как спи-

ральной, так и расплавленной форм ДНК. Внутрицепочечная сшивка 

трансплатина охватывает более длинный участок цепи ДНК по сравне-

нию с цисплатином и поэтому может вызвать более сильные ограниче-

ния в подвижности участка расплавленной ДНК, модифицированной 

трансплатином. Более сильное ограничение вызывает дополнительное 

уменьшение энтропии расплавленного состояния и энтропию перехода 

спираль-клубок ДНК [2]. Поскольку температура плавления равна отно-

шению энтальпии и энтропии перехода спираль-клубок (H/S), допол-

нительное уменьшение энтропии увеличивает температуру плавления 

[2].  
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Белки, циркулирующие в плазме крови, являются мишенями для ак-

тивных форм кислорода (АФК). Цель данной работы – изучение моди-

фикации бычьего сывороточного альбумина (БСА) и фибриногена (ФГ) в 

модельных системах под действием озона и системы Фентона (сФ) – 

смеси пероксида водорода и соли железа (II).  

Известно, что ФГ в 20 раз более чувствителен к окислительной мо-

дификации, чем другие основные белки плазмы – альбумин, иммуногло-

булины, трансферрин [1]. Относительно альбумина известна его способ-

ность перехватывать около 80% АФК плазмы крови, что позволяет рас-

сматривать альбумин как белковый антиоксидант и  как биологический 

маркер патологического окислительного стресса [2]. Генерация свобод-

ных радикалов оценивалась с помощью селективных ловушек – о-

фенилендиамина (о-ФДА), продукт окислительной модификации которо-

го имеет максимум поглощения на 420-455 нм, а также с использованием 

терефталевой кислоты (ТФК) и соли (ТФС), образующих при взаимодей-

ствии с гидроксильными радикалами и феррильными ионами флуорес-

цирующие продукты – гидрокситерефталаты.  

Проведена оценка влияния продолжительности инкубации образцов 

(БСА, ФГ, ТФК, ТФС, системы «белок + ТФС/ТФК»)  с источниками ге-

нерации АФК на спектры флуоресценции белков и продукта окисления 

ТФК/ТФС. Исследован эффект тушения флуоресценции триптофана бел-

ков при добавлении сФ, установлено, что его причиной является связы-

вание белками ионов железа [3]. При окислении озоном падение флуо-

ресценции триптофана белка – следствие окисления молекулярным озо-

ном. Проанализировано изменение спектров триптофана белка в зависи-

мости от количества озона (рис. 1). Показано образование битирозино-
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вых сшивок внутри молекул белков при индуцированном окислении 

(рис. 1) [4]. 

Методом ИК-спектроскопии продемонстрирована способность ТФК 

и ТФС осуществлять перехват гидроксильных радикалов в модельных 

системах индуцированного окисления, содержащих белок (рис. 2), в слу-

чае действия на белки озона [4]. 

Количество образующегося ОН*, оцениваемого по спектрам флуо-

ресценции окисленных продуктов ТФК/ТФС выше, чем при окислении 

сФ при равной модификации триптофана белков. Изменение рН (с 7,3 до 

6,7) не оказывает воздействия на модификацию триптофана ФГ под дей-

ствием сФ; при окислении озоном приводит к большей окислительной 

модификации, обусловленной различным количеством генерируемых 

АФК.  

Проведена оценка влияния растворителя (воды, фосфатного и Трис–

HCl буфера), концентрации и соотношения компонентов сФ, продолжи-

тельности инкубации железа (II) с белками, растворителем и о-ФДА на 

кинетику генерации свободных радикалов под действием сФ.  

 

 
Рис. 1. Cпектры флуоресценции, регистрируемые для образцов (волна 

возбуждения 310, 320 нм): 1,2,3 – триптофан ФГ (2,9 нМ), окисленного  

0, 0,2*10
-7

, 0,6*10
-7

 моль О3, соответственно; 4,5,6 – битирозинов ФГ 

(2,9 нМ), окисленного теми же количествами О3. 
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Рис. 2. ИК-спектры компонентов реакции: 1, 2 – спектр неокисленной 

ТФК (1,9
.
10

-3 
М) и окисленной озоном ТФК, соответственно, 3 – спектр 

фибриногена (5,9
.
10

-6
 М), окисленного в присутствие ТФК (1,9

.
10

-3
 М), 

4 – спектр фибриногена (5,9
.
10

-6
 М), окисленного в отсутствие ТФК. 

 

Проделанная работа поднимает методологическую проблему описа-

ния окислительной модификации белков под действием сФ. Причиной 

модификации белков признаются свободнорадикальные процессы, а тот 

факт, что белки способны вступать во взаимодействие с ионами железа, 

и это взаимодействие может предопределять протекание процесса окис-

ления, часто оказывается вне поля зрения исследователей.  

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ в рамках 

научных проектов № 16-34-60244 мол_а_дк и № 15-33-70019 

«мол_а_мос». 
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Понимание фундаментальных взаимодействий новых ультратонких 

форм углерода с биологическими молекулами, тканевыми структурами и 

целыми организмами является первоочередным как с точки зрения био-

медицинских приложений, так и охраны окружающей среды. В ряду уг-

леродосодержащих материалов, которые преобладают среди наномате-

риалов, встречающихся в окружающей среде, шунгитовый наноуглерод 

(ShC) представляет собой один из ярких примеров [1], поскольку он 

весьма специфичен, довольно широко распространен и активно внедря-

ется в различные биоактивные продукты не всегда с достаточным обос-

нованием. Важным обстоятельством, сложившимся в исследованиях ShC 

и его свойств в самое последнее время, является то, что все больше дан-

ных говорят о его принадлежности графеновому семейству [1]. Особен-

ности механизма биоактивности ShC малоизучены и недостаточно по-

нятны в отношении роли, которую играет наноуглерод, высвобождаемый 

непосредственно из шунгитовой породы в результате взаимодействия с 

водой. В связи с этим мы исследовали эффекты взаимодействия ShC с 

сывороточными альбуминами в водной нанодисперсии на предмет фрак-

ционного состава и структуры белка методом дифференциальной скани-

рующей калориметрии (ДСК).  

Термодинамические свойства коммерческого необезжиренного сы-

вороточного альбумина (СА) человека и быка изучались в водных нано-

дисперсиях ShC при концентрациях белка <1, 5 и 10 г/л с помощью мик-

рокалориметра NanoDSC (TA-Instruments). Использовались полученные 
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от фирмы Карбон-релиз стабильные водные дисперсии наночастиц ShC 

(ShCNP) c концентрацией углерода ~0.1 мг/мл, приготовленные согласно 

методике [2], охарактеризованнные с помощью спектрофотометрии UV-

Vis, рамановского рассеяния и динамического рассеяния света (ДРС). 

Размер ShCNP определяется максимумом кривой распределения интен-

сивности ДРС (Nanosizer NanoZS, Malvern) по размерам при 51 нм и по-

луширине 21 нм. 

На рисунке показаны примеры термограмм СА в водном растворе и 

в нанодисперсии ShC и их деконволюции, которые показывают, что по-

лученные термограммы могут быть описаны функцией, составленной из 

трех гауссовых слагаемых. Эти температурные зависимости парциальной 

молярной теплоемкости в целом подобны как по соотношению трех пе-

реходов, так и по их характеристикам, однако разрешенность переходов 

в присутствии ShC заметно повышается при всех исследованных концен-

трациях СА. Проявляется это как гораздо более выраженное низкотемпе-

ратурное плечо термограммы. При этом существенно изменяется: разни-

ца температур 1-го и 2-го переходов, с одной стороны, и 3-го перехода – 

с другой; соотношение энтальпий переходов в пользу 1-го и 2-го перехо-

дов. Это может означать изменение внутримолекулярных междоменных 

взаимодействий в белковых макромолекулах под влиянием межмолеку-

лярных взаимодействий с ShCNP, но следует учесть соотношение по-

верхностей контакта белка и наночастиц. Так, даже при сравнимых кон-

центрациях СА и ShC и размере наночастиц 50 нм, только малая доля 

процента всего белка в дисперсии оказывается в контакте с наночасти-

цей. Это не позволяет ожидать, что даже большие изменения в структуре 

при таком контакте столь малой доли белка приведут к наблюдаемым 

значительным изменениям формы термограмм. 

Другая возможность – это изменение соотношения фракций белка, 

различающихся по количеству и/или типу связанных жирных кислот 

(ЖК). Действительно, при неполном насыщении ЖК центров их связы-

вания на белке, как в коммерческом необезжиренном или полученном из 

плазмы крови доноров СА, наблюдается раздвоение пика теплопоглоще-

ния, причем при снижении насыщения соотношение интенсивностей пи-

ков существенно изменяется в пользу низкотемпературного пика [3]. 

Именно такого рода изменения формы термограмм в нанодисперсии ShC 

можно видеть на Рисунке. Это позволяет допустить, что повышение раз-

решенности пиков в присутствии ShC связано с изменением соотноше-

ния фракций белка с разным насыщением в сторону менее насыщенных 

жирными кислотами фракций, и, вероятно, с переносом ЖК с СА на 

ShCNP. Быстрый обмен, который имеет место между белковой «коро-
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ной» наночастицы и белком в растворе [4], обеспечивает при этом уча-

стие в переносе значительной или большей доли белка в нанодисперсии 

ShC, что определяет и существенный характер изменений формы термо-

грамм.  

 

 
Рисунок - Термограммы сывороточного альбумина человека (САЧ)  

(0,5 г/л; рН 5,5) (асимметричные кривые). Симметричные кривые и 

пунктир – гауссовы составляющие и их сумма. Слева – раствор САЧ, 

справа – САЧ в водной нанодисперсии шунгитового углерода ShC. 

 

Очевидно, здесь проявляется эффект, который используется в про-

цедуре очистки СА от ЖК с помощью активированного угля, однако в 

данном случае имеет место совершенно иное соотношение концентра-

ций: с преобладанием белка, а не углерода как при очистке. Это делает 

такой эффект значимым с точки зрения его влияния на связывание ли-

гандов, а, значит, и с физиологической точки зрения, если иметь в виду, 

например, транспортную функцию СА. 
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Значительное усиление индуцируемого УФ-светом разрушения 

триптофана в растворе и белках в присутствии хлороформа и других га-

логенорганических соединений сопровождается образованием новых фо-

топродуктов, спектры поглощения которых локализуются в длинновол-

новой УФ-области спектра [1]. Увеличение интенсивности достигающей 

поверхности Земли солнечной УФ-радиации и появление в заметных до-

зах излучения в области длин волн короче 300 нм остро ставит задачу 

исследования возможных его неблагоприятных медико-биологических 

эффектов.  

В связи с этим результаты исследований по влиянию на фотонику 

индольного хромофора в растворе, белках и биологических мембранах 

галогенорганических соединений – особо опасных загрязнителей окру-

жающей среды, продукты распада которых обладают канцерогенным, 

мутагенным  и эмбриотропным  действием, вызывают поражение печени, 

почек, ЦНС и других органов является весьма актуальным. Галогенорга-

нические соединения не поглощают УФ-излучение экологического диа-

пазона, но  оказывают влияние на фотонику различных хромофоров, как 

при непосредственной диссоциации, так и с помощью физической или 

химической сенсибилизации [2].  

В настоящей работе исследована возможность образования донор-

но-акцепторных систем на основе триптофана и галогенметанов в кле-

точных мембранах, реализующих фотоиндуцируемый перенос электро-

нов с синглетно-возбуждѐнных молекул продуктов разрушения трипто-

фана на молекулы галогенорганических соединений  с образованием ак-
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тивных радикалов.   При этом хлороформ-зависимые продукты фотораз-

рушения триптофана способны выступать в роли фотосенсибилизаторов 

повреждений биологических систем: аминокислот, белков, клеток. Ранее 

нами были получены данные по образованию в клеточных мембранах 

донорно-акцепторных комплексов на основе порфиринов и галогенмета-

нов с переносом электронов с синглетно-возбуждѐнных молекул сенси-

билизатора на молекулы акцептора (хлороформ, четырѐххлористый уг-

лерод). Образуемые радикалы галогенметанов проявляют высокую ак-

тивность в разрушительном действии на основные компоненты мембран 

– белки и липиды [3]. 

Добавление хлороформа в раствор триптофана приводит к значи-

тельному увеличению фотодеструкции аминокислоты, что проявляется в 

уменьшении оптической плотности при 280 нм. Поскольку добавление к 

раствору аминокислоты необлученного или облученного раствора гало-

генуглеводорода существенно не изменяет спектральные характеристики 

раствора,  увеличение фотодеструкции триптофана обусловлено влияни-

ем хлороформа на фотопроцессы в индольном хромофоре. Причѐм, хло-

роформ не является прямым катализатором фотопревращений аминокис-

лоты, а вызывает образование новых продуктов фотодеструкции трипто-

фана. При концентрации хлороформа 35 мМ интенсивность флуоресцен-

ции триптофана (10
-4 

М) уменьшается на ~30%, а квантовый выход фото-

разрушения триптофана, увеличивается в 9 раз.  
В основе данного процесса, вероятно, лежит перенос электрона от 

триптофана  в синглетном возбужденном состоянии на  молекулу  гало-

генуглеводорода с образованием химически активных радикалов послед-

него. Такое утверждение  подтверждает эксперимент по уменьшению 

скорости фоторазрушения триптофана в присутствии глутатиона, кото-

рый является перехватчиком промежуточных радикальных продуктов, 

появляющихся при облучении раствора аминокислоты в присутствии га-

логенметана (3). 

На рис. 1 представлена зависимость интенсивности флуоресценции 

триптофана в растворе от времени облучения длинноволновым УФ-

светом (λ>300 нм) при различных условиях. 

Как видно из рисунка, добавление в раствор аминокислоты хлоро-

форма приводит к значительному увеличению фотодеструкции трипто-

фана, что проявляется в снижении  интенсивности его флуоресценции. 
При тех же условиях хлороформ-независимые фотопродукты триптофа-

на сенсибилизируют разрушение менее 3% молекул данной аминокисло-

ты.  
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Рис. 1.  Зависимость интенсивности флуоресценции триптофана в рас-

творе от времени облучения длинноволновым УФ-светом: в присутствии 

хлороформ-зависимых продуктов фоторазрушения триптофана -1, в при-

сутствии хлороформ-независимых продуктов фоторазрушения трипто-

фана -2; в присутствии хлороформ-зависимых продуктов фоторазруше-

ния триптофана и 5·10
-3 

М азида натрия -3; раствор триптофана в Д20 -4. 

 

Для выяснения вопроса о механизме наблюдаемых фотосенсибили-

зируемых повреждений исследовалось влияние известного тушителя 

синглетного кислорода – азида натрия, и тяжелой воды Д20, увеличива-

ющей время жизни '02 в растворе. Как видно из рисунка, азид натрия вы-

зывает незначительное уменьшение, а тяжелая вода – выраженное  уве-

личение сенсибилизируемого хлороформ-зависимыми продуктами фото-

разрушения аминокислоты, что свидетельствует об участии синглетного 

кислорода в данном процессе.  

 Особый интерес представляло исследование возможности сенсиби-

лизации хлороформ-зависимыми продуктами триптофана фотоповре-

ждений клеток. Проведенные исследования действительно показали, что 

фоторазрушение триптофана в растворе на 20%, приводит к гибели 75% 

клеток (4).  

Полученные данные свидетельствуют о возможности образования 

донорно-акцепторных систем на основе триптофана и галогенметанов, 

реализующих фотоиндуцируемый перенос электрона с возбуждѐнных 

молекул сенсибилизатора на молекулы акцептора, способных повре-

ждать клетки. Таким образом, образуемые радикалы галогенметанов и  

галоген-зависимые фотопродукты триптофана способны сенсибилизиро-

вать повреждения аминокислот, белков и клеток при облучении длинно-
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волновым УФ-светом. Существенный вклад в такие фотосенсибилизиру-

емые повреждения вносят реакции, протекающие с участием синглетно-

го кислорода. 
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В работах [1-3], было показано, что под действием свободных ради-

калов кислорода из спиртов и сахаров получали ТБК-активные продук-

ты, которые при взаимодействии с двумя молекулами тиобарбитуровой 

кислоты (ТБК) при температуре 90-100°С, образуют окрашенный триме-

тиновый комплекс с максимумом поглощения при 532 нм.  

Обычно, триметиновый  комплекс образуется при взаимодействии 

МДА (малоновый диальдегид) с ТБК при прогревании раствора в тече-

нии 15 минут при температуре 90-100
о
С. 

В работе было изучено действие свободных радикалов на растворы 

гепарина с целью получения ТБК–активных продуктов. Гепарин отно-

сится к семейству гликозаминогликанов, его молекула содержит не-

сколько полисахаридных цепей связанных с общим белковым ядром.  

Свободные радикалы получали в водных растворах при действии 

ультразвука. Распространяясь в водной среде, ультразвуковые волны 
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оказывают действие, как носитель энергии – прямое (механическое) и 

опосредованное за счет образования активных частиц кислорода. По 

этой схеме действуют и другие высокоэнергетические излучения, напри-

мер, ионизирующее. Как известно, в этом случае опосредованное воз-

действие обусловлено образованием из водных молекул радикалов кис-

лорода. Поглощенная Н2О энергия приводит к образованию радикалов 

кислорода по схеме: 





 HHOOHOHW *
22  

Аналогичные продукты образуются при действии ультразвука на 

воду. Сделано предположение, что при взаимодействии гепарина с ради-

калами кислорода можно получить ТБК–активное вещество. 

Исследуемое вещество, раствор гепарина в кювете, помещали в тер-

мостат на излучатель ультразвука  ультразвукового аппарата и облучали 

ультразвуком в течении времени соответствующему плану эксперимен-

та. В термостате кювета с раствором и излучатель ультразвука омыва-

лись термостатирующей звукопроводящей жидкостью. В пробы с облу-

ченным (экспериментальным) и необлученным (контрольным) гепарином 

добавляли ТБК, и кипятили 15 минут. Для контрольных и эксперимен-

тальных, кипячѐных проб, определяли спектр поглощения на спектрофо-

тометре СФ-46 в диапазоне 500-550 нм. Спектр ТБК–активного вещества 

определяли вычитанием из спектра оптической плотности эксперимен-

тальной пробы спектр оптической плотности контрольной пробы. В экс-

перименте получены данные об образовании ТБК–активных продуктов 

из гепарина, имеющие максимум поглощения света на длине волны 532 

нм при взаимодействии с радикалами кислорода, которые возникают в 

водных растворах под действием ультразвуковых волн в диапазоне 530-

536 нм, что соответствует максимуму оптической плотности поглощения 

малонового диальдегида. 

В результате действия ультразвука  выход ТБК активных продуктов 

увеличивается от времени действия и концентрации вещества (рис. 1). 

Выход ТБК активных продуктов под действием ультразвука зависит 

от рН среды и температуры облучаемой среды (рис. 2). 

Экспериментально показана возможность получения ТБК активных 

продуктов из гепарина, а также определены условия их получения. На 

основании полученных экспериментальных данных в дальнейшем будет 

предложен вероятный механизм образования ТБК активного продукта. 
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Рисунок 1 – А – Спектр D оптической плотности поглощения ТБК 

активных продуктов, полученных из раствора Na –соли гепарина:  под 

действием ультразвука: 1 – 10 минут; 2 – 20 минут; 3 – 30 минут интен-

сивностью 2 Вт/cм
2
, частота 880 кГц. Б – Зависимость образования ТБК 

активного продукта, полученного из раствора Na –соли гепарина  под 

действием ультразвука : 20 минут интенсивностью 2 Вт/cм
2
, частота 880 

кГц от концентрации гепарина. Концентрация Na–соли гепарина мол.м. 

25 тыс 5 мл на 15 мл растворителя. рН-5,6. 

 

           А            Б 

  
Рисунок 2 – Зависимость образования ТБК активного продукта  полу-

ченного из раствора Na–соли гепарина: А – под действием ультразвука 

20 минут интенсивностью 2 Вт/cм
2
, частота 880 кГц от рН  среды. Б – 

под действием ультразвука 20 минут интенсивностью 2 Вт.|cм
2
, частота 

880 кГц от температуры облучаемой среды. Исходная концентрация Na–

соли гепарина мол.м. 25 тыс, 5 мл на 15мл растворителя. 
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Необходимость детального изучения механизмов образования и дез-

активации активных форм кислорода, в том числе синглетного молеку-

лярного кислорода (
1
O2),  обусловлена его использованием при фотоди-

намической терапии злокачественных и других новообразований. Нали-

чие собственной люминесценции 
1
O2 позволяет проводить прямой спек-

троскопический контроль его появления и исчезновения. Однако детек-

mailto:e.jarnikova@ifanbel.bas-net.by
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тирование синглетного кислорода ограничено низкими значениями кван-

товых выходов (γL) этого вида свечения в конденсированных средах. Ве-

личина сигнала напрямую связана с константой скорости (kr) спонтанно-

го излучательного перехода a
1
Δg→X

 3
Σg

- 
в молекуле кислорода [1]. Цель 

работы состояла в изучении влияния диэлектрических свойств среды на 

излучательную константу скорости перехода a
1
Δg→X

 3
Σg

-
 в молекуле 

кислорода. Для измерений использовали методы лазерной флуорометрии 

и лазерной кинетической абсорбционной спектроскопии. 

Исследования проводили в наборе органических растворителей с 

постепенно меняющимся показателем преломления среды, а также в би-

нарной смеси толуол-ацетон (рис. 1, табл. 1).  

 
Рисунок 1– Зависимость kr от n.  

Коэффициент корреляции R
2
=0.93: y=6.8х-8.8 

 

В качестве соединения-эталона выступал мезопорфирин IX димети-

ловый эфир (МП), который использовали в ацетонитриле, ацетоне, би-

нарной смеси толуол-ацетон, толуоле, 1,4-диоксане, бензоле, 2-

пропаноле, циклогексане и йодэтане. В водных растворах, дейтериро-

ванной воде, метаноле, ацетонитриле и этаноле использовали TMPyP
4+

. 
Квантовый выход фотосенсибилизированного образования молекулярно-

го синглетного кислорода для одного и того же фотосенсибилизатора в 

пределах погрешности измерений не изменяется при переходе от одного 

растворителя к другому. Методика эксперимента подробно описана в ра-

ботах [2, 3]. 
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В работе для анализа экспериментальных данных используется под-

ход, который включает в себя учет влияния на излучательную константу 

скорости kr, как внутренних квантово-механических свойств молекулы-

излучателя, так и свойств окружающей среды, таких как плотность фо-

тонных состояний и фактор локального поля (f),  равный отношению 

напряженности локального поля к напряженности макроскопического 

электромагнитного поля [4]. 

 

Таблица 1 – Абсолютные значения констант  скоростей (kr), квантовый  

выход  люминесценции  (γL) и время  жизни (τΔ) 
1
O2 

Растворитель n kr, с
-1 

γL, ∙10
-5 

τΔ, мкс 

D2O 1.328 0.16 1.09 68 

H2O 1.333 0.16 0.06 3.8 

Метанол 1.334 0.42 0.39 9.5 

Ацетонитрил 1.345 0.49 3.26 68 

Ацетон 1.359 0.56 2.91 53 

Этанол 1.364 0.50 0.64 13 

2-пропанол 1.378 0.49 1.06 22.1 

Толуол-ацетон (20/80) 1.386 0.72 3.27 46 

n-гептан 1.389 0.72 2.15 30.3 

Толуол-ацетон (40/60) 1.415 0.89 3.61 41 

1,4-диоксан 1.424 0.62 1.74 26.7 

Циклогексан 1.428 0.62 1.35 22.2 

Толуол-ацетон (60/40) 1.444 1.07 3.78 36 

Толуол-ацетон (80/20) 1.473 1.27 3.97 32 

Толуол 1.497 1.44 4.26 30 

Бензол 1.503 1.53 4.7 30.9 

Йодэтан 1.515 1.58 6.96 44.6 

Бензонитрил 1.529 1.58 3.35 21.5 

 

Излучательная константа скорости спонтанного испускания молеку-

лярного синглетного кислорода достаточно хорошо коррелируют с ли-

нейной зависимостью от показателя преломления среды (рис. 1). По-

скольку, фактор локального поля, является функцией от показателя пре-

ломления среды, и с учетом линейной зависимости kr от n, можно пред-

положить, что эта зависимость будет носить также линейный характер. 

Кроме того, kr  пропорциональна квадрату дипольного момента (μ
2
) пере-

хода a
1
Δg→X

 3
Σg

- 
 в среде (μ >> μ0) [4], который, в свою очередь, как мы 

предполагаем, зависит от величины поляризуемости среды. Однако 
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необходимо отметить, что это вывод носит в некоторой мере качествен-

ный характер, т.к. отсутствует строго теоретическое выражение, связы-

вающее дипольный момент перехода a
1
Δg→X

 3
Σg

- 
и поляризуемость сре-

ды.  

Анализ полученных результатов показывает, что зависимость излу-

чательной константы скорости от диэлектрических свойств среды опре-

деляется следующими эффектами: 

 прямым влиянием показателя преломления, обусловленного плотно-

стью фотонных состояний; 

 непрямым эффектом через фактор локального поля, который является 

функцией от показателя преломления; 

 непосредственным взаимодействием молекулы синглетного кислорода 

с молекулой среды (одной или несколькими), в результате которого 

нарушается симметрия молекулы кислорода, что приводит к усилению 

дипольного момента перехода a
1
Δg→X

 3
Σg

-
, и как следствие к увеличе-

нию излучательной константы скорости люминесценции 
1
O2. 
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Синтез белка – это сложный многостадийный процесс, который 

протекает во всех живых клетках. Он происходит с участием молекул 

тРНК и мРНК. Основными функциями тРНК является отбор и транспор-

тировка аминокислот к месту синтеза белка. Каждой аминокислоте соот-

ветствует своя тРНК. Присоединение аминокислот к тРНК катализируют 

ферменты аминоацил-тРНК-синтетазы, каждый из которых присоединя-

ет определенную аминокислоту к соответствующей тРНК. АТФ высту-

пает в качестве источника энергии [1]. 

Как известно, все аминокислоты являются левыми. В основе тРНК, 

наоборот, лежат правые сахара. Третичная структура тРНК также явля-

ется правой. Таким образом, правая по первичной и третичной структу-

рам молекула тРНК взаимодействует только с левыми аминокислотами. 

Эта особенность возникла в ходе эволюции и может быть связана с про-

странственной структурой молекул. В модельной системе, имитирующей 

добиологическое неферментативное аминоацилирование молекулы – 

предшественника тРНК, была обнаружена хиральная селективность пра-

вых тРНК по отношению к левым аминокислотам. Поскольку энергии 

связи L- и D-энантиомеров аминокислот с правыми тРНК одинаковы, 

причины такой селективности имеют кинетический характер. В присут-

ствии ионов натрия и магния боковая цепь правых аминокислот нахо-

дится очень близко к 3‘-ОН группе миниспирали модельной тРНК, в то 

время как боковые цепи левых аминокислот находятся на значительном 

расстоянии от этой группы и не мешают протеканию реакции, при этом 

скорость реакции не зависит от размеров боковой цепи [2]. 

На данный момент сложно определить конкретный физический фак-

тор, который мог бы повлиять на выбор D-рибозы, а не L-рибозы при со-

здании РНК. Возможно, это произошло в результате важного эволюци-

онного «решения», которое было сделано случайно. тРНК, состоящая из 

правых молекул рибозы, определяет гомохиральность в реакции аминоа-

цилирования тРНК, приводящую к гомохиральности белков, состоящих 

из L-аминокислот [3]. Данная гипотеза является продолжением развива-
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ющейся концепции о знакопеременных хиральных иерархиях: система 

имеет тенденцию к формированию последовательности иерархических 

уровней с изменяющимся знаком хиральности заново образующихся 

структур и с увеличением их относительного масштаба. Это было 

наглядно продемонстрировано в наших более ранних работах на примере 

устройства ДНК и белков: правая дезоксирибоза – левые нуклеотиды – 

правая двойная спираль ДНК – левая суперспираль. Аналогично в бел-

ках: левые аминокислоты, правые альфа-спирали и т.д. [4, 5]. 

При рассмотрении ДНК-белковых структур также можно выделить 

несколько наиболее интересных объектов с точки зрения взаимодействия 

хиральных объектов различных иерархических уровней. 

При исследовании надмолекулярных структур прослеживается вза-

имодействие правых субъединиц. Это можно наглядно продемонстриро-

вать на примере взаимодействия TAL-эффектора с ДНК в модели из [6]. 

Правозакрученная ДНК взаимодействует с правой суперспиралью, со-

стоящей из нескольких небольших α-спиралей (рис.1). 

 

 
Рисунок 1. Взаимодействие TAL-эффектора с ДНК [6]. 

 

Еще одним ярким примером взаимодействия хиральных структур 

является взаимодействие по типу «лейциновая молния». «Лейциновая 

застѐжка» образует димерный белок благодаря связыванию двух 

параллельных α-спиралей подобно застѐжке-молнии [6]. В таком случае 

правая ДНК взаимодействует с левозакрученными α-спиралями, которые 

в свою очередь являются правыми. То есть наблюдается взаимодействие 

правой третичной структуры ДНК и левой третичной белковой 

структуры. Тот же самый принцип взаимодействия наблюдается и при 

взаимодействии транскрипционного фактора Myc с ДНК (рис. 2) [6].  
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4.  
Рисунок 2. Комплекс ДНК и транскрипционного фактора Myc [6]. 

 

Данные, представленные в работе, позволяют по-новому взглянуть 

на взаимодействие нуклеиновых кислот и белков. Дальнейшее развитие 

идеи о связи хиральности с пространственной структурой различных 

комплексов белков и нуклеиновых кислот поможет понять важнейший 

физический аспект молекулярной биологии, касающийся фолдинга, свя-

зи структуры и функции биомакромолекул, а также эволюционные 

принципы развития сложных систем с хиральной иерархичностью. 
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Со времени открытия Уотсоном и Криком ДНК-структуры в виде 

двойной спирали [1], так называемой канонической B-формы, или B-

ДНК, были получены экспериментальные доказательства существования 

структур, отличных от классической  B-формы [2]. К таким структурами 

относятся структуры стебель-петля (известные также как шпильки или 

крестообразные структуры), триплексы, квадруплексы, A-ДНК, H-ДНК, 

Z-ДНК и другие.  

Важная роль вторичных структур ДНК была показана для разных 

геномных процессов, от бактерий до человека. Было показано, что струк-

туры стебель-петля могут функционировать как терминаторы, аттенюа-

торы, промотеры и рекогниционные элементы [3-5]. В настоящей работе 

мы рассматриваем отдельный тип вторичных структур  – структуры сте-

бель-петля. Данные структуры могут образовываться в местах палин-

дромных участков последовательностей ДНК или РНК и образовывать 

шпильку в одинарной последовательности или крестообразную структу-

ру в двойной спирали.  

Ранее нами были проаннотированы геномы бактерий палиндромны-

ми структурами (аннотация доступна на сайте www.dnapunctuation.org). 

Распределение этих структур по геному показало, что в геноме бактерий 

гены транскрипционных факторов (ТФ) и их окрестности статистически 

значимо обогащены структурами стебель-петля. Профили плотности по-

крытия структурами стебель-петля межгенных областей, прилегающих 

непосредственно к гену, выявили наличие шпилек как в терминаторных, 

так и в промотерных областях. Хорошо известно, что у бактерий шпиль-

ки часто служат терминаторами транскрипции, однако роль шпилек в 

промотерной области еще плохо изучена. 

Транскрипционные факторы – это гены, кодирующие белки-

регуляторы множества генов, кодирующих разнофункциональные белки. 

ТФ обычно связываются с промотерными последовательностями ДНК в 

областях до 50 нуклеотидов отстоящих от сайта. Однако, остается от-

http://www.dnapunctuation.org/
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крытым вопрос, как осуществляется регуляция самих транскрипционных 

факторов. 

Существуют экспериментальные данные, подтверждающие влияние 

вторичных структур на уровень экспрессии кластера генов [6]. В данной 

работе было показано, что шпилька между генами arsC и arsD сильно 

влияет на экспрессию кластера, но механизмы действия пока еще плохо 

изучены. Аналогично, регуляция оперона dra-nupC-pdp у бактерии Bacil-

lus subtilis происходит с посредством шпильки, располженной в промо-

терной области оперона [7]. 

Целью настоящей работы является определение подкласса авторе-

гуляторных ТФ, чья регуляция осуществляется структурами стебель-

петля. Для этого был произведен анализ транскрипционной регулятор-

ной сети бактерии Bacillus subtilis, из которой были вычленены элементы 

с положительной и отрицательной обратной связью, в которых участву-

ют ТФ. Также были определены ТФ, которые потенциально регулируют-

ся структурами стебель-петля. 

Для этого сначала с посредством эволюционного алгоритма был 

определен статистически значимый набор параметров структуры сте-

бель-петля в промотерных областях ТФ. В эволюционном алгоритме был 

использован критерий согласия Пирсона для направленной селекции 

(чем больше значение критерия, тем лучше набор параметров шпильки). 

Критерий согласия Пирсона считался для двух вариантов выборок: ТФ 

противопоставлялись всем остальным генам B.subtilis и все авторегуля-

торные ТФ (ТФ с петлей обратной связи) – всем остальным ТФ. 

В случае выборки второго типа с помощью эволюционного алго-

ритма был найден такой набор параметров, что характеризуемые им 

шпильки были найдены в промотерных областях генов ТФ с петлей об-

ратной связи, а во всех остальных ТФ структуры стебель-петля отсут-

ствовали в принципе. Этот результат говорит в пользу возможной регу-

ляторной роли шпилек, находящихся в промотерных областях ТФ. 

Для выборок первого типа было обнаружено 27 генов, имеющих 

шпильку с определенным набором параметром в промотерной области. В 

этом случае гены можно было разбить на четыре основных группы: 

имеющие идентичную шпильку с идентичными координатами (12 генов), 

имеющие идентичную шпильку с идентичными координатами (4 гена), 

имеющие идентичную шпильку с идентичными координатами (тоже 4 

гена) и все остальные (7 генов). 

В первом случае (12 генов) было обнаружено, что вся исследуемая 

промотерная область (100 нуклеотидов) почти абсолютно идентична у 

этих 12 генов, хотя гены имеют разные функции (резистентность к мы-
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шьяку, регуляция уровня фруктозы и т.д.) и находятся в разных штаммах 

B.subtilis. Вторая и третья группы (по 4 гена) имеют аналогичное свой-

ство (почти абсолютная идентичность исследуемой промотерной обла-

сти). Четвертая же группа не имеет каких-то явно выраженных общих 

свойств. 

Полученные результаты свидетельствуют о важной роли структур 

стебель-петля в авторегуляторных циклах ТФ. Требуется дальнейшие ис-

следования генетической сети и усовершенствования методов эволюци-

онного алгоритма для поиска статистически значимых структур в промо-

терных областях ТФ. 
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Супрамолекулярная химия представляет собой интенсивно развива-

ющуюся область фундаментальной и прикладной науки, связанную с 

изучением условий формирования, а также физико-химических и биоло-

гических свойств комплексных структур различного состава и морфоло-

гии. К этому направлению следует отнести исследования мультимолеку-

лярных систем на основе тетрапиррольных соединений (димеры, триме-

ры, пентады, дендримеры, порфириновые нанотрубки  и т.д.) [1, 2]. Та-

кие объекты являются хорошими моделями для детального исследования 

путей и механизмов протекания первичных фотопроцессов в фотосинте-

тических комплексах in vivo, а также представляют интерес для нано- и 

биотехнологий.  

В докладе представлены  экспериментальные спектрально-флуорес-

центные и кинетические характеристики триады, содержащей метили-

рованный дейтеропорфирин  Dp(OMe)2, триптофан и хинон (Trp-

Dp-Q, см. структуру на рис. 1), а также диад «дейтеропорфирин-хинон» 

(Dp-Q) и «триптофан-дейтеропорфирин» (Trp-Dp). На основании полу-

ченных результатов проведен сравнительный теоретический анализ ме-

ханизмов релаксации возбужденных состояний в таких комплексах (пе-

ренос энергии, ПЭ, и фотоиндуцированный перенос электрона, ФПЭЛ) и 

рассчитаны основные параметры этих процессов. 

Оптимизация структуры триады Trp-Dp-Q проводилась по програм-

ме  HyperChem 7.0 Pro (Methods AM1 and PM3). Вследствие сложности 

системы и гибкости ковалентного мостика геометрия триады определя-

ется вращением вокруг ковалентных связей спейсера. Расчет конформа-

ции с наименьшей энергией осуществлялся последовательным измене-

нием (от 0 до 350 с шагом 10) пары торсионных углов ковалентного 

мостика для нахождения областей с наименьшей энергией. После опти-

мизации, полученной конформации методом Ньютона-Рафсона (гради-

ент 0,01 ккал/(Амоль)), окончательная оптимизация молекулярной 

структуры осуществлялась при помощи метода Флитчера-Ривса. Расчеты 
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показали, что в предпочтительной конформации триады триптофан и хи-

нон находятся по разные стороны плоскости порфирина (рис. 1), причем 

хиноновая субъединица практически параллельна плоскости порфирина 

(угол 1-3, расстояние между плоскостями d3.45Å), а аминокислотная 

располагается под углом 45-50 (d3.14Å). Выполненные эксперименты 

и их анализ дают возможность сопоставить теоретические оценки пара-

метров ПЭ и ФПЭЛ с результатами, полученными из экспериментальных 

данных для этих процессов.  

 

 
Рисунок 1. Оптимизированная структура триады Trp-Dp-Q, схема элек-

тронных состояний и пути дезактивации возбужденных состояний. 

 

Установлено, что в различных растворителях спектры поглощения 

(270-700 нм) диад и триады практически совпадают с суммарными спек-

трами индивидуальных компонент, т.е. взаимодействия между Dp, Trp и 

Q в основном электронном S0-состоянии отсутствуют. Параметры флуо-

ресценции порфириновой субъединицы Dp в составе диад практически 

совпадают с таковыми, полученными для индивидуального Dp, внутри-

молекулярные константы скоростей дезактивации возбужденного S1-

состояния порфиринового фрагмента в составе диад с Trp не изменяют-

ся.  

Показано, что наличие молекулы Q (акцептора электрона) в составе 

диады Dp-Q и триады Trp-Dp-Q приводит к уменьшению квантового вы-

хода флуоресценции Dp и сопровождается сокращением длительности 

S1-состояния порфирина по отношению к свечению индивидуального 

порфирина. Это тушение слабо зависит от полярности растворителя. 

Обосновано, что неэкспоненциальный характер затухания и слабая зави-

симость тушения флуоресценции Dp от полярности растворителя в диаде 

и триаде, содержащих акцептор электрона хинон, обусловлены конфор-

мационной динамикой этих систем вследствие гибкости ковалентного –
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СН2–СН2–СОО– спейсера. В результате, при 295 К в растворителях с 

различными физико-химическими свойствами (полярность, вязкость и 

т.д.) может реализоваться несколько типов конформаций с варьируемы-

ми расстояниями между взаимодействующи-ми хромофорами. На осно-

вании сопоставления экспериментальных данных и теоретических расче-

тов обосновано, что процесс ФПЭЛ от порфирина на хинон в составе 

диады и триады (см. схему на Рис. 1) является неадиабатическим и отно-

сится к «нормальной области» в рамках полуклассической теории Мар-

куса. Полученные вероятности ФПЭЛ DpQ составляют 

kФПЭЛ=1.710
7
2.210

8
 с

-1
. Уменьшение вероятности ФПЭЛ при переходе 

от диады Dp-Q к триаде Trp-Dp-Q свидетельствует о существенных сте-

рических взаимодействиях между гибкими фрагментами триады, содер-

жащими Trp и Q. 

Обнаружено, что при 295 К в тетрагидрофуране переход от диады с 

одной молекулой триптофана (Trp-Dp) к диаде, содержащей две молеку-

лы аминокислоты (Trp-Dp-Trp), энергетическое взаимодействие Trp и Dp 

в диадах проявляется в почти 2
х
-кратном усилении свечения Dp по от-

ношению к индивидуальному порфирину такой же концентрации (сен-

сибилизация акцептора энергии) и одновременном тушении флуорес-

ценции Trp. Совокупность полученных экспериментальных фактов и 

проведенных расчетов свидетельствует о том, что в диадах Trp-Dp и Trp-

Dp-Trp реализуется эффективный диполь-дипольный синглет-

синглетный ПЭ Trp(D)Dp(А) с эффективностью ФПЭ0.650.90 при 

расстояниях между донором и акцептором rDA1519 Å и критическом 

расстоянии переноса R0=40.1Å (схема на Рис.1).  

Экспериментальные вероятности процессов ПЭ и ФПЭЛ в рассмат-

риваемых комплексах хорошо коррелируют с теоретическими расчетами 

с учетом геометрических параметров для оптимизированных структур и 

вариации этих параметров за счет стерических взаимодействий между 

молекулярными фрагментами.  

Финансовая поддержка работы: ГПНИ «Конвергенция - 2020 3.0.3». 
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Нами разработана методология формирования по принципу «снизу-

вверх» («bottom-up») наноразмерных мультпорфириновых структур, ос-

нованная на одновременном использовании ковалентного связывания и 

самосборки нековалентного характера за счет двухточечного коорди-

национного взаимодействия по принципу «замок-ключ», и методами 

стационарной и кинетической лазерной спектроскопии показано, что пе-

ренос энергии (ПЭ) и электрона (ФПЭЛ) играют ключевую роль в дина-

мике релаксационных процессов в таких комплексах [1]. 

Несмотря на определенные успехи в экспериментальном плане, рас-

чет динамики возбужденных состояний электронов или экситонов в та-

ких мультипорфириновых комплексах не является окончательно решен-

ным.  Для количественного теоретического анализа полученных нами ре-

зультатов для триад порфиринов (Рис. 1) представляется целесообразным 

воспользоваться ХШР-формализмом [3], в котором учет влияния колеба-

тельных степеней свободы проводится на основе стохастического изме-

нения энергии электронных состояний. 

В качестве модели для триады рассматривается трехуровневая си-

стема с участием возбужденных состояний (Рис. 1). Расчет взаимодей-

ствия электронных состояний с колебательными модами определяются 

следующими факторами: 1) Колебательная релаксация значительно 

быстрее процессов ПЭ и ФПЭЛ (экспериментально наблюдаемые кине-

тики не проявляют динамических эффектов в диапазоне времен 120 фс-

1.4 пс, обусловленных колебательно подструктурой. 2) Высокая час-тота 

колебаний реакционной координаты (моды) по сравнению с реорга-
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низацией. 3) Безбаръерная конфигурация энергетических потенциальных 

кривых для состояний 1, 2, 3 отсутствует. Соответственно, в рамках 

этой модели динамика возбужденных состояний Лиганд....Димер1 *1 ,
 

*1Лиганд...Димер2   описывается уравнением движения для соответст-

вующей редуцированной матрицы плотности без учета колебательной 

структуры электронных состояний 
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В данном случае гамильтониан триады SH  включает энергии E со-

ответствующих состояний и энергии взаимодействия между ними (cou-

plings),      1

B 1exp


 Tk/n    - распределение Бозе-Эйнштейна,   - 

константа затухания, индексы .,,,, 321  Для удобства в численных 

расчетах параметр  и населенность соответствующей моды бассейна 

d=n() заменяется диссипативным переходом d= n() и 

соответствующей дефазировкой =k (d + d)/2. В такой модели пор-

фириновая триада описывается в соответствующих поверхностях потен-

циальной энергии в пространстве с одной координатой реакции, которая 

отражает поляризацию растворителя, индуцированную полем триады. 

 

 

Рисунок 1. Структуры димера ZnPD, экстра-лиганда  H2P и триады, а 

также схема возбужденных состояний S1(D), S1(A), CT и фотоиндуци-

рованных релаксационных процессов триаде: а) слабый диссипатив-

ный перенос энергии, b) последовательный перенос электрона, с) сла-

бый когерентный диссипативный перенос заряда. 
 

Расчеты в рамках рассматриваемой модели ХШР показывают, что 

конкуренция процессов ПЭ и ФПЭЛ приводит к сложной динамике ре-
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лаксационных процессов в триаде. На временном интервале   tФПЭЛ t  S 

система достигает квазитермического равновесия между возбужденным 

состоянием 2 и близко лежащим состоянием с переносом заряда СТ 3. 

В рассматриваемом нами случае представляет интерес расчет равновес-

ной населенности PDA*=33 состояния 2, который можно численно реа-

лизовать методом ХШР. С учетом найденных теоретических параметров 

для электронных и электронно-колебательных взаимодействий в рас-

сматриваемой триаде расчеты показали, что равновесная населенность 

PDA*( ) убывает в двух случаях: 1) при понижении (стабилизации) энер-

гии СТ-состояния (инду-цированная ростом полярности растворителя) и 

2) с понижением темпе-ратуры (т.е. уменьшением термического заселе-

ния локально-возбуж-денного состояния 2 из СТ-состоянием 3.  

 
Рисунок 2. Сопоставление экспериментальных данных (черные точки) и 

теоретических расчетов (пунктирные линии) зависимости интенсивности 

флуоресценции экстра-лиганда H2P в составе триады от температуры (А) 

и полярности (Б) растворителя. 

 

Как видно из Рис. 2, теоретические зависимости равновесной насе-

ленности PDA*( ) локально-возбужденного синглетного состояния 

экстра-лиганда
 

*1Лиганд...Димер2   от температуры и полярности 

окружения находятся в разумном соответствии с наблюдаемым в экспе-

рименте тушением флуоресценции экстра-лиганда H2P(m^Pyr)2-(iso-

PrPh)2 в составе триады (ZnOEP)2PhH2P(m^Pyr)2-(iso-PrPh)2 с ростом 

температуры и объемного содержания ацетона в толуоле.Расчеты пред-

сказывают, что при высокой концентрации ацетона изменение темпера-
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туры может индуцировать переход от когерентного к некогерентному 

типу зависимости. 

Финансовая поддержка работы: ГПНИ «Конвергенция - 2020 3.0.3». 
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ КУРКУМИНОИДОВ С НАТИВНЫМ 
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В последнее десятилетие проводятся интенсивные исследования 

биологически активных веществ (БАВ), содержащихся в корнях куркумы 

(Curcuma longa L.). Основными БАВ куркумы являются  диарилгептано-

иды – куркумин (С), деметоксикуркумин (DMC) и бисдеметоксикурку-

мин (BDMC), а также эфирное масло. Кроме этих трех основных курку-

миноидов описан ряд их производных, содержащихся в корне куркумы в 

минорных количествах [1]. Препараты куркуминоидов обладают различ-

ными биологическими активностями: антиоксидантной, противораковой, 

антирадикальной, гепатопротекторной и пр. Лекарственные композиции 

на основе БАВ куркумы обладают высоким терапевтическим потенциа-

лом. Однако эффективность применения препаратов на основе куркуми-

на ограничена крайне низкой водорастворимостью куркуминоидов и их 

невысокой термо- и фотостабильностью [1]. Возможным путем решения 

проблемы может являться получение комплексов включения куркумино-

идов с макроциклическими олигосахаридами [2]. 
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Целью работы являлось изучение взаимодействие куркуминоидов с 

нативным и модифицированным бета-циклодекстрином и определение 

влияния циклодекстринов на растворимость куркуминоидов в воде. 

Материалы и методы исследования. 

В качестве объекта исследования был взят препарат суммарной 

фракции куркуминоидов (полученный из корней Curcuma longa L.). В 

работе использовались бета-циклодекстрин (BCD, M.в. = 1134,98 г/моль, 

«Sigma»), 2-гидроксипропил-бета-циклодекстрин (HPBCD, М.в. = 1396 

г/моль, «Sigma»), спирт этиловый технический (96%, марка «Экстра-М», 

ГОСТ 18300-87, ОАО «Белхим»), вода деионизированная MiQ, ацетон 

(ч.д.а., гост 2603-79, ЗАО «Экос-1»), петролейный эфир 50/70 (ТУ 0251-

001-44995515-08, ООО «МНПП Химфа»), ацетонитрил (HPLC Gradient 

grade, Fisher Chemical), уксусная кислота ледяная (ХЧ, ГОСТ 61-75, АО 

«Реахим»). 

Экстракцию куркуминоидов проводили в аппарате Сокслета в тече-

ние 5 часов ацетоном при температуре 60°С, при соотношении сы-

рье:экстрагент 1:8. Полученный экстракт сконцентрировали на роторном 

испарителе при пониженном давлении и получили олеорезин. Суммар-

ная фракция куркуминоидов была выделена методом перекристаллиза-

ции при растворении олеорезина корня куркумы в петролейном эфире 

[3]. Анализ состава полученного препарата куркуминоидов, раствори-

мость в деионизированной воде при pH 5,7 и 30 °С и соотношение кур-

куминоидов в водном растворе проводили методом ВЭЖХ с использова-

нием хроматографической системы Agilent 1100/1200 Series на обратно-

фазной колонке Zorbax SB-C18 (3.5 мкм, 4.6х250 мм) в изократическом 

режиме; компоненты подвижной фазы – вода/ацетонитрил/уксусная кис-

лота; скорость потока 1 мл/мин. Детекцию куркуминоидов проводили на 

длине волны 425 нм. Концентрацию куркуминоидов в образцах опреде-

ляли методом калибровочных кривых, построенных для индивидуальных 

куркуминоидов: бисдеметоксикуркумина (BDMC), деметоксикуркумина 

(DMC) и куркумина (С). Стандарты веществ куркуминоидов были полу-

чены методом препаративной ТСХ. Анализ взаимодействия компонентов 

препарата куркуминоидов с BCD и HPBCD в водном растворе проводили 

с использованием метода фазовой растворимости. Оценку растворимости 

образующихся комплексов включения (кавитатов) куркуминоидов с цик-

лическими олигосахаридами проводили путем определения типа кривой 

фазовой растворимости [4]. 

Результаты и их обсуждение. 

Полученные экспериментальные данные позволили установить, что 

растворимость куркуминоидов после инкубации 2 мг препарата в 3 мл 
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деионизированной воды при интенсивном перемешивании в течение 24 

часов при pH=5,7 и температуре 30 °С составила 0,105 мг/л. С использо-

ванием метода ВЭЖХ было установлено, что в растворенной фракции 

куркуминоидов доля BDMC, DMC и C составила 65,53%, 22,98% и 

11,49% соответственно. При инкубировании препарата куркуминоидов в 

системе с разными концентрациями BCD была достигнута максимальная 

растворимость куркуминоидов – 23,43 мг/л при концентрации BCD 21,32 

мМоль/л. При этом доля BDMC, DMC и C составила 82,1%, 14,8% и 

3,1% от общего количества растворившихся куркуминоидов соответ-

ственно. Дальнейшее увеличение концентрации BCD в системе было 

ограничено растворимостью BCD при данных условия. 

При инкубировании препарата куркуминоидов в системе с разными 

концентрациями HPBCD была достигнута растворимость куркуминоидов 

– 389,12 мг/л при концентрации HPBCD 100 мМоль/л. При этом доля 

BDMC, DMC и C составила 34,38%, 30,32% и 35,3% от общего количе-

ства растворившихся куркуминоидов соответственно. Исходя из графика 

фазовой растворимости, предел растворимости препарата куркуминои-

дов не был достигнут при данных условиях. Следует отметить, что соот-

ношение куркуминоидов в водной фазе меняется с увеличением концен-

трации HPBCD в системе, а при увеличении концентрации BCD – соот-

ношение куркуминоидов в водной фазе сохраняется практически неиз-

менным. 

Анализ диаграммы фазовой растворимости показал, что раствори-

мость куркуминоидов возрастает с увеличением концентрации BCD и 

HPBCD в системе, что позволяет сделать вывод о формировании ком-

плексов включения куркуминоид:циклодекстрин. При этом, цикло-

декстрины выступают в качестве вещества «хозяина», в гидрофобные 

полости молекул которых встраиваются неполярные участки молекул 

вещества «гостя». В случае внесения в систему BCD, диаграмма фазовой 

растворимости имеет характер Bs-типа, в связи с низкой растворимостью 

самого BCD и образованием малорастворимых кавитатов куркуминоидов 

с циклодекстрином. В случае использования в качестве солюбилизиру-

ющего агента HPBCD, были получены кривые фазовой растворимости 

А-типа, что свидетельствует об образовании высокорастворимых ком-

плексов включения. 

Таким образом, в водных растворах происходит конкурентное взаи-

модействие куркуминоидов с BCD и HPBCD. При внесении в систему 

BCD наблюдается увеличение растворимости препарата куркуминоидов 

более чем в 220 раз, а в случае HPBCD – более чем в 3700 раз, по сравне-
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нию с растворимостью препарата куркуминоидов при указанных услови-

ях в деионизированной воде в отсутствие циклодекстринов. 
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Загрязнение окружающей среды различными поллютантами: радио-

нуклидами, нитросоединениями, пестицидами и другими токсичными 

веществами, приводит к появлению их в пищевых продуктах. Эти веще-

ства могут попадать и накапливаться во внутренней среде организма. 

Одними из самых опасных загрязнителей экосистемы являются тяжелые 

металлы. В качестве объектов исследования были выбраны кобальт и 

свинец, так как они в значительных объемах используются в промыш-

ленном производстве и в результате накопления во внешней среде пред-

ставляют серьезную опасность вследствие высокой биологической ак-

тивности и токсичности [1]. Попадание и накопление в организме чело-

века ионов этих металлов приводит к различным заболеваниям, и, преж-

де всего, повреждается печень, как орган, который выполняет барьерную 

функцию между внешней и внутренней средой организма. Одними из 

основных лекарственных средств, применяемых для профилактики и ле-
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чения заболеваний печени, являются гепатопротекторы. Среди них ши-

роко используются лекарственные средства на основе комплекса биоло-

гически активных веществ, получаемых из экстракта плодов расторопши 

пятнистой (Sylibum marianum L. Gaertn.) [2]. Плоды расторопши пятни-

стой богаты флаволигнанами – веществами, относящимися к группе фе-

нилпропаноидных соединений, сумма которых называется силимарином. 

Преобладающими флаволигнанами, содержащимися в силимарине явля-

ются: силибинин, силикристин и силидианин [3]. В исследованиях in 

vitro и in vivo установлено, что силимарин и входящие в его состав фла-

волигнаны проявляют ряд важных биологических активностей. Актуаль-

ным является поиск новых активностей, свойственных данным соедине-

ниям. Поскольку флаволигнаны обладают гепатотропностью, представ-

ляется перспективным обнаружение и характеристика хелатирующих 

свойств этих веществ для определения гепатопротекторного действия 

при токсическом воздействии тяжелых металлов на организм человека.  

Цель нашей работы состояла в определении хелатирующей активно-

сти флаволигнанов: силибиниа, силикристина и силидианина в отноше-

нии ионов кобальта (II) и свинца (II).  

Методы исследования. В работе использовали спектрофотометриче-

ские методы: процесс комплексообразования сопровождался изменения-

ми в спектрах поглощения нативных флаволигнанов. Определение сте-

хиометрических соотношений лигандов и ионов металлов проводили по 

методу Остромысленского-Джоба (метод непрерывных изменений или 

изомолярных серий) и по методу Бента-Френча [4]. Прочность получен-

ных комплексов оценивали по величине константы их образования. Кон-

станты образования комплексных соединений флаволигнанов с ионами 

металлов были определены по уравнению Накагуры [5].  

Результаты и обсуждения. Показано, что флаволигнаны обладают 

способностью связывать ионы кобальта (II) и свинца (II). При соэкспо-

нировании в метаноле силибинин, силикристин и силидианин образуют 

комплексные соединения с ионами этих металлов в соотношении 3:2.  

Процесс образования комплекса сопровождается изменениями спек-

тральных характеристик исходных флаволигнанов. Известно, что в спек-

тре поглощения нативных флаволигнанов присутствуют две характерные 

полосы: I – в области 320–420 нм и II – в области 240–285 нм. Полоса I 

обусловлена поглощением В-кольца, а полоса II – кольца А. Для прове-

дения спектральных исследований комплексообразования готовили се-

рию растворов с постоянной концентрацией флаволигнана (1х10
-

3
 моль/л) и возрастающей концентрацией ионов кобальта (II) и свинца 

(II). Измерение оптической плотности этих растворов проводили в диа-
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пазоне длин волн 200–800 нм. Увеличение концентрации ионов металла 

в растворах силибинина и других флаволигнанов, приводит к появлению 

нового пика в спектре поглощения, что свидетельствует о протекании 

процесса комплексообразования. 

Комплексообразование сопровождалось изменениями в спектрах 

поглощения исходных флаволигнанов в области полосы поглощения I, 

где происходило образование нового максимума поглощения. Флаволиг-

наны не имеют двойной связи в кольце С и катехольной группы в кольце 

В, что определяет возможность таких изменений спектра поглощения в 

полосе I в процессе хелатирования ионов металлов. Наличие двойной 

связи в кольце С и катехольной группы в кольце В у некоторых флаво-

ноидов обуславливает батохромный сдвиг характеристического пика.  

Соотношение компонентов в образовавшемся комплексе оценивали 

методом Бента-Френча, основанном на построении логарифмической за-

висимости величин оптической плотности от концентрации ионов ме-

таллов в растворе (lgA f(lg[Cu])). При этом стехиометрический коэффи-

циент компонентов, входящих в комплекс, соответствует тангенсу угла 

наклона прямой. Для комплексов ионов исследуемых металлов с сили-

бинином, силикристином и силидианином тангенс угла наклона прямой 

соответствовал стехиометрическому соотношению компонентов 3:2.  

Для подтверждения полученных результатов стехиометрических со-

отношений компонентов в комплексах дополнительно был применен ме-

тод Остромысленского-Джоба (метод непрерывных изменений). Этот 

метод основан на определении соотношения изомолярных концентраций 

реагирующих веществ, которые отвечают максимальному выходу обра-

зующегося комплексного соединения. Кривая зависимости выхода ком-

плекса от соотношения компонентов характеризуется по положению экс-

тремума. Оно соответствует максимально возможному содержанию ком-

плекса лиганда с ионом металла в растворе. Положение экстремума на 

кривой связано со стехиометрическими коэффициентами. Структурные 

особенности флаволигнанов являются результатом формирования ком-

плексов с высокой стехиометрией: Me:Лиганд – 2:3.  

Анализ значений констант образования комплексов для исследован-

ных флаволигнанов показал, что из-за отсутствия двойной связи в кольце 

С, в метаноле они образуют менее прочные комплексы с ионами метал-

лов по сравнению с флавоноидами. 

Работа поддержана грантом БРФФИ №М15М–111. 
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ВИЧ-1 проникает в клетку-хозяина путем последовательного взаи-

модействия белка gp120 оболочки вируса с первичным рецептором CD4 

и хемокиновыми корецепторами CCR5 или CXCR4 [1]. В результате этих 

взаимодействий происходят структурные изменения gp120, которые ак-

тивируют трансмембранный белок gp41, что приводит к слиянию обо-

лочки вируса с  клеточной мембраной и последующему  внедрению ге-

нома ВИЧ в клетку-мишень [1]. В последние годы обнаружены монокло-

нальные антитела (МКА) к ВИЧ-1 с широкой нейтрализацией, распозна-
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ющие  консервативные участки связывания белка gp120 с рецептором 

CD4 и корецепторами, а также  важный для слияния мембраны вируса с 

мембраной клетки-мишени участок MPER (Membrane-Proximal External 

Region) белка gp41 [2]. Обнаружение антител с широким спектром 

нейтрализующей активности и установление механизмов их действия 

является важным шагом к разработке  эффективной вакцины и лекар-

ственных препаратов против ВИЧ-1. В связи с этим представляется акту-

альным поиск низкомолекулярных соединений, способных имитировать 

фармакофорные свойства антител с широкой вирусной нейтрализацией. 

В настоящей работе проведен компьютерный скрининг химических 

соединений – потенциальных пептидомиметиков МКА 10е8, представ-

ляющего одно из самых эффективных антител к ВИЧ-1, которое нейтра-

лизует около 98 % вирионов из различных подтипов вируса путем спе-

цифического связывания с участком MPER белка gp41 [3].  Выполнена 

оценка нейтрализующей активности найденных соединений с последу-

ющим отбором молекул − наиболее вероятных ингибиторов проникно-

вения ВИЧ-1, механизм действия которых основан на блокировании сег-

мента MPER оболочки вируса, критического для ее слияния с мембраной 

клетки-мишени. Для решения этой задачи проведены следующие иссле-

дования:  

1. Осуществлены молекулярно-динамические  (МД) расчеты струк-

турного комплекса участка MPER белка gp41 с Fab-фрагментом МКА 

10е8 [3] и идентифицированы аминокислотные остатки антитела, ответ-

ственные за связывание. 

2. На основе полученной информации сформированы модели фар-

макофора для компьютерного скрининга потенциальных пептидомиме-

тиков антитела в базе данных MMsINC [4] и с помощью программного 

обеспечения веб-сервера pepMMsMIMIC [5] отобраны химические со-

единения, удовлетворяющие заданным критериям поиска.  

3. Методами молекулярного докинга построены структурные ком-

плексы найденных соединений с пептидом MPER ВИЧ-1, проведен их 

анализ и отобраны лучшие по значению оценочной функции молекулы.  

4. Методами молекулярной динамики исследованы конформацион-

ные и энергетические характеристики комплексов и рассчитаны средние 

значения свободной энергии их образования.  

Компьютерный скрининг базы данных MMsINC [4] позволил обна-

ружить 3036 потенциальных пептидомиметика МКА 10е8. В результате 

оценки эффективности их связывания с пептидом MPER методами моле-

кулярного моделирования были идентифицированы восемь соединений, 

характеризующихся отрицательными значениями свободной энергии об-
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разования структурных комплексов с белком gp41. Поэтому эти соеди-

нения были отобраны в качестве наиболее вероятных миметиков антите-

ла. 

Анализ результатов молекулярного докинга показывает, что 

найденные соединения характеризуются близким механизмом взаимо-

действия с участком MPER ВИЧ-1, основу которого формируют специ-

фические - взаимодействия и ван-дер-ваальсовы контакты, приводя-

щие к блокаде аминокислотных остатков белка gp41, ответственных за 

слияние оболочки вируса с мембраной клетки-мишени. При этом важ-

ную роль играют π-π взаимодействия между π-сопряженными системами 

их ароматических колец и боковой цепи Trp-672  одного из ключевых 

остатков линейного эпитопа, используемого антителом для специфиче-

ского связывания с белком gp41 [3]. Как и МКА 10е8, найденные  соеди-

нения блокируют расположенную между двумя -спиралями ―шарнир-

ную‖ область пептида MPER, которая обеспечивает его конформацион-

ную  подвижность, необходимую для проявления функциональной ак-

тивности белка gp41 в процессе слияния мембран [3]. Согласно расчет-

ным данным, идентифицированные соединения имитируют сегмент Trp-

33, Gly-52c, Pro-52b, Glu-53, Lys-97 тяжелой цепи антитела 10е8, кото-

рый включает остатки, формирующие межатомные контакты с функцио-

нально важными аминокислотами белка gp41. Данные молекулярной ди-

намики структурных комплексов потенциальных пептидомиметиков 

МКА 10е8 с пептидом MPER белка gp41 согласуются с выводами, сде-

ланными на основе анализа результатов молекулярного докинга. Струк-

турные комплексы, построенные методами молекулярного докинга, 

энергетически стабильны, о чем свидетельствуют низкие значения сво-

бодной энергии их образования и соответствующие им величины стан-

дартных отклонений. Анализ средних значений энтальпии связывания с 

лигандами, вычисленных для каждого остатка пептида MPER, показыва-

ет, что практически во всех рассматриваемых случаях весомый вклад в 

энтальпийную составляющую свободной энергии образования комплек-

сов вносят консервативные остатки Trp-666, Trp-670 и Trp-672 белка 

gp41, наличие которых необходимо для функционирования участка 

MPER ВИЧ-1 [3]. Этот вывод также относится к остатку Ile-675, распо-

ложенному в функционально важной ―шарнирной‖ области эктодомена 

gp41 [3]. Семь из восьми лигандов используют в качестве ―горячих то-

чек‖ связывания остатки Trp-678 и Leu-679 белка, а шесть соединений  

эффективно взаимодействуют с остатком Arg-683 белка gp41, представ-

ляющим одну из аминокислот, критических для специфического связы-

вания МКА 10е8 с молекулярной мишенью [3].      
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Идентифицированные соединения могут быть использованы в рабо-

тах по созданию новых противовирусных препаратов – ингибиторов сли-

яния ВИЧ, блокирующих участок MPER белка gp41.  

Работа поддержана Белорусским республиканским фондом фунда-

ментальных исследований (проект X15-022).  
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Важную роль в процессе проникновения ВИЧ-1 в клетку-мишень 

играет третий вариабельный домен (петля V3) белка gp120 оболочки ви-

руса, который  отвечает за связывание ВИЧ с корецепторами CCR5 или 

http://www.nature.com/nature/journal/vnfv/ncurrent/abs/nature11544.html?message-global=remove#auth-1
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CXCR4 и определяет его предпочтения по отношению к первичным мак-

рофагам и Т-лимфоцитам. В связи с этим петля V3 рассматривается как 

перспективная мишень для создания новых противовирусных препаратов 

с широкой вирусной нейтрализацией. Однако высокая изменчивость ее 

аминокислотного состава создает серьезные трудности в достижении 

этой цели. Тем не менее, в работе [1] было показано, что отдельные сег-

менты петли V3 могут сохранять трехмерную  структуру в различных 

модификациях ВИЧ, формируя слабые звенья в системе  его защиты. По-

этому представляется актуальным поиск химических соединений, спо-

собных блокировать эти структурно консервативные участки оболочки 

вируса. Согласно данным литературы, к числу таких соединений может 

быть отнесен  гликосфинголипид β-галактозилцерамид (β-GalCer),  обра-

зующий в некоторых клетках, отличных от макрофагов и Т-лимфоцитов, 

первичный рецептор для ВИЧ-1. Использование этого гликолипида в ка-

честве противовирусного препарата проблематично из-за его нераство-

римости в воде и неспособности образовывать стабильные нанострукту-

ры при солюбилизации, однако его растворимые аналоги могут быть ис-

пользованы как перспективные базовые структуры для создания новых 

анти-ВИЧ агентов с широким спектром нейтрализующего действия. 

 Цель исследования: Методами молекулярного моделирования скон-

струировать растворимые аналоги β-GalCer и на основе оценки их по-

тенциальной нейтрализующей активности синтезировать соединения,  

наиболее перспективные для тестирования на анти-ВИЧ активность. 

Для достижения поставленной цели в работе решены следующие за-

дачи: 1. С помощью методов компьютерной графики сконструированы 

двенадцать растворимых аналогов β-GalCer и проведены квантово-

химические расчеты их трехмерных структур. 2. Методами молекуляр-

ного докинга построены модели структурных комплексов гликолипидов 

с петлей V3 ВИЧ-1 и выполнен анализ межмолекулярных взаимодей-

ствий, ответственных за их энергетическую стабилизацию. 3. Методами 

молекулярной динамики (МД) сгенерированы МД траектории комплек-

сов и рассчитаны свободные энергии их образования. 4. Синтезированы 

два соединения, которые, согласно расчетным данным, проявляют высо-

кое сродство к структурно консервативным участкам петли V3 ВИЧ-1. 

Анализ структурных комплексов аналогов -GalCer с петлей V3 

ВИЧ-1 показал, что специфичность связывания определяется нестан-

дартными XH···π водородными связями между остатком сахара глико-

липидов и π-электронами ароматического кольца консервативных остат-

ков Phe-20/Tyr-21 или His-34 V3-домена, входящих в состав сегментов, 

критических для взаимодействия вируса с корецепторами CCR5 или 
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CXCR4 клетки-мишени . Исследование МД траекторий комплексов ука-

зывает на сохранение характера распределения межмолекулярных водо-

родных связей, наблюдаемого для статических моделей. При этом оста-

ток галактозы гликолипидов пространственно сближен с ароматически-

ми остатками петли V3на расстояния, необходимые для реализации XH·π 

взаимодействий, а низкие значения свободной энергии образования ком-

плексов свидетельствуют об их энергетической стабильности.  

Среди сконструированных гликолипидов наиболее эффективные 

взаимодействия с петлей V3 проявляли -галактозилсфингозин и N-(L-α-

тирозинил)-β-галактозилсфингозин. Поэтому следующим этапом работы 

был синтез этих соединений с целью их последующего тестирования на 

биологическую активность. 

-Галактозилсфингозин (рисунок 1) получали из цереброзидов моз-

га свиньи по методике [2] с некоторыми модификациями [3]. N-(L-α-

тирозинил)-β-галактозилсфингозин (рисунок 2) синтезировали по методу 

смешанных ангидридов, ацилируя амино группу -галактозилсфингозина 

BOC-L-тирозином с последующим снятием BOC-защитной группы три-

фторуксусной кислотой.  

 

 
Рисунок 1 – Структурная формула β-галактозилсфингозина. 

 

 

Рисунок 2. – Структурная формула N-(L-α-тирозинил)-β- галактозил-

сфингозина. 
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В результате тестирования -галактозилсфингозина, проведенного 

в РНПЦ эпидемиологии и микробиологии (д.м.н. В.Ф. Еремин), установ-

лено, что этот аналог  -GalCer) обладает анти-ВИЧ активными свой-

ствами. Химиотерапевтический индекс, т.е. соотношение максимально 

переносимой концентрации и минимально активной концентрации со-

единения, составило 40,0, что свидетельствует о высокой степени проти-

вовирусной активности.  

Полученные соединения, сконструированные методами 

молекулярного моделирования и химического синтеза (рисунки 1 и 2), 

формируют продуктивную основу для создания новых эффективных 

лекарственных препаратов против ВИЧ с широким спектром 

нейтрализующего действия.   

Работа поддержана Белорусским республиканским фондом фунда-

ментальных исследований (проект X15-022).  
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Тиамин (или витамин В1) является важнейшим незаменимым фак-

тором питания и используется в организме в качестве структурного ком-
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понента молекулы тиаминдифосфата (ТДФ). ТДФ является кофактором 

таких важнейших ферментов энергетического метаболизма, как пируват-

дегидрогеназа и -кетоглутаратдегидрогеназа. ТДФ также является ко-

фактором транскетолазы, ключевого фермента пентозофосфатного цик-

ла. В данной работе показано, что тиамин и его фосфорные эфиры явля-

ются эффективными ловушками синглетного кислорода. 

Нами изучались процессы окисления тиамина под действием син-

глетного кислорода, получаемого при облучении ароматических амино-

кислот ультрафиолетовым (УФ) светом 250-300 нм (лампа СВД 120А). 

Необходимо отметить, что воздействие УФ света на ароматические ами-

нокислоты (например, тирозин) в аэробных условиях приводило также к 

фотоэжектированию электронов и образованию свободных радикалов 

аминокислот и супероксиданионов. Стационарную концентрацию супе-

роксид–анионов измеряли по количеству восстановленного ферри-

цитохрома с в ферро-форму после облучения растворов цитохрома с в 

присутствии ароматических аминокислот. Долгоживущие тирозильные 

свободные радикалы эффективно окисляли тиамин с образованием тио-

хрома [1]. Однако, при высоких концентрациях аминокислот окисление 

тиамина происходило главным образом под действием синглетного кис-

лорода, генерируемого триплетными состояниями аминокислот. 

Разделение и идентификацию продуктов окисления тиамина прово-

дили методом ВЭЖХ на хроматографе Аджилент-1100 (сорбент Зорбакс-

экстенд-С18). Среди продуктов фотолиза тиазолового компонента 

найдены ацетотиопропиловый спирт, небольшие количества 4-метил-5-

оксиэтилсульфоксида. Аминопиримидиновый компонент значительно 

более устойчив к действию синглетного кислорода и в результате воз-

действия ультрафиолета на тиамин в растворе в основном образуется 2-

метил-4-амино-5-аминометилпиримидин, который был идентифицирован 

методом ВЭЖХ с использованием соответствующего соединения-

стандарта. Кроме того, среди продуктов фотолиза тиамина в следовых 

количествах, менее 0,1% от концентрации разрушенного тиамина обна-

ружен тиохром. 

Как известно, метионин, гистидин, триптофан, тирозин и цистеин 

являются аминокислотами, наиболее чувствительными к фотосенсибили-

зированному фотоокислению синглетным кислородом. При высоких 

концентрациях данных аминокислот (при 100-кратном молярном избыт-

ке по отношению к тиамину) эффективно протекают конкурентные реак-

ции окисления аминокислот и практически весь синглетный кислород 

перехватывается аминокислотами. 
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Облучение видимым светом не приводило к образованию продуктов 

окисления тиамина и изменения формы спектров поглощения. Однако, 

если в растворе тиамина присутствовал рибофлавин или пиридоксаль-Р и 

такие его аналоги как пиридоксин, пиридоксаль, пиридоксамин, фос-

фоприрдоксин, то наблюдали фотосенсибилизированное окисление тиа-

мина под действием видимого света. Причем с наибольшей скоростью 

окислялся тиазоловый компонент тиамина.  

Количество разрушенного тиамина хорошо коррелировало со значе-

нием квантового выхода генерации синглетного кислорода рибофлави-

ном и производными пиридоксина [2]. Эти результаты свидетельствуют 

об участии синглетного кислорода в окислении тиамина и тиаминдифос-

фата. Добавление в водный раствор азида натрия практически полностью 

ингибировало окисление тиамина или тиаминдифосфата. 

При воздействии УФ (250-300 нм) на тиамин в нейтральной среде в 

аэробных условиях происходит фотолиз тиамина, причем продукты фо-

толиза практически идентичны тем, которые образуются при окислении 

тиамина с участием синглетного кислорода. Добавление азида позволяет 

ингибировать на ~90 % окисление тиамина под действием ультрафиолета 

(Рисунок).  
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Рисунок. Разрушение тиамина под действием УФ (лампа СВД 120А) в 

атмосфере воздуха в зависимости от времени облучения в присутствии 

(1) и отсутствии азида (2) в растворе. рН 7.0 

Таким образом, полученные результаты позволяют заключить, что 

тиамин является эффективной ловушкой синглетного кислорода и может 

оказывать защитный эффект на белковые макромолекулы, подверженные 

действию УФ, в том числе на белки хрусталика глаза. Ингибирование 
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тиамином повреждений кристаллинов хрусталика, вероятно, вызвано 

конкурентной реакцией протекающей с высокой скоростью между син-

глетным кислородом и тиазоловым компонентом тиамина. Обсуждается 

роль тиамина и производных тиамина как перспективного класса антика-

тарактальных препаратов.  

Работа выполнена при финансовой поддержке фонда БРФФИ, грант 

№ М14-091. 
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Многочисленными исследованиями показано, что при взаимодей-

ствии пероксида водорода с гемопротеинами, в том числе с миоглобина-

ми и гемоглобинами, формируются высокореакционные оксоферрильные 

формы гемопротеинов, которые окисляют биомолекулы и инициируют 

перекисное окисление липидов. Обе оксоферрильные формы гемоглоби-

на – соединение I [1] и соединение II были обнаружены в крови при фи-

зиологических условиях. 

Мы показали, что в присутствии тиамина наблюдается возрастание 

скорости трансформации оксоферрильных форм гемопротеинов в ферри-
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формы. Процесс восстановления оксоферрильных форм миоглобина или 

гемоглобина сопровождался окислением тиамина с образованием тио-

хрома, оксодигидротиохрома и тиаминдисульфида. Тиохром, оксодигид-

ротиохром и тиаминдисульфид тиамина были идентифицированы мето-

дом ВЭЖХ. Время удерживания стандартов – тиохрома, оксодигидро-

тиохрома, тиаминдисульфида хорошо совпадало с временем удержива-

ния соединений полученных после инкубации тиамина в растворах и 

разделенных методом ВЭЖХ на хроматографе Agilent-1100, оснащенно-

го диодно-матричным детектором. 

Концентрацию продуктов окисления тиамина, образованных после 

инкубации тиамина с метмиоглобином и пероксидом водорода, опреде-

ляли спектрально-флуоресцентными методами. Максимум в электрон-

ном спектре поглощения тиохрома находится при 365 нм, а максимум 

поглощения оксодигидротиохрома - при 342 нм. Первоначально в рас-

творе, содержащем метмиоглобин, пероксид водорода и тиамин, пре-

имущественно образуется тиохром и небольшие количества оксодигид-

ротиохрома. По данным ВЭЖХ после длительной инкубации в растворе 

(например, 0,5-3 часа) наблюдается увеличение содержания оксодигид-

ротиохрома. Максимум поглощения суммарного пика продуктов окисле-

ния тиамина смещается в коротковолновую область (менее 350 нм), что 

также свидетельствует о высоком содержании в растворе оксодигидро-

тиохрома. После инкубации смеси в течение 24 часов основным продук-

том в растворе также является оксодигидротиохром, но также регистри-

руются продукты дальнейшего окисления оксодигидротиохрома. 

Тиамин-монофосфат и тиаминдифосфат в отличие от тиамина ста-

бильны и не испытывают окислительных превращений с образованием 

фосфатов оксодигидротиохрома даже после длительной инкубации в 

смеси с метмиоглобином и пероксидом водорода. В смеси, содержащей 

ТДФ, пероксид водорода и метмиоглобин образуются небольшие количе-

ства тиохром-дифосфата в сравнении с количеством тиохрома образо-

вавшегося в растворах, содержащих тиамин. Эти результаты позволяют 

предположить, что вход в гемовый карман для молекул фосфорных эфи-

ров тиамина затруднен по сравнению с молекулами тиамина. 

  



112 

Табл.1. Структурные формулы тиамина и продуктов окислительной 

трансформации тиамина 

Структурная схема Название соединения 

N+N

NH3C

NH2

S

CH3

C2H4OH

m/z=265.11 

Тиамин 

N

N N

N

SH3C

C2H4OH

CH3

 m/z=263.09 

Тиохром (Тх) 

N

N N
H

N

C

SH3C

C2H4OH

CH3

O

 m/z=279.09 

Оксодигидротиохром 

N

N

C

NH2H3C C2H4OH

O

N

CH3

O

 m/z=305.11 

Оксотиаминтиазолон 

 

N

N

C

NH2H3C C2H4OH

O

N

S

CH3

 m/z=280.11 

Оксотиамин 

N

N N

NH2

H3C

S

H3C C2H4OH

O
H

N

N
N

H2N

CH3S

CH3

HOC2H4

O
H

 
m/z=563.22 

Тиаминдисульфид 

(ТS-SТ) 

N

N

C
H2

N

C

NH2 S
C2H4OH

CH3

H3C

O

 m/z=280.11 

Тиамин-тиазолон 
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Методом масс-спектрометрии показано, что растворы  тиамина 

(m/z=265,11) после инкубации c метмиоглобином и пероксидом водорода 

кроме тиохрома (m/z = 263,09), оксодигидротиохрома (m/z = 279,09), 

тиамин-дисульфида (m/z = 563,22) содержат тиамин-тиазолон (m/z = 

280,11), оксотиамин (m/z = 280,11), оксотиамин тиазолон (m/z = 305,11). 

Тиамин-тиазолон и оксотиамин имеют одинаковую молекулярную мас-

су, но различаются по временам удерживания на хроматограмме. Кроме 

того, метод масс–спектроскопии позволяет обнаружить в следовых ко-

личествах продукты окисления тиольной формы тиамина, предположи-

тельно, тиамин-сульфеновую кислоту (m/z = 297), тиамин-сульфоновую 

кислоту (m/z = 313), тиамин-цистеиновую кислоту (m/z = 329). В присут-

ствии высоких концентраций парацетамола тиамин превращается только 

в тиохром, а выход оксодигидротиохрома, тиамин-тиазолона и других 

продуктов окисления тиамина полностью ингибируется. В этих условиях 

ингибируются двуэлектронные реакции окисления тиамина с участием 

оксоферрильного комплекса гема и в растворе протекают только одно-

электронные реакции окисления тиамина феноксильными радикалами. 

Полученные результаты позволяют предположить, что окисление тио-

хрома в оксодигидротиохром в двуэлектронных реакциях, а также псев-

допероксидазное окисление тиамина, сопряженное с окислением параце-

тамола, тирозина в одноэлектронных реакциях может выступать в каче-

стве факторов, препятствующих накоплению токсичной оксоферрильной 

формы миоглобина при окислительном стрессе. Антиоксидантный эф-

фект тиамина в присутствии парацетамола усиливается вследствие обра-

зования тиохрома, который эффективно восстанавливает оксоферриль-

ные формы миоглобина в ферри-формы. 
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Один из методов обнаружения и изучения амилоидных фибрилл 

(АФ) основан на регистрации и анализе интенсивности флуоресценции 

тиофлавина Т (ThT), встроенного в фибриллы. Однако использование 

ThT для обнаружения и изучения фибрилл в тканях затруднено, посколь-

ку спектры поглощения и флуоресценции ThT расположены в сине-

зеленом спектральном диапазоне, где существенным является рассеяние 

света фибриллами (в экспериментах in vitro), а также поглощение и флу-

оресценция биологических тканей и жидкостей (в экспериментах in vivo). 

Значительно повысить чувствительность метода обнаружения АФ в рас-

творах и тканях позволяет применение производных ThT, имеющих 

спектры, смещенные в сторону больших длин волн. Такими производ-

ными являются вновь синтезированные соединения перхлорат транс-2-

[4-(диметиламино) стирил]-3-этил-1,3-бензотиазолия (DMASEBT) и 

тозилат транс-2-[(4-(диметиламино)-2,6-диметилстирил]-3-этил-1,3-

бензо-тиазолия (2M-DMASEBT). С помощью квантово-химических ме-

тодов и спектральных исследований показано [1], что DMASEBT и 2M-

DMASEBT являются молекулярными роторами, и при увеличении вязко-

сти и жесткости микроокружения квантовый выход и длительность зату-

хания их флуоресценции значительно возрастают. 

В водном растворе (рН 6) спектры поглощения DMASEBT и 2M-

DMASEBT имеют максимумы на 514 и 516 нм, соответственно, а спек-

тры флуоресценции – на 597 и 570 нм, соответственно. В присутствии 

АФ наблюдается значительный (55 нм для DMASEBT, и 60 нм для 2M-

DMASEBT) батохромный сдвиг спектра поглощения красителей. При 

изменении концентрации АФ наблюдается изобестическая точка при 

550 нм, что указывает на существование двух форм красителя (свободно-

го и встроенного в АФ). Измерения спектров флуоресценции (при воз-

буждении 520 нм) показали, что спектры флуоресценции красителей в 

присутствии АФ испытывают батохромный сдвиг, который, в случае 

DMASEBT составляет ~3 нм, а для 2M-DMASEBT ~14 нм. При добавле-

нии АФ с концентрацией 0,1 мг/мл интенсивность флуоресценции 
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DMASEBT возрастает примерно в 42 раза, а 2M-DMASEBT – примерно в 

100 раз. 

Значительный батохромный сдвиг спектров поглощения и суще-

ственное возрастание интенсивности свечения красителей при добавле-

нии АФ мы объясняем встраиванием молекул данных красителей в жест-

кую β-складчатую структуру фибрилл. Окружение молекул красителей, 

встроенных в АФ, является менее полярным, а потому стабилизация ос-

новного состояния молекул значительно меньше, чем в водном растворе. 

Кроме того, жесткое окружение препятствует торсионному вращению 

фрагментов молекул друг относительно друга и блокирует переход в не-

флуоресцирующее состояние. 

 

 
Рисунок 1 – Распределение длительностей затухания флуоресценции 

DMASEBT (а) и 2M-DMASEBT (б) в присутствии АФ (1 – распределе-

ние при отсутствии АФ, 2 – распределение в присутствии 0,15 мг/мл 

АФ), а также графики в координатах Скэтчарда для DMASEBT (в) и 2M-

DMASEBT (г), описывающие встраивание красителей в АФ 
 

Анализ кинетики затухания флуоресценции новых производных 

ThT в присутствии АФ с помощью метода максимума энтропии 

(МЕМ [2]) позволил установить, что кинетика может быть представлена 

двухмодальным распределением длительностей затухания α(τ) (рису-

нок 1, а, б, кривые 2). Наличие двух мод в распределении свидетельству-

ет о существовании как минимум двух центров встраивания с различным 
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сродством к молекулам красителей (мод встраивания). Видно, что для 

DMASEBT характерно наличие двух мод с длительностями в максиму-

мах 0,25 и 1,58 нс, а для 2M-DMASEBT – 0,51 и 1,35 нс. Также на рисун-

ке 1 (а, б) показаны распределения для красителей в водном растворе при 

отсутствии АФ (кривые 1), которые являются одномодальными с дли-

тельностями в максимуме 0,09 нс для DMASEBT, и 0,06 нс для 2M-

DMASEBT. Поскольку DMASEBT и 2M-DMASEBT являются молеку-

лярными роторами и для них характерно возрастание квантового выхода 

и длительности затухания флуоресценции при увеличении вязкости или 

жесткости микроокружения, то можно полагать, что молекулы, находя-

щиеся в более жестком микроокружении, имеют большую длительность 

затухания флуоресценции, что соответствует моде с большей длительно-

стью в распределении α(τ). 

По нелинейному характеру экспериментальных зависимостей, пред-

ставленных на рисунке 1 (в, г) можно судить о существовании как мини-

мум двух мод встраивания, отличающихся константами встраивания Kbi 

и числом мест встраивания ni. Для DMASEBT полученные константы 

встраивания для двух мод составляют Kb1 = 3,6·10
7
 л/моль и Kb2 = 1,6·10

5
 

л/моль, а числа мест встраивания – n1 = 0,10 и n2 = 0,53, соответственно. 

Для 2M-DMASEBT параметры встраивания составили 

Kb1 = 5,2·10
6
 л/моль и Kb2 = 1,2·10

5
 л/моль, n1 = 0,12 и n2 = 0,58. Таким 

образом, можно сделать вывод, что новые производные ThT весьма эф-

фективно встраиваются в АФ, что приводит к значительным изменениям 

их спектрально-кинетических свойств. Данные производные могут быть 

использованы как эффективные флуоресцентные маркеры для обнару-

жения и изучения структуры фибрилл в растворе и биологических тка-

нях. 

Работа выполнена при финансовой поддержке БРФФИ (договор 

№ Ф14Р-226). 
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Для установления включения активных компонентов, хлорина е6 и 

фолиевой кислоты, в состав наноплатформы, основанной на наноалмаза-

зных частицах, и влияния этого включения на свойства исходных компо-

нентов проведено исследование спектральных характеристик синтезиро-

ванной наноплатформы. 

На рис. 1 приведены спектры поглощения  двухкомпонентной 

наноалмаз-хлорин е6 (НА-Хл е6) и трехкомпонентной наноалмаз-хлорин 

е6-фолиевая кислота (НА - Хл е6 - ФК) синтезированных наноплатформ 

[1]. Как видно, при уменьшении длины волны поглощение образцов рез-

ко возрастает, что обусловлено светорассеянием света на наночастицах.  

 

                
Рис. 1 Спектры поглощения: (1) - двукомпонентной НА-Хл е6 и (2) - 

трехкомпонентной НА - Хл е6 - ФК наноплатформ в ЗФР с 5 % DMSO. 

СХл е6 =4∙10
-7

моль/л, концентрация наноплатформы – 0,014 мас.%. 

 

Вместе с тем, в спектрах обоих образцов наблюдаются характерные 

для хлорина е6 полосы поглощения: полоса Соре в области 400 нм и 

обычно используемая при фотодинамической терапии полоса поглоще-

ния в области 640 – 680 нм, что свидетельствует о конъюгировании 

Хл е6 с алмазными наночастицами.  
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Было исследовано влияние коньюгации наноплатформы НА-Хл е6 

с ФК на электронную структуру фотосенсибилизатора. На рис. 2 приве-

дены спектры флуоресценции наноплатформы в ЗФР с 5 % DMSO. Вид-

но что конъюгирование ФК с двухкомпонентной наноплатформой не 

оказывает существенного влияния на характерные для Хл е6 спектры. 

Так, при λвозб= 405 нм  наблюдается  флуоресценция в области 640 – 700 

нм, а при λвозб= 365 нм видна флуоресценция в области 400 – 600 нм.  

 
                                 а)                                                      б) 

 

Рис. 2. Спектры флуоресценции НА - Хл е6 - ФК : а) λвозб=405 нм, 

б) λвозб= 365нм. СХл е6=4∙10
-7

моль/л, С НА - Хл е6 - ФК = 0,014 мас.%. 

 

Это свидетельствует о том, что коньюгирование с ФК не оказывает 

существенного влияния на электронно-возбужденные уровни Хл е6. 

Важным является исследование фотосенсибилизирующей активно-

сти Хл е6 в составе наноплатформы НА–Хл е6–ФК и ее фотоустойчи-

вость в биологической среде. В качестве такой среды использовали сы-

вороточный альбумин человека (САЧ) в забуференном физиологическом 

растворе (ЗФР).  

На рисунке 3 приведены данные по влиянию освещения образцов, 

содержащих наноплатформу и САЧ в ЗФР, на интенсивность флуорес-

ценции белковых триптофанилов. Наблюдаемое выраженное падение 

триптофановой флуоресценции при освещении свидетельству-

ет о фотосенсибилизируемой деструкции индольного кольца триптофа-

нилов САЧ включенным в наноплатформу хлорином е6. 
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Из приведенных данных следует, что конъюгированный Хл е6 

способен фотосенсибилизировать разрушение триптофанилов САЧ при 

освещении, т.е. он сохраняет свою фотодинамическую активность.  

Фотодинамическая активность конъюгированного Хл е6 проявля-

ется и по повреждению входящей в состав наноплатформы фолиевой 

кислоты (рис. 4 (а). Так, при освещении происходит увеличение интен-

сивности флуоресценции продуктов разрушения ФК, флуоресцирующих 

в области 400-550 нм при возбуждении 365 нм.  

 

 
Рис. 3 – Спектры флуоресценции САЧ в суспензии с НА-Хл е6-ФК до (1) 

и после освещения светом диапроектора с тепловым фильтром в течение 

2 мин (2) и 7 мин (3). λвозб=280 нм. ССАЧ = 3,2·10
-7

 моль/л. 

 
                          (а)                                                               (б) 

Рис. 4 – Спектры флуоресценции хлорина е6 (а) и фолиевой кислоты (б) в 

суспензии НА-Хл е6-ФК до (1) и после освещения светом диапроектора в 

течение 7 мин. λвозб= 365 нм (а), 405 нм (б). С наноплатформы = 0,014 

мас.%. 
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Из рис. 4 (б) также видно, что при освещении частично разрушает-

ся и конъюгированный Хл е6 Однако, фоторазрушение хлорина е6 про-

исходит более чем в 3 раза медленнее, чем фотосенсибилизируемая им 

деструкция триптофанилов САЧ. 
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Экспериментально доказано существование каналов миграции мо-

лекулярного кислорода (O2) через ксеноновые сайты в изолированных α 

и β цепях гемоглобина человека. Для этого был использован метод ла-

зерной наносекундной абсорбционной спектроскопией с применением  

кювет высокого давления, содержащих наряду с водным раствором белка 

одну атмосферу воздуха и вплоть до 25 атмосфер инертного газа. Ис-

пользование кювет высокого давления позволило ввести атомы ксенона 

внутрь белка и связать их в ксеноновых сайтах. В свою очередь, привле-

чение техники лазерной кинетической спектроскопии [1, 2] позволило 

проследить влияние встраивания атомов ксенона на процесс повторного 

связывания молекулы O2 с белком после фотодиссоциации.  

Показано, что встраивание атомов ксенона приводит к уменьшению 

эффективности выхода молекулы O2 из изолированных α цепей гемогло-

бина в 1.30 раза. Эффективность выхода молекулы O2 для β цепей не из-

меняется. В пределах экспериментальной погрешности, не происходит 

изменения бимолекулярной константы скорости ассоциации молекулы 

O2 с изолированными цепями гемоглобина. Показано, что встраивание 

атомов ксенона приводит к уменьшению характеристического времени 

наиболее медленной компоненты геминальной рекомбинации молекулы 

O2 с изолированными цепями. Наблюдаемое уменьшение характеристи-

ческого времени обусловлено уменьшением внутрибелкового простран-
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ства доступного для миграции молекулы O2 после встраивания атомов 

ксенона. 

Для адекватного объяснения наблюдаемых изменений эмпириче-

ских параметров повторного связывания молекулы O2 с белком, нами 

была предложена кинетическая модель, описывающая миграцию моле-

кулы O2 внутри белка по двум альтернативным каналам с последующим 

повторным связыванием (рисунок). В рамках данной модели было пока-

зано, что константа скорости вхождения молекулы O2 из растворителя  

внутрь белка в область первичного сайта связывания (область гемового 

кармана) (kSB, см рисунок) превышает на один порядок константу скоро-

сти вхождения молекулы O2 в область вторичных сайтов (ксенон-

связывающих областей белка) (kSC, см. рисунок), что подтверждает гипо-

тезу об основном канале входа молекулы O2 внутрь белка через His(E7) 

калитку. 

 
Рисунок. Кинетическая модель, описывающая миграцию двухатомного 

лиганда внутри белка по двум альтернативным каналам с последующим 

повторным связыванием. 

 
Кроме того, рассчитана доля молекул O2 выходящих наружу белка 

через вторичные сайты в изолированных α и β цепях гемоглобина. Пока-

зано, что в α цепях через ксеноновые сайты выходит одна треть молекул 

O2. Используя литературные данные [3] для эффективности геминальной 

рекомбинации оксида углерода (СО) с изолированными α и β цепями ге-

моглобина в отсутствии и при введении 9 атмосфер ксенона, нами была 

рассчитана доля молекул СО выходящих из белка через вторичные сай-

ты. Как и в случае с молекулой O2, одна треть молекул СО выходит из 

изолированных α цепей через ксеноновые сайты. Существенная доля мо-

лекул лиганда (O2 или СО) выходящих из α субъединиц через ксеноно-
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вые сайты говорит об эквивалентности каналов выхода как из области 

гемового кармана, так и из ксенон-связывающих областей внутри белка. 

В отличие от α цепей, молекула O2, посещая ксенон-связывающие обла-

сти в β цепях, не покидает матрицу белка. Кроме того, была рассчитана 

эффективность выхода молекул O2 из белка через ксеноновые сайты. 

Найдено, что эффективности выхода молекулы O2 через ксенон-

связывающие области в α и β цепях гемоглобина составляют (5.6  

1.1)10
2

 и (1.0  2.0)10
2

, соответственно. 

Таким образом, экспериментально доказано существование каналов 

миграции двухатомных лигандов через ксеноновые сайты в изолирован-

ных α и β цепях гемоглобина. Каналы миграции в α и β цепях различают-

ся. α цепь, в отличие от β цепи, обладает более чем одним каналом выхо-

да из белка и, соответственно, более сложной структурой взаимосвязан-

ных полостей, что была ранее теоретически предсказана методом моле-

кулярной динамики [4]. В случае встраивания атомов ксенона в белок 

происходит затруднение миграции лиганда в белке, что отражается на 

экспериментально измеряемых параметрах повторного связывания моле-

кулы лиганда изолированными цепями гемоглобина. В частности, заку-

порка каналов миграции атомами ксенона уменьшает эффективность вы-

хода молекулы O2 из α цепей после фотодиссоциации.  

Авторы благодарят Белорусский республиканский фонд фундамен-

тальных исследований (№ Ф13-016) за финансовую поддержку. 
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Синглетный кислород (
1
О2) играет принципиально важную роль во 

многих химических, биофизических и биохимических системах. Данная 

активная форма кислорода является основным агентом в разрушении 

опухолевых тканей при фотодинамической терапии онкологических за-

болеваний. В последние годы большое число работ направлено на опре-

деление квантовых выходов образования синглетного кислорода в си-

стемах, содержащих наночистицы различных типов. Известно, что ха-

рактеристики синглетного кислорода существенным образом зависят от 

диэлектрических свойств окружающей среды. Тем не менее, до сих пор 

не решен вопрос, каким образом изменяются люминесцентные характе-

ристики синглетного кислорода внутри, а также на поверхности и вблизи 

наносистем.  

В данной работе представлены результаты исследований фотосенси-

билизированного образования синглетного кислорода внутри биологиче-

ских нанообъектов – Zn-замещенных гембелков. Нативные гембелки 

имеют в своем составе гем - Fe-протопорфирин IX, не способный гене-

рировать синглетный кислород ввиду малого времени жизни возбужден-

ных *-состояний. Замена Fe-протопорфирина IX на Zn-протопорфирин 

IX позволяет получить биологический нанообъект, в котором  фотосен-

сибилизатор (ФС) находится внутри белковой матрицы, при этом не 

нарушается нативная структура и конформационная подвижность бел-

ков.  

Zn-замещенные гембелки были получены кислотно-бутанонным ме-

тодом [1]. Люминесценция синглетного кислорода регистрировалась на 

созданном в Институте физики НАН Беларуси высокочувствительном 

лазерном флуорометре для ближнего ИК-диапазона [2]. Возбуждение 
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осуществлялось на длине волны 532 нм с частотой 2.5 кГц. В качестве 

эталона использовался водорастворимый порфирин TMPyP
4+

 в воде. 

Полученные кинетики люминесценции синглетного кислорода фо-

тосенсибилизированного TMPyP
4+

 и Zn-замещенным миоглобином 

(ZnMb) представлены на рисунке 1. 

 
Рисунок 1 - Кинетика люминесценции синглетного кислорода фотосен-

сибилизированного Zn-замещенным миоглобином и TMPyP
4+

 в буфер-

ном растворе рН 7.4. На вставке приведена структурная формула ZnMb 
 

Известно, что в однородных системах кинетика люминесценции 
1
О2 

описывается функцией следующего вида:  

)]exp()[exp()( 12
21

tktk
kk

A
tI 


 , (1) 

где A – коэффициент, зависящий от исходных концентраций взаи-

модействующих реагентов, k1 и k2 – соответственно константы нараста-

ния и затухания сигнала свечения, описывающие дезактивацию триплет-

ного состояния ФС и синглетного кислорода. В случае неоднородных си-

стем, в частности для образцов, содержащих Zn-замещенные гембелки, 

кинетика не описывается функцией вида (1).  Для описания генерации 
1
О2 внутри белковой матрицы и последующей его дезактивации нами 

была предложена кинетическая модель, учитывающая процессы излуча-

тельной и безызлучательной дезактивации 
1
О2 как в матрице белка, так и 

в окружающей водной среде [3]. На основании предложенной модели 

было получено выражение (2) для описания кинетики свечения синглет-

ного кислорода в исследуемых системах: 
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  
 ,  (2) 

где 1 – константа скорости, описывающая дезактивацию триплет-

ного состояния ФС, 2 – константа скорости, описывающая дезактива-

цию 
1
О2 в растворителе, 3 – константа скорости, описывающая дезакти-

вацию 
1
О2 внутри белковой матрицы ( p

Δk ) и выход 
1
О2 из белка в окружа-

ющую среду (kescape), 1, 2 – коэффициенты, зависящие от исходных кон-

центраций взаимодействующих реагентов и констант i. 

Анализ полученных кинетик показал, что во временном интервале 

от 0 до 576 нс существенный вклад в интенсивность сигнала вносят рас-

сеянное лазерное излучение и флуоресценция ФС. Поэтому для анализа 

кинетик свечения синглетного кислорода был выбран интервал от 576 нс 

до 350 мкс. На основании исследований процесса повторного связывания 

молекулы кислорода нативными гембелками было установлено, что син-

глетный кислород выходит из матрицы белка за время менее 150 нс. 

Следовательно в выбранном временном интервале константа скорости 3 

не может быть определена непосредственно из кинетических измерений 

люминесценции 
1
О2, фотосесибилизированного Zn-замещенными 

гембелками, однако она может быть рассчитана с привлечением допол-

нительных экспериментальных данных, описывающих люминесценцию 
1
О2, фотосесибилизированного  эталоном сравнения TMPyP

4+
.       

Таким образом, используя предложенный алгоритм, может быть 

определена константа дезактивации синглетного кислорода внутри бел-

ковой матрицы p
nr

p
r

p kkk  , а также рассчитаны излучательная p
rk  и 

безызлучательная p
nrk  константы дезактивации синглетного кислорода 

внутри белка.  

Предложенный алгоритм регистрации и обработки кинетик свечения 

синглетного кислорода был реализован на таких бионанообъектах, как 

Zn-замещенные гембелки. Показано, что процесс безызлучательной дез-

активации 
1
О2 в матрице белка может быть представлен в виде суммы 

независимых процессов тушения 
1
О2 всеми аминокислотами белка и фо-

тосенсибилизатором. Установлено, что константа скорости излучатель-

ной дезактивации 
1
О2 в матрице белка в ~ 8 раз больше соответствующей 

константы в водной среде, что говорит о существенном влиянии матри-

цы белка на процесс излучательной дезактивации 
1
О2.  

Авторы благодарят Белорусский республиканский фонд фундамен-

тальных исследований (№ Ф15CO-036) за финансовую поддержку. 
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Быстрое развитие нанотехнологий привело к появлению нового раз-

дела в медицине – наномедицины. Применение наноматериалов для ле-

чения требует детального изучения их влияния на биологические струк-

туры. Дендримеры класс полимеров, имеющий структурные преимуще-

ства перед вирусными и невирусными системами (векторами) доставки 

генетического материала в больные органы и ткани. При внутривенном 

способе введения дендримеров возможно их неспецифическое взаимо-

действие с белками и клетками крови, тканями стенок сосудов. Поэтому 

исследование механизмов взаимодействия дендримеров с регуляторны-

ми белками плазмы крови является актуальной задачей современной 

нанобиофизики и медицины. 

В настоящее время остается недостаточно изученным характер вза-

имодействия дендримеров с белками. Понимание механизмов их взаимо-

действия является необходимым условием использования наноматериа-

лов в медицине. В настоящей работе в качестве объектов исследования 

нами выбраны ферментативные белки – щелочная фосфатаза (ЩФ), 

тромбин, лактат-дегидрогеназа (ЛДГ) и аспартат трансаминаза (АСТ). 

Исследовалось взаимодействие белков с фосфорными (ФД) и полиами-
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доаминными (ПАМАМ) дендримерами 3-его и 4-ого поколений. В дан-

ной работе проведен анализ биосовместимости дендримеров с целью их 

использования в качестве эффективных и безопасных переносчиков ге-

нетического материала для лечения рака.  

Методика эксперимента.  

В работе использованы тромбин человека (Республиканский науч-

но-практический центр гематологии и трансфузиологии, МЗ РБ), ЩФ 

(Sigma-Aldrich Chemical Company, США), ЛДГ (Sigma-Aldrich Chemical 

Company, США) и АСТ (ERM, Sigma-Aldrich Chemical Company, США). 

Растворы белков, кроме ЩФ, готовили в 10 мМ фосфатно-буферном рас-

творе, pH 7,4. Для ЩФ использовали буфер по Кларку-Лабсу, рН 8,0 [1]. 

Измерения кинетики триптофановой фосфоресценции при комнатной 

температуре (ТФКТ) в микросекундном диапазоне проводили на автома-

тизированном лазерном спектрометре, созданном в Институте физики 

им. Степанова НАН Беларуси [2]. В качестве возбуждающего излучения 

использовали импульсы λ=290 нм. Удаление кислорода из образцов 

осуществляли с помощью сульфита натрия (20 мМ) в течение 15 мин при 

20 °С. Коммерческие дендримеры ПАМАМ G3, G4 были получены из 

Sigma-Aldrich Chemical Company (США). ФД были синтезированы в La-

boratoire de Chimie de Coordination du CNRS [3]. 

Результаты и обсуждение.  

Исследовано взаимодействие между ферментативными белками и 

катионными ПАМАМ и фосфорными дендримерами 3-его и 4-его поко-

лений методом ТФКТ в микросекундном диапазоне.  

Показано, что добавление дендримеров к растворам белков приво-

дило к частичному тушению микросекундной ТФКТ всех исследован-

ных белков. Значения времен жизни ТФКТ белков значительно снижа-

ются при взаимодействии с ФД и ПАМАМ дендримерами 3-его и 4-его 

поколений. Полученные результаты свидетельствуют об эффекте дина-

мического тушения ТФКТ белков при комплексообразовании с дендри-

мерами при молярном соотношении 6:1 (дендример:белок), что является 

следствием усиления частоты и амплитуды внутримолекулярной по-

движности структуры белков и сопровождается частичным разворачива-

нием белков.  

Таким образом, при образовании комплексов белка с дендримерами 

происходит увеличение внутримолекулярной подвижности компонентов 

структуры белка. При этом, формирование комплексов белка с дендри-

мерами приводит к экспонированию дендримером поверхностных трип-

тофанилов белка в водное окружение.  
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Интересно, что максимальный эффект наблюдался в случае ТФКТ 

щелочной фосфатазы, белка, имеющего аномально жесткий центр. При 

этом время жизни ТФКТ белка существенно снижалось при добавлении 

дендримеров в молярном соотношении 6:1 (дендример:белок). Схожие 

изменения наблюдались для обоих типов дендримеров двух генераций.  

Для фосфорных дендримеров наблюдался более выраженный эф-

фект, чем для ПАМАМ дендримеров. Данные можно объяснить следу-

ющим образом. Времена жизни ТФКТ белков сильно зависят от удале-

ния кислорода [4-6]. Сильное взаимодействие дендримеров с поверхно-

стью белка может ограничить эффективное удаление кислорода из бел-

ковой глобулы [4-6], что приводит к существенному уменьшению ТФКТ.  

Полученные результаты позволяют предполагать значительный 

вклад жесткости структуры белковых макромолекул в их взаимодей-

ствие с наноструктурами. 
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В настоящее время однозначно показано, что болезнь Альцгеймера 

и ряд других прогрессирующих нейродегенеративных расстройств свя-

заны со спонтанной пространственной перестройкой определѐнного бел-

ка (специфичного для каждого заболевания) и его последующей полиме-

ризацией с образованием амилоидных фибрилл (АФ) с молекулярной 

массой в несколько миллионов дальтон, вызывающих дегенерацию 

нейронов [1]. Обнаружение АФ в различных тканях является актуальной 

задачей для разработки эффективной диагностики данных заболеваний 

на ранних стадиях. В качестве флуоресцентного зонда для изучении АФ 

широко используется бензотиазоловый краситель тиофлавин Т (ThT), 

образующий интенсивно флуоресцирующий в сине-зеленой области 

(450–500 нм) комплекс. Однако использование ThT в опытах in vivo 

осложняется тем, что в этой спектральной области биологические ткани 

обладают значительным собственным поглощением и флуоресценцией.  

Нами был синтезирован ряд производных ThT, обладающих длин-

новолновым поглощением и флуоресценцией и являющихся перспектив-

ными в качестве флуоресцентных красителей для детекции и изучения 

структуры фибрилл и протофибрилл. Выполнены измерения спектров 

поглощения и флуоресценции синтезированных соединений в раствори-

телях различной полярности. Максимумы спектров поглощения красите-

лей смещаются в длинноволновую область с ростом длины полиметино-

вой цепочки. Так максимум поглощения соединения (1) в изопропаноле 

находится на длине волны 421 нм, для монокарбостирилового соедине-
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ния (2) – 543 нм, а для дикарбостириловых красителей (3) и (4) – 584 и 

556 нм, соответственно. 

 

 
 

Рисунок 1 – Структуры синтезированных соединений 

 

Установлено, что с ростом полярности растворителя спектр погло-

щения всех полученных соединений испытывает гипсохромный сдвиг. 

Вследствие взаимодействия молекул красителя с полярными молекулами 

растворителя энергия основного состояния понижается, что и приводит к 

гипсохромному сдвигу спектра поглощения. При этом величина сдвига 

увеличивается с ростом полиметиновой цепочки исследуемых стирило-

вых красителей. Положение спектра флуоресценции также изменяется в 

различных растворителях, однако не наблюдается определенной зависи-

мости от полярности растворителя. 

Выполнены измерения спектров флуоресценции (возбуждение 

520 нм) и кинетики затухания флуоресценции (возбуждение 467 нм) кра-

сителей в водно-глицериновых растворах, имеющих различную вязкость. 

Установлено, что  с ростом вязкости растворителя существенно возрас-

тает интенсивность и длительность затухания флуоресценции всех ис-

следуемых соединений. Такое свойство данных соединений позволяет 

отнести их к классу молекулярных роторов [1]. Например, при увеличе-

нии вязкости среды на 2 порядка интенсивность флуоресценции соеди-

нения (3) увеличивается примерно на порядок, а длительность затухания 

возрастает от 0,09 до 1,15 нс. Интересно отметить, что для соединения 

(1) характерно наличие двух полос поглощения с максимумами на 330 и 

420 нм, причем при возбуждении на 330 нм интенсивность флуоресцен-
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ции соединения (1) снижается практически в 2 раза, в то время как при 

возбуждении на 420 нм интенсивность флуоресценции возрастает при-

мерно в 60 раз при увеличении вязкости раствора на 2 порядка. При этом 

оптическая плотность на длинах волн возбуждения с увеличением вязко-

сти практически не изменялась. 

Для исследования спектральных свойств соединений (1)–(4) в вод-

ном (рН 6,0) растворе в присутствии протофибрилл и фибрилл, измере-

ния выполняли в процессе приготовления фибрилл (т.е. инкубации бел-

ка), добавляя к раствору красителя одинаковое количество раствора ин-

кубируемого инсулина быка, а также в присутствии зрелых фибрилл при 

различных концентрациях. Результаты измерений представлены в табли-

це 1. 

 

Таблица 1 – Интенсивность флуоресценции синтезированных красителей 

в зависимости от концентрации АФ (САФ) 

Соединение 
Интенсивность флуоресценции, отн. ед. 

без фибрилл САФ = 0,05 мг/мл САФ = 0,08 мг/мл САФ = 0,10 мг/мл 

(1) 

(возб. 390 нм) 
15,7  18,7 29,5 31,7 

(2) 

(возб. 500 нм) 
3,4  21,0 34,3 42,1 

(3) 

(возб. 500 нм) 
7,5  22,8 31,9 35,7 

(4) 

(возб. 500 нм) 
6,7  26,7 41,9 52,3 

 

На основании полученных результатов можно заключить, что в при-

сутствии АФ в растворе происходит значительное возрастание интен-

сивности флуоресценции производных ThT (особенно соединений (2) и 

(4)), что может быть объяснено встраиванием молекул данных соедине-

ний в фибриллы. При встраивании жесткая структура β-складчатого ли-

ста АФ препятствует торсионному вращению фрагментов молекул друг 

относительно друга, вследствие чего переход в нефлуоресцирующее 

TICT-состояние оказывается невозможным. Это позволяет заключить, 

что новые синтезированные соединения могут рассматриваться как пер-

спективные флуоресцентные зонды для обнаружения и изучения АФ.  

Работа выполнена при финансовой поддержке БРФФИ (договор 

№ Ф14Р-226). 
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Одним из продуктивных методов теоретической биологии является 

геометризация задачи. Естественно предположить, что генетический мир 

нуклеиновых кислот и мир белков должны функционировать в простран-

стве одного ранга симметрий, но с определенным количественным отли-

чием в материальных носителях. Речь идѐт о соотношениях симметрий в 

первичных, вторичных и т.д. структурных уровнях в нуклеиновых кис-

лотах и белках. При этом обе системы должны быть построены иерархи-

чески, чтобы иметь исполнительную и регулирующую подсистемы. 

Естественным инструментом в комбинаторике структурных корреляций 

в этих подсистемах становится хиральный дуализм элементов на всех 

уровнях структурной организации. Предназначение биологических 

иерархий состоит в способности сопрягать разномасштабные в про-

странстве и времени процессы. 

Впервые в макромолекулярных системах нами были выделены зна-

копеременные уровни иерархии хиральных объектов в последовательно-

сти от «нижнего» ассиметричного атома углерода до суперспиралей и 

надмолекулярных структур [1,2]. Отмечено закономерное чередование 

знака хиральности D-L-D-L при переходе на более высокий уровень 

структурно-функциональной организации ДНК [3]. Последовательность 

смены знака xиpальноcти в структурно-функциональной иерархии бел-

ковых структур подобна той, что мы наблюдали для ДНК: L-D-L-D. Оче-

виден сдвиг на полпериода, поскольку белковая иерархия «стартовала» c 

L-аминокислот, а нуклеотидная – c D-углевода дезоксирибозы. Первич-

ная структура белка представляет собой последовательность остатков L-

аминокислот. Полипептидная цепь укладывается в спираль или в склад-
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чатый слой. Как правило, α-спираль является правым энантиомером - 

правая α-спираль стабильнее левой [4].  Взаимодействующие правые α-

спирали стремятся образовать левую суперспираль. Четвертичная струк-

тура белков представлена надмолекулярными структурами, сформиро-

ванными при правой укладке левых суперспиралей.  

В то время как знаки хиральности для первых двух уровней иерар-

хии белковых структур не вызывают сомнений, знакопеременные уровни 

в более сложных конструкциях третичной и четвертичной структуры вы-

глядят не такими однозначными и представляют особый интерес. 

Авторами [5] предложена систематическая классификация супер-

спиралей, представленная «периодической таблицей». Белковые струк-

туры разделены на две группы: классические (с одной суперспиралью и, 

следовательно, одним гидрофобным ядром) и комплексные/сложные 

(содержащие две и более классические суперспирали). Классические су-

перспирали из двух, трех, четырех или пяти спиралей занимают первый 

ряд таблицы и возглавляют каждый столбец, в то время как сложные су-

перспирали разделяются на классы и вертикально упорядочиваются в за-

висимости от того, на какой классической суперспирали они основыва-

ются. Каждый белок, содержащий суперспираль, можно рассмотреть от-

дельно при помощи ресурса [6]. Для доказательства преобладания левой 

конфигурации суперспиралей всех типов мы проанализировали все до-

ступные белковые структуры из «периодической таблицы» [5,7]. Прак-

тически во всех случаях, когда визуально наблюдалось внутримолеку-

лярное перекрытие α-спиралей, выявлена тенденция их свивания в левую 

суперспираль. В результате анализа получены количественные оценки 

наличия мотива левого свивания для каждого выделенного в таблице из 

[5] класса. Отметим, что в простейшем случае – для суперспирали, со-

стоящей из двух α-спиралей, - характерна левая укладка почти что во 

всех структурах этого класса. С увеличением количества α-спиралей 

число структур с подобной тенденцией уменьшается, но в отдельных 

классах, представленных наиболее сложными суперспиралями из 5-9 α-

спиралей, процентное содержание структур с тенденцией к левой уклад-

ке в данном классе резко увеличивается. Обращаем особое внимание, что 

среди всего многообразия структур из [5] правое свивание было отмече-

но лишь в двух случаях: в тетрабрахионе термофилов Staphylothermus 

marinus (1FE6 в [6]) и в искусственно синтезированном тетрамере (1RH4 

в [6]). В ряде случаев было сложно судить о свивании из-за нагроможде-

ний α-спиралей и β-листов в белках над суперспиралью. Иногда явную 

тенденцию было сложно проследить из-за слишком коротких фрагмен-

тов α-спиралей в составе суперспирали. К тому же, в некоторых случаях 
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(особенно часто – в суперспирали на основе 4-х α-спиралей) отмечена 

почти параллельная укладка α-спиралей с совсем небольшим свиванием 

влево,  и эти структуры мы не стали причислять к обладающим левым 

мотивом укладки. 

Основываясь на этом, высказанное нами ранее утверждение о зако-

номерной смене знака хиральности при переходе от вторичной к третич-

ной структуре для α-спиралей можно считать убедительно обоснован-

ным. Необходимо заметить, что и на уровне четвертичных структур бел-

ков можно проследить тенденцию смены знака хиральности [2]. 

Термодинамической причиной структурообразования является вер-

тикальная рацемизация, а сам эффект объясняет траектории фолдинга, а 

также функционирование молекулярных машин [1]. Практическое при-

менение исследования может быть направлено на анализ межмолекуляр-

ных взаимодействий системы «хиральное лекарство – мишень», а так же 

для анализа влияния хиральных ксенобиотиков на организмы. 
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Широкое применение тиофлавина Т (ThT) для детекции амилоид-

ных фибрилл (АФ) предполагает знание способов встраивания в белко-

вую матрицу молекул тиофлавина Т, определяемых их структурой в ад-

сорбированном состоянии. Информативными для изучения структуры 

молекулярных комплексов являются методы колебательной спектроско-

пии, в особенности спектроскопии гигантского комбинационного рассе-

яния (ГКР) [1]. 

Для изучения структурно-конформационных состояний адсорбиро-

ванных молекул ThT и их связи с физико-химическими свойствами по-

верхности получены спектры ГКР красителя с использованием широкого 

набора ГКР-активных субстратов: гидрозоли серебра, тонкие серебряные 

пленки (ТСП) различной массовой толщины и топографии поверхности, 

модифицированные слоями полиэлектролитов. Данные ГКР-активные 

субстраты характеризуются также различным уровнем проявления элек-

тромагнитных и химических механизмов усиления ГКР, зависящим от 

длины волны возбуждения [2]. Связывание ThT с поверхностью серебря-

ных наночастиц осуществляется посредством атома серы тиазолового 

кольца молекулы [3] так, что длинная ось молекулы расположена парал-

лельно, а короткая – перпендикулярно поверхности. Плоскости колец 

располагаются практически перпендикулярно металлической поверхно-

сти, при этом сохраняется нативная конформация молекулы. Интенсив-

ность колебательных полос определяется вероятностью возбуждения ло-

кализованных плазмонов на поверхности серебряных наночастиц и элек-

тронных состояний с переносом заряда комлекса ThT-Agколлоид. 
При добавлении АФ в раствор ThT, содержащий коллоиды серебра 

происходит уменьшение интенсивности всех колебательных полос спек-

тра ГКР (рисунок 1). При этом относительно высокую интенсивность со-

храняют колебательные полосы 533, 701 и 1594 см
-1

. Наибольшие изме-

нения в спектре ГКР красителя имеют место при возбуждении 532 нм, 

при этом происходит увеличение относительной интенсивности колеба-
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тельной полосы 744 см
-1

, а также значительное уменьшение интенсивно-

сти полосы 797 и 1400  см
-1

. Основной вклад в образование последних 

вносят маятниковые колебания метильных групп (СН3)С9,С19, связанных 

с атомами азота N8, N18 и деформационные колебания (C5N8C9) и 

(C10N8C9). Это позволяет предположить, что при встраивании в струк-

туру фибрилл участвуют метильные группы, связанные с атомами азота 

N8 и N18. 

 

 
Рисунок 1 – Спектр ГКР ThT в цитратном золе в отсутствие (1), и при 

добавлении амилоидных фибрилл (2). Концентрация красителя  

310
-6

 моль/л, длина волны возбуждения 532 нм  

 

На основании полученных результатов предложена схема встраива-

ния ThT в бороздки АФ и связывания с металлической поверхностью се-

ребряного гидрозоля (рисунок 2), в соответствии с которой ThT встраи-

вается в фибриллы так, что атомы азота N8 и N18 входят в складку, обра-

зованную -листами, причем непосредственно контактируют с белком 

связанные с этими атомами метильные группы. 
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Рисунок 2 – Схема встраивания ThT в бороздки амилоидных фибрилл и  

связывания с металлической поверхностью серебряного гидрозоля 
 

Слабое влияние встраивания красителя в амилоидные фибриллы на 

спектры ГКР можно объяснить тем, что взаимодействие молекулы с ме-

таллом и белком осуществляется посредством различных участков. 
 

Работа выполнена при финансовой поддержке ГПНИ РБ «Конвергенция» 

(договор А16-51), БРФФИ (договор № Ф16Р-209, № Ф16МС-21). 
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Обогащение масложировых продуктов полярными биологически 

функциональными соединениями, например, водорастворимыми вита-

минами представляет определенную проблему. C этой целью проводится 

синтез витаминов с гидрофобными участками [1,2]. Однако, любая хи-

мическая модификация коферментов приводит к изменению их физиоло-

гических свойств. В этой связи представляет значительный интерес со-

здание низкоразмерных дисперсных систем из липидов с водораствори-

мыми витаминами, пригодными для включения их в неполярные среды. 

В работе приведены результаты исследований по созданию колло-

идной формы важнейших витаминов пиридоксина (В6), фолиевой кисло-

ты (B9) с глицеридами ненасыщенных жирных кислот для введения их в 

масложировые продукты. 

В процессах получения витаминных коллоидов использовали мето-

ды ультразвуковой обработки материалов. В смесь глицеридов (расти-

тельное масло) вводили водный раствор витаминов. Использовали ком-

позицию пиридоксина, фолиевой кислоты. Отношение объемов водной 

фазы и глицеридной среды составляло 1:200. Создавали грубую эмуль-

сию водной фазы с витаминами в глицеридной среде с применением ро-

торной магнитной мешалки. Затем данную эмульсию обрабатывали уль-

тразвуком с использованием установки ИЛ100-6/1 производства ООО 

«Ультразвуковая техника – ИНЛАБ» (РФ) с магнитострикционным пре-

образователем электромагнитной энергии и водяным охлаждением. Ча-

стота ультразвуковых колебаний составляла 22 кГц, мощность 700 Вт. 

Диспергирование субстанции проводили в цилиндрической емкости, 

применяя волновод с коэффициентом передачи 1:1. Готовый коллоид во-

дорастворимых витаминов хранили в темноте при температуре 20 
0
С. 

Кинетику дисперсной фазы коллоида из глицеридов с витаминами 

исследовали с помощью спектрофлуориметрического комплекса СМ2203 

производства ЗАО «Солар» (РБ). Анализировали зависимость оптиче-
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ской плотности D образца коллоида от времени его инкубирования t (ре-

жим «Кинетика») в термостатируемой кварцевой кювете (оптический 

путь образца 1 см) при равномерном перемешивании с помощью кон-

структивно встроенной в кюветное отделение и программно управляе-

мой магнитной мешалки. Интервал сканирования - 0,5 с. При этом ши-

рина щели падающего света, устанавливаемая программно, равнялась 2 

нм.  

С целью выбора длины волны для изучения кинетики зарегистриро-

вали спектры поглощения пиридоксина (1), фолиевой кислоты (2), и гли-

церидов ненасыщенных жирных кислот (рис. 1). Поскольку глицериды 

представляют собой вязкую жидкость, их спектр поглощения регистри-

ровали без применения растворителей (кривая 1, рис 1). Видно, что на 

длинах волн более 700 нм отсутствуют поглощающие излучение хромо-

форы. Исследовали динамику изменения дисперсной фазы на длине 

волны 730 нм. 

 
Рис. 1. Спектры поглощения пиридоксина (1), фолиевой кислоты (2), 

глицеридов ненасыщенных жирных кислот (3). 

 

Начинали регистрацию кинетики относительно глицеридной среды. 

Затем, через 60 секунд в кюветное отделение помещали кювету с 2 мл 

глицерид-витаминного коллоида. Оптическая плотность скачкообразно 
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возрастала вследствие рассеяния света на дисперсных структурах. Про-

должали регистрацию кинетики в непрерывном режиме, затем дискрет-

но, через 2 ч, 4 ч, 6 ч и 24 ч.  

Поскольку температура среды в значительной степени влияет на 

пространственно-временные характеристики липидных дисперсных 

структур все эксперименты проводили при одинаковой температуре  

20 
0
С. В промежутках между измерениями закрытую кювету с исследуе-

мым образцом хранили в термостате при температуре 20 
0
С. 

Анализ кинетики агрегации дисперсной фазы (построение спектров, 

их математическая обработка) проводили с помощью программного па-

кета обработки данных Origin Pro 7.0 for Windows.  

Установлено, что формирование дисперсной фазы коллоида из гли-

церидов характеризуется одной стадией. На ней с течением времени 

формируется пространственная структура глицеридных частиц с моле-

кулами витаминов. Дисперсная структура коллоида при комнатной тем-

пературе (18 – 20 
0
С) сохраняется длительное время, более 7 суток, что 

свидетельствует о возможности создания новых технологий получения 

витаминных дисперсных материалов. 

Таким образом, на основании полученных результатов исследова-

ний можно утверждать, что перспективным направлением создания обо-

гащенных водорастворимыми витаминами масложировых продуктов яв-

ляется введение их в составе глицеридных дисперсных систем без пред-

варительного химического модифицирования молекул витаминов.  
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Дисперсные формы биоцидных продуктов на основе низкоразмер-

ных коллоидов являются наиболее оптимальными, если рассматривать 

области их практического применения. Это связано с низкой летучестью 

биоактивного соединения, содержащегося в нем, присутствием эффекта 

«невысыхающего дезинфицирующего покрытия», возможностью биоза-

щиты движущихся поверхностей, в условиях влажности [1].  

В данной работе приведены результаты получения дисперсной фор-

мы антисептика на основе водных коллоидов триглицеридов ненасы-

щенных жирных кислот и третичного амина, а также характеристики его 

антимикробной активности. 

Эмульсию триглицеридов олеиновой кислоты массовой долей 0,2 % 

в фосфатно-солевом буферном растворе (рН = 7,0) обрабатывали ультра-

звуком с использованием установки ИЛ100-6/1 производства ООО «Уль-

тразвуковая техника - ИНЛАБ» (РФ). Коллоиды инкубировали 2 ч при 

температуре 20 
0
С, затем центрифугировали 10 мин при 3000 об/мин в 50 

мл пробирках с использованием центрифуги производства Hettich Uni-

versal 320R (ФРГ). После этого отделяли супернатант, исключая объем 

коллоида на поверхности, и помещали коллоид в термостат для хранения 

при 20 
0
С. Следует отметить, что дисперсная фаза такого коллоида со-

гласно исследованиям атомно-силовой микроскопией (АСМ) представ-

ляет собой матрицу глобулярных наноструктур [2].  

В триглицеридный коллоид вводили водный раствор N,N-бис-

аминопропилдодециламина массовой доли 0,1 % при интенсивном и 

равномерном перемешивании на роторной магнитной мешалке. 
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С использованием АСМ установлено, что на кремниевой подложке 

в сухом состоянии триглицеридные структуры с амином образуют сег-

менты, близкие к сферической форме (рис. 1). Среднее значение линей-

ного размера частиц не превышает 20 нм. Можно предположить, что в 

водной среде эти комплексы образуют глобулярные структуры. 

 
Рис. 1. АСМ-изображение триглицеридных структур с N,N-бис-

аминопропилдодециламином на кремниевой подложке. 

 

С использованием спектрофлуориметрического комплекса СМ2203 

«Солар» (РБ), работающего в режиме спектрофотометра исследовали 

также агрегативную и седиментационную устойчивость полученных ли-

пидных коллоидов на длине волны 730 нм (триглицериды и амины не 

поглощают данное излучение). Установлено, что введение амина в триг-

лицеридный коллоид не приводит к деструкции дисперсной фазы. 

Антимикробную активность дисперсного биоцида определяли суспен-

зионным методом (культивирование клеток в присутствии биоцидов). 

Тест-культуры – санитарно-показательные бактерии Escherichia coli B 

(грамотрицательные) и Bacillus subtilis 168 (грамположительные), а так-

же дрожжи Candida tropicalis H2. Антимикробную активность (cпособ-

ность обусловливать гибель клеток) оценивали фактором редукции (FR): 

FR= log(K2/ K1) 

где: 1К  – концентрация жизнеспособных клеток после инкубирова-

ния в присутствии биоцида, КОЕ/см
3
; 2К  – концентрация жизнеспособ-

ных клеток после инкубирования в питательной среде без биоцида, 

КОЕ/см
3
. 
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В таблицах 1 и 2 приведены результаты определения антибактери-

альной активности триглицеридных коллоидов с третичным амином. 

Концентрация жизнеспособных клеток после 24 ч инкубирования в пита-

тельной среде без биоцида составила: E. coli B – 1,510
7
 КОЕ/см

3
, Bacillus 

subtilis 168 – 2,510
7
 КОЕ/см

3
, C. tropicalis H2 – 1,410

7 
КОЕ/см

3
. 

 

Таблица 1. Активность дисперсного биоцида 

 

Тест-культура 

Содержание жизнеспособных клеток в 

среде содержащей, КОЕ/см
3
 

Дисперсный биоцид 

с 0,001 % амина 

0,001% водный 

раствор амина 

Бактерии E. coli B 1.6·10
6
 2.8·10

6
 

Бактерии B. subtilis 168 1.5·10
5
 2.2·10

5
 

Дрожжи C. tropicalis H2 4.8·10
6
 6.7·10

6
 

 

Таблица 2. Фактор редукции 

Тест-культура Дисперсный биоцид Раствор амина 

Бактерии E. coli B 0,97 0,73 

Бактерии B. subtilis 168 2,22 2,05 

Дрожжи C. tropicalis H2 0,46 0,32 

 

Установлено, что экспериментальный образец дисперсного биоцида 

проявлял несколько более высокую антимикробную активность по срав-

нению с водным раствором амина (контрольным образцом). 

Таким образом, на основании полученных результатов можно в 

дальнейшем разработать новые дисперсные формы дезинфицирующих 

материалов определенного функционального назначения. 
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Гемоглобин как объект исследования является удобной моделью для 

изучения влияния различных агентов на белковые системы. Полностью 

идентифицированы первичная структура гемоглобина, взаимное распо-

ложение атомов в его молекуле. Принадлежность гемоглобина к классу 

олигомерных белков дает возможность определять способность молеку-

лы к диссоциации и ассоциации, оценивать роль субъединичных контак-

тов в проявлении функциональной активности макромолекулы в целом 

[2]. 

В настоящее время в хирургической, акушерско-гинекологической и 

терапевтической практике для лечения ряда заболеваний широко исполь-

зуется метод аутотрансфузии УФ-облученной крови (АУФОК). УФ-свет 

с длиной волны 254 нм обладает наиболее мощным бактерицидным дей-

ствием и используются в практике АУФОК-терапии [1, 3]. Он воздей-

ствует на серосодержащие аминокислоты, вызывает их фотолиз, а также 

энергия его расходуется на фотосенсибилизированные химические реак-

ции в других функционально важных группах белка. Лечебный эффект 

метода АУФОК связывают с усилением оксигенации крови, купировани-

ем гипоксических состояний, повышением бактерицидных и нормализа-

цией реологических свойств УФ-облученной крови, а также стимуляцией 

факторов клеточного и гуморального иммунитета [1, 3]. 

В качестве объектов исследования использовались растворы окси-

гемоглобина человека (1∙10
-5 

моль/л) в 0,1 моль/л фосфатном буфере 

(рН 7,4), полученные из крови доноров в день взятия пробы. 

Оксигемоглобин выделяли методом,  описанным D.L. Drabkin [5] c 

модификациями Л.А. Блюменфельда [4]. В основе этого метода лежит 

явление осмотического гемолиза предварительно отмытых от белков 

плазмы эритроцитов раствором хлорида натрия (0,9 %). Мембраны эрит-

роцитов осаждали центрифугированием в течение 15 минут при скорости 

12000 об/мин на центрифуге МiniSpin (Германия). Очистку гембелка 

осуществляли методом гель-фильтрации на носителе сефадекс G-75с ис-

пользованием автоматизированного хроматографа низкого давления 

ÄKTA start (GE Healthcare, Германия). УФ-облучение образцов оксиге-
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моглобина человека проводили в объеме 2 мл при помощи облучателя 

BIO-link-BLX, 254 нм (Vilber Lourmaet, Франция). 

Определение размеров молекул оксигемоглобина человека осу-

ществляли на анализаторе частиц Zetasizer Nano ZSP (Malvern, Велико-

британия 2015) в лаборатории Центра коллективного пользования науч-

ным оборудованием Воронежского государственного университета. 

Нами были исследованы размеры нативных и модифицированных 

УФ-светом (254 нм) в дозах 755 и 2265 Дж/м
2
 растворов оксигемоглоби-

на человека с концентрацией 1·10
-5

 моль/л. Результаты проведенных ис-

следований представлены в таблице. 

 

Таблица. Размеры молекул оксигемоглобина человека при воздей-

ствии на них УФ-излучения 

Объект исследования Размер, нм 

Нативные молекулы гембелка 6,23±0,88 

HbO2 + УФ-облучение, 755 Дж/м
2 

4,52±0,33* 

HbO2 + УФ-облучение, 2265 Дж/м
2
 5,50±0,69 

* Отличия от нативного оксигемоглобина статистически достоверны 

(Р<0,05). 

Анализ данных таблицы показывает, что в нативном состоянии ве-

личина размера молекул оксигемоглобина человека составила 6,23±0,88 

нм. Воздействие УФ-излучения на гембелок в дозе 755 Дж/м
2 

привело к 

статистически достоверному уменьшению размера молекул до 4,52±0,33 

нм. Большая доза облучения (2265 Дж/м
2
)

 
к статистически достоверным 

изменениям не приводит. 

Изменение размеров молекул оксигемоглобина человека вследствие 

воздействия на них ультрафиолетового излучения (254 нм) свидетель-

ствуют о вкладе сульфгидрильных групп в изменение структуры молеку-

лы гембелка: происходит процесс компактизации оксигемоглобина чело-

века при дозе облучения 755 Дж/м
2
 и практически полное восстановле-

ние его размеров при облучении гембелка в дозе 2265 Дж/м
2
. 
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НОВАЯ ПАРАДИГМА СТРУКТУРНОЙ ОРГАНИЗАЦИИ БЕЛКОВ. 
I. КАК ОРГАНИЗОВАНЫ БЕЛКОВЫЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ 

МАШИНЫ 
 

Некрасов А.Н., Анашкина А.А. 
 

ИБХ РАН, Москва, Россия  ИМБ РАН, Москва, Россия 

 

Белки являются ключевым элементов в любых биологических си-

стемах, без их участия не протекает ни один процесс регуляции, не про-

ходит ни одно преобразование молекул. Понимание принципов органи-

зации белков является обязательным условием осмысленного влияния на 

их функционирование, открывая путь для «управления» функционирова-

нием биологических систем. Сложившиеся в середине XX века пред-

ставления о структурной организации белков не позволили создать мето-

дологию, позволяющую определять, какие именно изменения необходи-

мо внести в первичную структуру белков, чтобы получить необходимые 

изменения в их пространственной организации и функционировании. И 

хотя еще в работе [1] была высказана мысль о том, что все характеристи-

ки белковых молекулярных машин «записаны» в их первичной структу-

ре, до сих пор не удавалось выявить какую-либо организацию белка, 

анализируя только аминокислотные последовательности полипептидных 

цепей [2, 3]. Причиной такого состояния дел является существующая па-

радигма структурной организации белков, основанная на чисто химиче-
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ском взгляде на полимерную цепь формирующих первичную структуру 

«белковых молекулярных машин».  

В рамках этой парадигмы естественным «элементарным звеном» 

является аминокислотный остаток. Однако, функциональными свой-

ствами белка обладают не любые полипептиды, а только те, которые 

прошли через «сито» молекулярной эволюции. Чтобы понять принципы 

структурной организации белковых молекулярных машин, необходимо 

выявить, что внесла молекулярная эволюция в полимерные цепи первич-

ных структур белков. Для того, чтобы выявить эти особенности, нами 

использовалась информационная энтропия [4]. В качестве объектов ис-

следования были использованы первичные структуры белков из различ-

ных релизов базы данных NRDB. 

На рис. 1 приведена схема использованного нами метода анализа 

первичных структур белков. Последовательно рассматривались все ами-

нокислотные последовательности в исследуемом наборе первичных 

структур белков. В аминокислотной последовательности белка длиной L  

задавалась позиция «якорного остатка» n  в позициях от 1 до 1L . Опре-

делялась частота k

ijF  встречаемости пары аминокислотных остатков типа 

i  и типа j , разделенных в последовательности k  позициями. Значения 

изменялись от 1 до 40 . Таким образом, были сформированы матрицы 

(размером 2020x ) частот встречаемости пары аминокислотных остатков i  

и j , характеризующие расстояние между ними k . 

 

 
Рис.1. Схематическое представление метода анализа аминокислотных 

последовательностей белковых молекулярных машин. 

Для определения того, как много структурной информации содер-

жится в каждой такой матрице, использовалось уравнение (1) для расчета 
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информационной энтропии, предложенное в работе [4]. Для того, чтобы 

была возможность использовать уравнение (1) из матриц частот встреча-

емости аминокислотных остатков k

ijF  были получены матрицы вероятно-

стей встречаемости пар аминокислотных остатков k

ijP . 


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20

1

20
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2log
i j
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k
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На рис. 2А представлены значения нормированной информационной 

энтропии 0/ SS k  как функции расстояния между аминокислотными остат-

ками k , полученные для различных релизов (30, 60 и 90) базы NRDB. На 

рис. 2В из этой зависимости путем фильтрации убрана колебательная со-

ставляющая, имеющая периоды 3.6 и 2.9. Колебательная составляющая 

связана с наличием у белков спиралеобразных типов локальной про-

странственной организации. 

 

 
 

Рис.2. (А) Нормированная информационная энтропия 0/ SS k  как функция 

расстояния между аминокислотными остатками k , полученная для рели-

зов 30, 60 и 90 базы NRDB. (В) Нормированная информационная энтро-

пия 0/ SS k  после фильтрации колебательной составляющей. 

 

Полученные результаты показали, что в первичных структурах бел-

ков для участков с характерной длиной в 5 остатков наблюдается посто-

янный и низкий уровень информационной энтропии. Этот результат поз-

волил ввести понятие «информационной единицы». Такой подход позво-

лил разработать метод анализа информационной структуры белка 

(АНИС метод), который в качестве «элементарных звеньев» белка ис-

пользует «информационные единицы» и позволяет при анализе амино-

кислотных последовательностей белков выявлять иерархически органи-
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зованные области с повышенным содержанием структурной информации 

(рис. 3). 

 

 
Рис. 3. Примеры расчетов информационных структур белков. L  - номер 

остатка в последовательности. 2/a  - размер области, для которой оцени-

валось количество структурной информации. 

 

Применение АНИС метода позволило выявить особенности струк-

турной организации ряда ферментов и объяснить механизм их функцио-

нирования. 

Работа выполнена при поддержке "Программы фундаментальных 

исследований Президиума РАН по стратегическим направлениям разви-

тия науки "Фундаментальные проблемы математического моделирова-

ния" по теме: Математическая модель пространственной организации 

природных полипептидных цепей на основе информационного контента 

первичной структуры" и гранта РФФИ 16-54-00219 Бел_а.  
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НОВАЯ ПАРАДИГМА СТРУКТУРНОЙ ОРГАНИЗАЦИИ БЕЛКОВ. 
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Новая парадигма структурной организации белков, при которой 

элементарной единицей структурной организации белков является не 

аминокислотный остаток, а «информационная единица» (группа из 5 ря-

дом расположенных остатков), позволила разработать метод анализа ин-

формационной структуры белков (АНИС метод) [1]. При анализе амино-

кислотных последовательностей белков АНИС метод позволяет выяв-

лять иерархически организованные элементы информационной структу-

ры белков (ЭЛИС) с повышенным содержанием структурной информа-

ции. Анализ распределения остатков, формирующих каталитический 

центр ряда гидролаз, по ЭЛИС высшего ранга позволил объяснить меха-

низм функционирования этих ферментов и показать, что ЭЛИС высших 

рангов являются «функциональными доменами» ферментов [2]. Было 

показано, что у белков, имеющих четко выраженную доменную органи-

зацию, ЭЛИС высшего ранга, как правило, соответствуют структурным 

доменам. Это позволило предположить, что ЭЛИС высших рангов неза-

висимо формируют свою пространственную структуру и предложить ме-

тод проектирования новых рекомбинантных белков (рис. 1).  

Мы предположили, что удаление из нативной аминокислотной по-

следовательности белка фрагмента, соответствущего ЭЛИС высшего 

ранга, минимально нарушит нативный механизм фолдинга и позволит 

получить молекулярную машину с измененными характеристиками (1F). 

Таким образом, при необходимости изменить функциональные или фи-

зико-химические характеристики природных молекулярных машин (1А), 

необходимо рассчитать информационную структуру нативного белка 

(1B), найти фрагменты последовательности, соответствующие ЭЛИС 

высшего ранга (1С), а затем удалить из нативной аминокислотной после-

довательности молекулярной машины (1D, 1E) фрагмент, который соот-

ветствует ЭЛИС высшего ранга. Эта идеология была реализована в ряде 

экспериментальных работ [3, 4].  
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Рис. 1. Метод проектирования последовательностей новых реком-

бинантных белков. 

 

 
Рис. 2. (2А) Пространственная структура тримера THF человека. (2В) 

Мономер THF. (2С) Мономер THF, на котором отмечены элементы про-

странственной структуры соответствующие ЭЛИС высшего ранга. 
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Близкий по идеологии подход был реализован в работах [5, 6], в ко-

торых выявлялся минимальный фрагмент аминокислотной последова-

тельности молекулярной машины, обеспечивающий искомую функцио-

нальность. 

На рис. 2 проиллюстрирована фрагментация молекулы фактора 

некроза опухоли (THF) человека, проведенная на основе расчета инфор-

мационной структуры. Выделенные на рис. 2С элементы пространствен-

ной структуры белка были выделены и очищены. Фрагмент ELIS 1 про-

явил активность характерную для тримера состоящего из полноразмер-

ных молекул THF.  

При исследовании распределения ЭЛИС первого ранга в белках бы-

ло показано, что аминокислотную последовательность любой белковой 

молекулярной машины можно представить, как совокупность сайтов 

трех типов: с пониженной (ADD-), повышенной (ADD+) и нормальной 

(NORMAL) плотностью ЭЛИС первого ранга (рис. 3). В работах [7, 8] 

было показано, что параметр плотности ЭЛИС первого ранга является 

важным фактором, определяющим формирование эффективных взаимо-

действий между полипептидными цепями. 

 

 
Рис. 3. Классификация сайтов по плотности ЭЛИС первого ранга. 

  



153 

Литература 
1. Nekrasov,  A.N. A new paradigm of protein structural organization Pro-

ceedings of the 2nd International Conference Theoretical Approaches to 

BioInformation Systems (TABIS 2013) / A.N. Nekrasov, 

А.А. Anashkina, A.А. Zinchenko // Institute of Physics Belgrade, 

SERBIA, 2014. – 274 p. ISBN 978-86-82441-40-3. 

2. A.N. Nekrasov, Hydrolases: The correlation between informational struc-

ture and catalytic sites organization / A.N. Nekrasov, A.А. Zinchenko 

// J. Biomol. Struct. Dyn. – 2008. – Vol. 25, №5. - P. 553-561. 

3. Nekrasov,  A.N. The Novel Approach to the Protein Design: Active 

Truncated Forms of Human 1-CYS Peroxiredoxin / А.Н. Некрасов [et 

al.] // J. Biomol. Struct. Dyn. – 2007. – Vol. 24, №5. – P. 455-462. 

4. Некрасов, А.Н. Применение метода анализа информационной 

структуры для конструирования антагониста интерлейкина-13 / 

А.Н. Некрасов [et al.] // Биохимия – 2009. – Tом 74. – C. 493-500. 

5. Шингарова, Л.Н. Получение и свойства пептидных фрагментов фак-

тора некроза опухолей человека / Л.Н. Шингарова [et al.] // Биоор-

ганическая химия – 2010. – Tом 36, №3. – C. 327-336. 

6. Каневский,  Л.М. Пептидные фрагменты белка теплового шока 70 

усиливают продукцию гамма-интерферона и моделируют экспрес-

сию поверхостных маркеров в NK-клетках / Л.М. Каневский [et al.] 
// Медицинская иммунология – 2007. – Tом 9 (2-3). – C. 142. 

7. Nekrasov, A.N. Structural Features of the Interfaces in Enzyme-Inhibitor 

Complexes / A.N. Nekrasov, A.А. Zinchenko // J. Biomol. Struct. Dyn. 

– 2010. – Vol. 28, №1. – P. 85-96. 

8. Alekseeva, L. Cryptic B-cell epitope identification through informational 

analysis of protein sequences / L. Alekseeva [et al.] // Vaccine – 2007. 

– Vol. 25(14). – P. 2688-2697. 

  



154 

КОМПЬЮТЕРНЫЙ ДИЗАЙН ПОТЕНЦИАЛЬНЫХ  
АНТИ-ВИЧ АГЕНТОВ, БЛОКИРУЮЩИХ CD4-СВЯЗЫВАЮЩИЙ  

УЧАСТОК БЕЛКА GP120 ОБОЛОЧКИ ВИРУСА   
 

Николаев Г.И.
1, Кашин И.А.

 2
,  Тузиков А.В.

 1
, Андрианов А.М.

 2
 

 

1
Объединенный институт проблем информатики Национальной акаде-

мии наук Беларуси, Минск, Беларусь 
2
Институт биоорганической химии Национальной академии наук Бела-

руси, Минск, Беларусь, andrianov@iboch.bas-net.by 

 

Для терапии ВИЧ-инфекции в клинической практике используются  

лекарственные препараты, терапевтическое действие которых основано 

на блокаде различных этапов репликационного цикла ВИЧ-1. Совмест-

ное использование этих препаратов формирует основу для высокоактив-

ной антиретровирусной терапии, которая значительно повысила выжива-

емость многих пациентов, инфицированных ВИЧ. Однако одной из глав-

ных проблем является высокая генетическая изменчивость ВИЧ-1, кото-

рая приводит к выработке устойчивости (резистентности) к определен-

ному лекарству через некоторое время после начала его применения. 

Кроме того, токсичность анти-ВИЧ препаратов, их взаимодействие меж-

ду собой, появление и передача резистентных штаммов приводят к необ-

ходимости поиска новых антивирусных агентов с новыми механизмами 

действия. 

Внедрению ВИЧ-1 в макрофаги и Т-лимфоциты предшествует свя-

зывание белка gp120 оболочки вируса c первичным рецептором CD4 

клеточной мембраны, а также с хемокиновыми корецепторами CCR5 

и/или CXCR4, взаимодействие с которыми активирует процесс слияния 

мембран, ведущий к проникновению генома вируса в клетки-мишени. 

Проникновение ВИЧ-1 в клетку-хозяина  представляет собой перспек-

тивную мишень для разработки новых  анти-ВИЧ агентов, способных 

вмешиваться в ранние стадии жизненного цикла вируса.  К преимуще-

ствам этих соединений можно отнести создание ими препятствия про-

никновению вируса в целевые клетки и уменьшение числа латентных ре-

зервуаров ВИЧ, а также возможность использования для профилактики 

ВИЧ-инфекции. 

В настоящей работе осуществлен компьютерный дизайн новых по-

тенциальных ингибиторов проникновения ВИЧ-1, ―нацеленных‖ на 

функционально консервативный участок оболочки вируса, ответствен-

ный за его связывание с первичным рецептором CD4 клетки-мишени. 
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Методами молекулярного докинга проведена оценка нейтрализующей 

активности  сконструированных соединений с последующим отбором 

молекул, наиболее перспективных для синтеза и тестирования на проти-

вовирусную активность.  

Решение этой задачи выполнено с помощью разработанного нами 

алгоритма для компьютерного конструирования потенциальных лекар-

ственных препаратов на основе данных о структуре молекулярной ми-

шени, использующего для построения наиболее вероятных структур-

кандидатов биологически активных соединений реакции клик-химии. В 

качестве молекулярной мишени была выбрана гидрофобная полость 

CD4-связывающего участка белка gp120, критическая для взаимодей-

ствия вируса с остатком Phe-43 первичного рецептора CD4. При форми-

ровании исходных структурных блоков  для конструирования структур-

кандидатов использовали две библиотеки. Первая библиотека включала 

отобранные из базы  данных Zinc (http://zinc.docking.org) небольшие мо-

лекулы с азидной или алкиновой группами и содержащие ароматический 

фрагмент – элемент структуры, который, согласно данным об известных 

ингибиторах ВИЧ, играет ключевую роль для его специфического взаи-

модействия с Phe-43-связывающей полостью белка gp120. Вторая биб-

лиотека содержала низкомолекулярные соединения из базы Zinc с функ-

циональными группами, участвующими в реакции азид-алкинового цик-

лоприсоединения – основной реакции клик-химии. На основе данных 

сформированных библиотек с помощью программы AutoClickChem 

(http://sourceforge.net/projects/autoclickchem/) были сконструированы со-

единения – потенциальные анти-ВИЧ агенты, эффективность связывания 

которых с белком gp120 ВИЧ-1 оценивали методами молекулярного до-

кинга (программа QuickVina 2; http://omictools.com/quickvina-tool).  

На рис. 1 приведена химическая структура одного из десяти луч-

ших по энергии связывания соединений, а на рис. 2 показан  структур-

ный комплекс этой молекулы с белком gp120 ВИЧ-1. Анализ структур-

ного комплекса показывает (рис. 2), что рассматриваемый лиганд блоки-

рует аминокислотные остатки Val-255, Asp-368, Glu-370, Ile-371, Asn-

425, Met-426, Trp-427 и Gly-473 молекулярной мишени, которые, соглас-

но данным рентгеноструктурного анализа, принимают непосредственное 

участие во взаимодействии с остатком Phe-43 рецептора CD4,  являю-

щимся критическим для специфического связывания ВИЧ-1 с клеткой-

мишенью. При этом ароматическое кольцо  лиганда погружается внутрь 

полости (рис. 2),  имитируя боковую цепь остатка Phe-43 молекулы CD4, 

что, очевидно, должно приводить к блокированию ее взаимодействия с 

белком gp120. Близкий механизм взаимодействия с Phe-43-связывающей 

http://zinc.docking.org/
http://sourceforge.net/projects/autoclickchem/
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полостью белка gp120 демонстрируют и остальные соединения с низкой 

энергией связывания, отобранные в результате высокопроизводительно-

го виртуального скринига, проведенного методами молекулярного до-

кинга. 

Полученные данные позволяют рассматривать сконструированные 

соединения в качестве перспективных базовых структур для создания 

новых анти-ВИЧ агентов, способных блокировать CD4-связывающий 

участок белка gp120 оболочки вируса. 

 

Рисунок 1  Химическая формула соединения C24H18FN5O2   одного из 

лучших по энергии связывания с белком gp120 ВИЧ-1. 

            

 

Рисунок 2  Структурный комплекс соединения  C24H18FN5O2 с белком 

gp120 ВИЧ-1. 

 

Работа поддержана Белорусским республиканским фондом фунда-

ментальных исследований (проект X15-022).   
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СФИНГОЛИПИДОВ И ИХ АНАЛОГОВ 

 

Проценко К.О., Товстоган Ю.О., Бислюк Н.С.,  
Лисовская А.Г., Шадыро О.И. 

 
Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь 

 

Фотоиндуцированные превращения биомолекул могут приводить к 

их модификации, деструкции и, как следствие, к изменению биологиче-

ской функции. Из наиболее изученных фотоиндуцированных превраще-

ний липидов является процесс их пероксидного окисления, в который 

вовлекаются остатки ненасыщенных жирных кислот глицерофосфолипи-

дов [1]. Сведений о фотохимических превращениях сфинголипидов в ли-

тературе практически нет, хотя эти вещества являются одними из основ-

ных компонентов эпидермиса кожи и, следовательно, подвергаются пря-

мому и косвеному воздействию УФ-излучения.  

Ранее в наших работах было показано [2], что фотолиз водных дис-

персий ацилсодержащих сфинголипидов (сфингомиелин, церамиды, це-

реброзиды) сопровождается образованием 2-гексадеценаля. Этот процесс 

включает стадию фотораспада по Норришу типа I с образованием и по-

следующей фрагментацией азотцентрированных радикалов по C-C-связи 

исходных соединений. В то же время для лизосфинголипидов, у которых 

содержится свободная аминогруппа, характерны реакции С-С-

деструкции при действии гамма излучения и хлорноватистой кислоты 

[3]. В ходе таких свободнорадикальных процессов С-С-деструкции 

сфинголипидов образуется 2-гексадеценаль, который является биоактив-

ным веществом, может давать аддукты с молекулами ДНК и взаимодей-

ствовать с цитоскелетом клетки [4].  

Значимость установленных процессов повреждения сфинголипидов 

и биоактивных продуктов их деструкции послужила основанием для 

установления иных путей реализации такого рода реакций.  

В настоящей работе изучены фотосенсибилизированные превраще-

ния серинола, который выступает как низкомолекулярная модель поляр-

ной части липидов. В качестве фотосенсибилизирующих добавок были 

использованы пероксид водорода и ацетон. 

Известно, что при облучении органических веществ в растворе воз-

никают триплетные молекулы, причем выход их сравнительно высок. 

Высокая эффективность экзотермического переноса энергии и относи-

тельно большое время жизни триплетных состояний обусловливают ши-
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рокое распространение и важное значение фотосенсибилизированных 

реакций. В качестве фотосенсибилизаторов используют карбонильные 

соединения, имеющие высокие квантовые выходы триплетных возбуж-

денных состояний, способных взаимодействовать с молекулами окру-

жающей среды: 

                                     (1)  

                                                                (2) 

Пероксид водорода был выбран в качестве источника OH-

радикалов, т.к. способен поглощать УФ-излучение и подвергаться гомо-

литической деструкции с разрывом О-О-связи, давая активные OH-

радикалы (2).  

На рисунке 1 представлены квантовые выходы основных карбо-

нильных продуктов фотолиза 0,1М деаэрированных растворов серинола 

в присутствии добавок пероксида водорода (с=0,01 М) и ацето-

на (с=0,01 М).  

 
Рисунок 1 – Квантовые выходы (Ф) основных карбонильных продуктов фо-

толиза деаэрированных водных 0,1М растворов серинола с добавками ацето-

на и пероксида водорода 
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Из рисунка 1 видно, что квантовые выходы гликолевого альдегида и 

формальдегида увеличиваются в присутствии ацетона и пероксида водо-

рода. Эти продукты являются аддуктами реакции C-C-деструкции, кото-

рая реализуются через стадию образования азотцентрированных радика-

лов с последующей их фрагментацией по схеме (3). При чем наибольший 

квантовый выход гликолевого альдегида наблюдался в присутствии пе-

роксида водорода. 

                       (3) 
В ходе фотосенсибилизированных превращений серинола также 

происходит образование 3-гидроксипропионового альдегида, что свиде-

тельствует о реализации следующего процесса: 

             (4) 

Таким образом, нами было показано, что при фотолизе водных рас-

творов серинола в присутствии пероксида водорода и ацетона увеличи-

ваются квантовые выходы продуктов С-С-деструкции исходного суб-

страта. При этом добавка пероксида водорода увеличивает выходы де-

струкции серинола в большей степени. Это свидетельствует о том, что 

ОН-радикалы, образующиеся при фотолизе пероксида водорода, способ-

ны индуцировать процесс фотораспада серинола эффективнее, чем кар-

бонилсодержащие фотосенсибилизаторы. 

Результаты этой работы могут способствовать расширению знаний в 

области дальнейших исследований свободнорадикальных повреждений 

сфинголипидов, что, в свою очередь, может способствовать более пол-

ному пониманию происхождения заболеваний, связанных с активацией 

свободнорадикальных превращений в живых организмах.  
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КОНКУРЕНТНОЕ СВЯЗЫВАНИЕ СПИН-МЕЧЕНОЙ 
ЖИРНОЙ КИСЛОТЫ СЫВОРОТОЧНЫМ АЛЬБУМИНОМ 

И КЛАСТЕРАМИ НАНОЧАСТИЦ ШУНГИТОВОГО УГЛЕРОДА 
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При взаимодействии растворимого белка с наноструктурами воз-

никает целый ряд физиологически потенциально значимых эффектов: от 

окислительно-восстановительных до структурных. Среди них – влияние 

на связывание и обмен лигандов, что представляет интерес как с биоме-

дицинской, так и природоохранной точек зрения. Сывороточный альбу-

мин (СА), участвуя в транспорте жирных кислот (ЖК) в плазме крови, 

отличается неполным и переменным насыщением ЖК центров их связы-

вания на белке. Изучение взаимодействия СА с таким малоизученным, 

но все более широко применяемым в различных технологиях наномате-

риалом, как водная нанодисперсия шунгитового углерода (ShC), пред-

ставляет интерес для выяснения возможностей использования ShC для 

воздействия на перенос ЖК. Одной из наиболее информативных и непо-

средственных возможностей такого исследования является наблюдение 

методом ЭПР спин-зонда за динамическим поведением спин-меченной 

ЖК, вводимой в соответствующие системы.  

В работе использовали гидрофобный спин-зонд на основе стеари-

новой ЖК 5-DOXIL (5DSA). Зонд вводили в стабильные водные диспер-

сии наночастиц ShC с исходной концентрацией углерода  

0,1 мг/мл. Дисперсии, приготовленные по методике [1], охарактеризо-

ванные методами спектрофотометрии UV-Vis, рамановского рассеяния, 

динамического светорассеяния, были получены от фирмы Карбон-релиз. 

Средний размер нанокластеров ShC - 50 нм при нейтральных значениях 

рН (Nanosizer NanoZS, Malvern). Спектры регистрировались на радио-

спектрометре ЭПР Bruker EMX с термостатируемой ячейкой резонатора 

( 0.2 °С) в диапазоне температур от 7 до 60 °С. Амплитуда модуляции 

1Гс и СВЧ мощность 12,6 мВт не вызывали насыщения и искажения сиг-

нала. Параметр анизотропии определяется отношением интенсивностей 

низкополевых и высокополевых компонент к центральной, а время кор-

реляции 
эфф

 - отношением низкополевых и высокополевых компонент с 

учетом ширин линий Н [2]. 
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Спин-зонд растворялся в хлороформе, хлороформ выпаривался и 

на пленку наносилась дисперсия ShC, либо раствор сывороточного аль-

бумина быка (САБ). При этом часть зонда переходила в дисперсию на-

нокластеров ShC или СА. В отсутствие ShC или белка зонд в раствор не 

переходил. В результате в спектре с ShC наблюдаются три узких линии с 

различной амплитудой компонент, отражающих быстрое анизотропное 

вращение зонда, что соответствует спектру зонда 5DSA в изотропной 

фазе жидкого кристалла [3]. Параметр анизотропии изменялся с темпера-

турой практически линейно от 0,3 до 0,9, а параметр порядка не превы-

шал значения 0,15. Это указывает на быстрое вращение кольца с NO 

группой, вокруг молекулярной оси у, перпендикулярной NO связи ради-

кала и рz орбитали атома азота, с временем корреляции  [3].  

 

 
Рисунок - Экспериментальные спектры ЭПР дисперсий, содержа- 

щих спиновый зонд 5DSA. Сверху вниз: САБ; САБ+ShC; ShC. 

 

На рисунке представлены спектры ЭПР 5DSA в комплексе с САБ, 

в смешанной дисперсии САБ+ShC и в дисперсии с ShC. Оказалось, что 

нанокластеры ShC и молекулы САБ способны конкурировать за адсорб-

цию 5DSA: при избытке в дисперсии САБ, 5DSA преимущественно сор-

бируется на САБ, но с ростом концентрации ShC идет перераспределе-

ние зонда в сторону его сорбции на кластерах ShC (средний спектр на 

рисунке). 

Константа изотропной сверхтонкой структуры 2а0, равная расстоя-

нию между крайними острыми компонентами спектра, свидетельствует, 



162 

что более полярным является окружение зонда, сорбированного на САБ, 

а наименее полярным - в системе САБ+ShC. Вероятно, это обусловлено 

тем, что молекулы САБ, образуя корону на кластерах ShC, экранируют 

микроокружение зонда от взаимодействия с растворителем. 

Зависимости амплитуды низкопольной компоненты спектра ЭПР 

5DSA от мощности СВЧ ведут себя одинаково в образцах с ShC и с САБ, 

но различаются в ShC+САБ (сильнее насыщение), указывая на обмен 

между двумя спиновыми подсистемами в САБ+ShC, вероятно, в связи с 

образованием белковой короны. 

Анализ температурной зависимости 1/
эфф

 зонда показывает, что 

для систем с САБ и ShC кривые имеют выраженную сигмоидную форму. 

Это может быть связано с фазовым переходом типа жидкость-жидкость в 

этих системах в диапазоне физиологических температур [1,4]. Для си-

стемы САБ+ShC эта зависимость - линейная, что указывает на отсут-

ствие фазового перехода в смешанной системе САБ+ShC. 

Таким образом, по данным ЭПР спин-зода сродство 5DSA к 

ShCNP, обладающему большой удельной поверхностью [1], высокое. 

При этом обмен белком между короной ShCNP и раствором обусловли-

вает обратимый перенос ЖК между САБ и ShC, чему также способство-

вало бы частичное разворачивание конформации САБ, наблюдающееся 

по разным данным при взаимодействии с другими наноструктурами. 
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Интерес к исследованию фотофизических свойств порфиринов, их 

структурных  аналогов и супрамолекулярных комплексов обусловлен 

возможностью использования таких систем для моделирования процес-

сов переноса энергии и электрона в фотосинтетических комплексах и со-

здания на их основе искусственных систем преобразования световой 

энергии. Для молекул порфиринов характерна склонность к агрегации 

при высоких концентрациях за счет π-π и кулоновских взаимодействий, а 

также формирования водородных связей. Это приводит к заметному из-

менению спектрально-люминесцентных и фотофизических характери-

стик и снижает эффективность их использования в ряде важных практи-

ческих приложений. Один из возможных способов предотвращения агре-

гации состоит в искажении плоского строения порфиринового макро-

цикла путем введения на его периферии объѐмных заместителей различ-

ного типа. В этом случае можно ожидать уменьшения энергии связыва-

ния макроциклов за счет ослабления их межмолекулярных взаимодей-

ствий.  

В данной работе приведены результаты экспериментального и тео-

ретического исследования спектрально-люминесцентных и фотофизиче-

ских свойств, а также процессов взаимодействия с молекулярным кисло-

родом заслонѐнных -алкилзамещенных порфиринов (СР), у которых два 

пара-метоксифенильных кольца в противоположных мезо-положениях 

макроцикла связаны в орто-положении между собой экранирующим мо-

стиком (–OCH2)–Ph–(CH2O–).   

С этой целью были исследованы [1] исходный порфирин nCP (неза-

слонѐнный структурный аналог) и ряд заслонѐнных порфиринов 1,3Ph-

CP, 1,4Ph-CP и 1,4MеPh-CP (см. Рисунок), полученных на его основе, 

синтез и очистка которых были проведены в Ивановском государствен-

ном химико-технологическом университете. 
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   (а)                                                (б)                                       (в) 

Рисунок. Структура исследованных соединений по данным оптимизации 

геометрии в основном состоянии: 1,3Ph-CP (а); 1,4Ph-CP (б); 1,4МеPh-CP 

(в) 

 

Сравнительный анализ спектров поглощения nCP и заслонѐнных 

порфиринов  в толуоле при 295 показывает, что для последних характер-

на заметная трансформация спектров поглощения и значительное бато-

хромное смещение коротковолновой В-полосы (Соре) и длинноволновых 

QХ- и QY-полос поглощения. Особенно заметно такие спектральные из-

менения наблюдаются в случае соединения 1,3Ph-CP, имеющего мини-

мальную длину связующего мезо-положения  фрагмента.  

Данные, приведенные в Таблице, показывают, что для соединения 

1,3Ph-CP также наблюдается заметное (~ 40%) сокращение времени жиз-

ни S1-состояния 0
S и уменьшение квантового выхода фл флуоресценции 

по сравнению с исходным nCР. В то же время для двух других стериче-

ски заслонѐнных порфиринов эти эффекты практически не имеют места. 

Нами показано, что этот эффект обусловлен дестабилизацией -  сопря-

женной системы связей за счет неплоскостного искажения макроцикла.  

Установлено, что у молекул СР в обескислороженных толуольных 

растворах при 295 К время жизни Т1-состояния 
0
T  в целом носит биэкс-

поненциальный характер, при этом в случае заслоненных порфиринов, 

оно также заметно сокращено вследствие усиления внутренней конвер-

сии, вызванного конформационной динамикой, способствующей росту 

франк-кондоновских факторов и спин-орбитального взаимодействия 

между T1 и S0-состояниями. Показано, что амплитуды компонент кине-

тики затухания Т-Т поглощения (А1 и А2) у исследуемых нами соедине-

ний сильно разнятся. Так, в случае соединений 1,4Ph-CP и 1,4MPh-CP их 

интенсивности примерно одинаковы, в то время как у соединения 1,3Ph-

CP они различаются практически на 2 порядка и кинетику затухания Т1-

состояния можно считать моноэкспоненциальной.  
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Таблица. Фотофизические свойства S1- и Т1-состояний и квантовые вы-

ходы образования синглетного кислорода исследованных соединений 

 

Обнаружено, что молекулы заслоненных порфиринов обладают до-

статочно высокими значениями квантовых выходов генерации синглет-

ного кислорода γΔ (Табл.). Вместе с тем, в случае соединения 1,3Ph-CP, 

для которого характерно наименьшее значение времени жизни Т1-

состояния (τ1 = 9.8 мкс), квантовый выход генерации синглетного кисло-

рода γΔ минимальный в ряду иcследованных порфиринов. Показано, что 

минимальное значение квантового выхода генерации синглетного кисло-

рода γΔ в этом случае обусловлено значительным ростом вероятности 

безызлучательной T1>S0 дезактивации.  

Показано, что константы скорости тушения возбужденных S1- и T1-

состояний молекулярным кислородом kS и kТ у всех исследованных сте-

рически заслонѐнных порфиринов близки между собой и слабо зависят 

от структурных особенностей экранирующего молекулярного фрагмента. 

В то же время, следует отметить, что они заметно меньше (на ~ 30 - 40%) 

от таковых для исходной незаслонѐнной молекулы nCP (см. Таблицу).  

Методами теории функционала плотности рассчитана структура ис-

следуемых соединений в основном и нижнем триплетном состояниях, 

электронные переходы и колебательные состояния, а также матричные 

элементы прямого спин-орбитального взаимодействия. Проведены рас-

четы структуры возможных димерных форм исследованных порфиринов.  

Показано, что искажение порфиринового макроцикла по типу риф-

ления слабо влияет на энергию связывания порфириновых макроциклов 

Порфирин 

 

BСоре, 

нм 

 

Qх, 

нм 

 

Синглетное 

состояние 

Триплетное                                   

состояние 
 

 фл. 
S, 

нс 

0
S , 

нс 

kS 

10
10

, 

М
-1

с
-1

 

Т, 

нс 
( 

0
T ) i , 

мкс 

kТ 

10
9
, 

М
-1

с
-1

 

nCP 411 630 0.07 11.8 15.8 1.3 325 
1 =  75.5 

2 = 402.0 
1.7 0.77 

1,3Ph-СР 421 644 0.05 9.1 10.9 1.0 415 
1 =  9.8 

2 = 71.5 
1.3 0.58 

1,4Ph-СР 419 640 0.07 11.2 14.1 1.0 460 
1 =  66.9 

2 = 241.0 
1.2 0.67 

1,4МеPh-

СР 
418 641 0.08 11.3 14.0 0.9 445 

1 =  55.1 

2 = 200.5 
1.2 0.69 
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в димере и этот эффект не может предотвратить агрегацию. Вместе с тем 

экранирование макроцикла фенильным кольцом уменьшает вероятность 

образования олигомерных структур, что с учетом установленных фото-

физических свойств исследованных соединений может быть использова-

но в фотохимических приложениях, в которых требуются повышенные 

концентрации порфиринов. Полученные данные указывают на перспек-

тивность использования такого типа модификаций порфиринов при раз-

работке новых препаратов для ФДТ и сенсорной диагностики кислорода. 

Авторы благодарят БРФФИ (№Ф15-039) за финансовую поддержку. 
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Куркумин и родственные ему соединения, характеризующиеся по-

лифункциональностью, представляют значительный интерес с точки 

зрения структурного многообразия и широкого спектра фармакологиче-

ской активности в сочетании, как правило, с умеренной токсичностью 

[1]. Такие соединения должны эффективно влиять на вероятность проте-

кания как реакции пероксидации биологически важных веществ, так и на 

их свободнорадикальную фрагментацию, протекающую с участием угле-

родцентрированных радикалов. Информацию о радикалрегуляторных 

свойствах куркумина и родственных ему соединений можно получить, 

изучая их влияние на образование конечных продуктов радиолиза этано-

ла, при γ-облучении которого в качестве основных интермедиатов обра-

зуются α-гидроксиэтильные радикалы (α-ГЭР). Известно, что α-ГЭР об-

разуются в печени при биохимических превращениях этанола и могут 

вступать в реакции, приводящие к различным повреждениям внутрикле-

точных компонентов [2]. Поэтому изучение реакций тестируемых соеди-

нений с α-ГЭР может способствовать установлению молекулярных ме-
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ханизмов, обеспечивающих формирование гепатопротекторных свойств 

этих растительных добавок. 

В настоящей работе изучено влияние куркумина (I), ванилиде-

нацетона (II), зингерона (III), транс-4-(4-гидроксифенил)бут-3-ен-2-она 

(IV) и кетона малины (V) (рис. 1) на радиационно-индуцированные пре-

вращения деаэрированного и оксигенированного этанола, а также сво-

боднорадикальные превращения соединений (I−V). Выбранные условия 

позволили изучить взаимодействие куркумина и родственных ему со-

единений (I−V) с пероксидными и α-гидроксиалкильными радикалами. 

 

 

Рис. 1  Структурные формулы тестируемых соединений 

 

При -облучении деаэрированного этанола основными интермедиа-

тами являются α-гидроксиэтильные радикалы (α-ГЭР) , которые в отсут-

ствие добавок расходуются в бирадикальных реакциях рекомбинации (3) 

и диспропорционирования (4) с образованием бутандиола-2,3 (БД) и аце-

тальдегида (АА) соответственно. 

                                                                            (1) 

                                                 (2) 

                                            (3) 

                                              (4) 

Установлено, что наиболее выраженная активность в реакциях с α-

ГЭР наблюдается для куркумина (I), ванилиденацетона (II) и транс-4-(4-

гидроксифенил)бут-3-ен-2-она (IV) – для веществ, имеющих в своей 

структуре систему сопряженных >C=C< и >С=О связей. В присутствии 
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указанных добавок происходит практически полное подавление образо-

вания продукта рекомбинации α-ГЭР – БД, а также увеличение радиаци-

онно-химических выходов АА в среднем в 1,2 раза. Одновременно 

наблюдается существенное расходование веществ (I, II, IV), что свиде-

тельствует об их эффективном вовлечении в радиационно-химические 

процессы при облучении в деаэрированном этаноле. Соединения (I, II, 
IV) способны ингибировать реакции рекомбинации и диспропорциони-

рования α-ГЭР за счет окисления и присоединения соответствующих уг-

леродцентрированных радикалов, в результате чего образуются стабиль-

ные молекулярные продукты превращения куркумина и его производ-

ных, идентифицируемые методом масс-спектрометрии. 

Гидрирование >C=C< связи, сопряженной с ароматическим коль-

цом, приводит к некоторому снижению реакционной способности зинге-

рона (III) и кетона малины (V) по отношению к α-ГЭР, поскольку реак-

ция присоединения радикальных интермедиатов в данном случае не реа-

лизуется. При радиолизе в деаэрированном этаноле уменьшение выходов 

БД в присутствии соединений (III, V) происходит в 1,4 раза, получено 

незначительное радиационно-химическое расходование самих добавок. 

Общим свойством радиационной химии этанола с тестируемыми соеди-

нениями (I−V) является то, что в их присутствии происходит заметное 

увеличение выходов АА (в среднем в 1,3 раза), что указывает на окисли-

тельные свойства рассматриваемых веществ. 

В оксигенированных условиях α-ГЭР быстро взаимодействуют с 

кислородом с образованием гидроксиэтилпероксидных и НО2

 радика-

лов, дальнейшие превращения которых приводят к образованию АА и 

пероксида водорода (ПВ). 

                 (5) 

                                     (6) 

                                                                (7) 

При радиолизе куркумина и родственных ему соединений (I−V) в 

насыщенном кислородом этаноле наблюдается уменьшение выходов как 

АА, так и ПВ, которое может быть обусловлено восстановлением перок-

сидных радикалов указанными соединениями. Низкие величины выходов 

расходования добавок могут свидетельствовать о возможности регенера-

ции радикалов тестируемых веществ до исходных соединений. 

Таким образом, при оценке радикалрегуляторных свойств тестируе-

мых соединений (I-V) установлено, что, взаимодействуя с α-ГЭР и пе-
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роксидными радикалами по различным механизмам, куркумин и род-

ственные ему соединения способны эффективно ингибировать радиаци-

онно-индуцированные превращения деаэрированного и оксигенирован-

ного этанола. Выявленные свойства позволяют рассматривать исследуе-

мые вещества в качестве перспективных регуляторов процессов свобод-

норадикальной фрагментации биологически важных соединений. 
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Хиноны, как известно, являются активными участниками важней-

ших биохимических окислительно-восстановительных процессов, что во 

многом определяет интерес к изучению их свойств [1,2]. Поскольку в та-

кого рода реакциях образуются активные формы кислорода (АФК), изу-

чению взаимодействия последних с хинонами уделялось большое вни-

мание [2]. Высокая реакционная способность хинонов по отношению к 

АФК определяет их способность защищать биологически важные веще-

ства от свободнорадикального повреждения. Данных же о влиянии хино-

нов на окисление органических соединений различного строения недо-

статочно. 

В настоящей работе изучено влияние ряда бензохинонов: 1,4-

бензохинон (I), метил-1,4-бензохинон (II), 2,5-диметил-1,4-бензохинон 

(III), 2-изопропил-5-метил-1,4-бензохинон (тимохинон) (IV), 2-

третбутил-1,4-бензохинон (V), 2,3-диметокси-5-метил-1,4-бензохинон 

(VI) на радиационно-индуцированные превращения насыщенного кисло-
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родом этанола, а также кондуктометрическим методом исследовано вли-

яние указанных добавок на окислительную устойчивость метиловых 

эфиров жирных кислот (МЭЖК), выделенных из льняного масла. 

 

 

Рис. 1  Структурные формулы тестируемых соединений. 

 

Радиационно-химические превращения этанола детально изучены 

[3]. Основные радикальные интермедиаты − α-гидроксиэтильные ради-

калы (α-ГЭР) − образуются в системе с радиационно-химическим выхо-

дом 5,5 частиц/100эВ. В оксигенированных условиях α-ГЭР быстро вза-

имодействуют с кислородом с образованием гидроксиэтилпероксидных 

и НО2

 радикалов, дальнейшие превращения которых приводят к образо-

ванию ацетальдегида (АА) и пероксида водорода (ПВ). 

                               (1) 

                                                 (2) 

                                                                           
(3) 

Установлено, что тестируемые бензохиноны (I–VI) значительно ин-

гибируют радиационно-индуцированное окисление этанола, о чем свиде-

тельствует снижение выходов АА на 42’58% и ПВ в среднем в 3,3 раза в 

их присутствии. Наиболее выраженные антирадикальную активность 

проявили 1,4-бензохинон (I) и тимохинон (IV). Стоит подчеркнуть, что 

для всех бензохинонов ингибирующий эффект выражен в большей сте-

пени в отношении образования ПВ, нежели АА. 

Известно [4], что при взаимодействии хинонов с углеродцентриро-

ванными радикалами с высокой вероятностью реализуется реакция окис-

ления последних. Следовательно, наблюдаемые антиоксидантные свой-

ства бензохинонов (I–VI), вероятно, обусловлены реакцией окисления 

ими материнских радикалов субстрата, в данном случае – α-ГЭР (4), и 

реакцией взаимодействия добавок с сольватированными электронами (5). 

Очевидно, что реализация реакции (5), как и реакции окисления α-ГЭР 
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(4), будет вносить вклад в повышение выходов АА, что и наблюдается в 

эксперименте. 

 

(4) 

 

(5) 

Наблюдаются относительно невысокие выходы расходования ве-

ществ (I–VI), что говорит о возможности регенерации соответствующих 

семихинонных радикалов добавок. 

Необходимо отметить, что ингибиторный эффект при окислении 

этанола практически не зависит от количества и положения алкильных и 

алкоксильных групп в структуре производных 1,4-бензохинона (I–VI). 

МЭЖК, выделенные из льняного масла, были выбраны нами в каче-

стве субстрата для пероксидного окисления вследствие высокого содер-

жания в их составе полиненасыщенных жирных кислот (60–80 %). Уста-

новлено, что добавление к МЭЖК 1,4-бензохинона (I) и его производных 

(II–VI) в концентрации 0,02 % приводит к увеличению индукционного 

периода окисления субстрата в среднем в 1,5 раза. Это указывает на спо-

собность тестируемых соединений увеличивать окислительную устойчи-

вость МЭЖК. Показано, что влияние тестируемых бензохинонов на 

окисление МЭЖК носит концентрационно-зависимый характер: значе-

ния индукционного периода возрастают в среднем в 1,3 раза с увеличе-

нием концентрации бензохинонов (I–VI) в 2,5 раза относительно исход-

ного значения. 

Кондуктометрическим методом изучено влияние 1,4-бензохинона 

(I) и его производных (II–VI) на процентное содержание метиловых 

эфиров линоленовой кислоты (С18:3) в зависимости от времени протека-

ния процесса окисления. Установлено, что все тестируемые соединения 

проявляют антиокислительную активность, среди которых наиболее вы-

раженные наблюдались для 1,4-бензохинона (I), метил-1,4-бензохинона 

(II) и 2-третбутил-1,4-бензохинона (V). 

Таким образом, полученные результаты подтверждают наличие у 

1,4-бензохинона (I) и его производных (II–VI) антиоксидантных свойств. 

Способность изученных соединений ингибировать процессы окисления 
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этанола и МЭЖК можно использовать при поиске новых регуляторов 

свободнорадикальных реакций окисления. 
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Считается, что нуклеиновые кислоты (НК) являются основными 

мишенями при действии ионизирующих излучений на организм. Поэто-

му большое внимание уделялось исследованию реакционной способно-

сти радикальных продуктов радиолиза воды по отношению к азотистым 

основаниям (АО) НК. Показано, что ОН-радикалы взаимодействуя с АО 

гидроксилируют их, присоединяясь по кратным связям –С5=С6– пирими-

динов и –N7=C8– пуринов [1, 2]. Такого типа процессы приводят к мута-

циям и гибели клеток, что во многом определяет формирование радиоте-

рапевтического эффекта при облучении злокачественных опухолей. В то 

же время известно, что многие раковые клетки размножаются в условиях 

гипоксии [3], при которой велика вероятность образования углеродцен-

трированных органических радикалов под действием γ-облучения. Как 

взаимодействуют органические радикалы с АО изучено недостаточно. 
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Поэтому установление закономерностей и механизма взаимодействия 

АО НК с углеродцентрированными органическими радикалами позволит 

проводить более эффективную терапию опухолей. В настоящей работе 

представлены результаты сравнения реакционной способности урацила и 

тимина по отношению к углеродцентрированным органическим радика-

лам Для этого было исследовано взаимодействие урацила и тимина с α-

гидроксиэтильными радикалами (α-ГЭР), которые образуются при ради-

ационно-индуцированных превращениях деаэрированных и насыщенных 

закисью азота растворов 1 моль/л этанола при рН 7. 

Приготовление водно-этанольных растворов (1 моль/л) и их деаэри-

рование аргоном осуществлялось по методике, описанной в работе [4]. 

Для приготовления растворов, насыщенных закисью азота, вместо аргона 

использовали закись азота по аналогичной методике. Концентрации те-

стируемых соединений составляли 10
-3

 моль/л. Облучение растворов 

осуществляли γ-квантами изотопа 
60

Со на установке МРХ-γ-25М. Мощ-

ность дозы – 0,187±0,005 Гр/с. Диапазон поглощенных доз составлял 

0,06 – 0,67 кГр. Качественный и количественный анализ продуктов ради-

ационно-индуцированных превращений деаэрированного и насыщенного 

закисью азота водного раствора этанола проводили газохроматографиче-

ским методом как в работе [4]. Концентрации добавок до и после облу-

чения определяли спектрофотометрически на приборе Specord S600. 

Определение продуктов взаимодействия АО с α-ГЭР осуществляли при 

помощи жидкостного хроматографа с масс-спектрометрическим детек-

тированием LCMS-2020. Радиационно-химические выходы (G) образо-

вания ацетальдегида (АА), бутандиола-2,3 (БД) и расходования тестиру-

емых соединений рассчитывали на линейных участках зависимости кон-

центраций веществ от поглощенной дозы с использованием метода 

наименьших квадратов. 

При действии ионизирующего излучения в деаэрированном водном 

растворе этанола происходит образование α-ГЭР, которые в отсутствие 

добавок расходуются в бирадикальных реакциях с образованием АА и 

БД [5]. Насыщение растворов закисью азота позволяет исключить влия-

ние сольватированных электронов на процесс взаимодействия исследуе-

мых веществ с α-ГЭР. Сольватированные электроны будут количествен-

но превращаться в ОН-радикалы, приводя к увеличению G (АА) и (БД), в 

сравнении с G, наблюдаемыми для растворов деаэрированных аргоном. 

В обоих случаях мерой способности исследуемых соединений взаимо-

действовать с α-ГЭР является изменение радиационно-химических вы-

ходов образования АА и БД, а также разложения исследуемых соедине-

ний. 
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Согласно данным, представленным в таблице, в деаэрированном 

водном растворе этанола урацил и тимин ингибировали образование БД, 

при этом в большей мере для урацила и в меньшей – для тимина, наблю-

дался рост G (АА). АО подвергались существенной конверсии, причем 

радиационно-химический выход разложения урацила был почти в два 

раза больше, чем у тимина. Масс-спектрометрически для урацила и ти-

мина были зарегистрированы продукты присоединения одного α-ГЭР. 

Наблюдаемые в деаэрированном этаноле эффекты указывают на способ-

ность исследуемых веществ присоединять и окислять α-ГЭР. Кроме того, 

рост G (АА) может быть обусловлен взаимодействием АО с сольватиро-

ванными электронами. 

 

Таблица – Влияние урацила и тимина на радиационно-химические выхо-

ды продуктов радиолиза деаэрированных и насыщенных закисью азота 

водных растворов этанола 

Тестируемое  

соединение 

Радиационно-химический выход (G), 

молекула/100 эВ 

Ацетальдегид Бутандиол-2,3 
Разложение  

добавки 

1 моль/л растворы этанола, насыщенные аргоном 

Без добавок 0,30 ± 0,05 1,73 ± 0,08 - 

Урацил 1,01 ± 0,06 0,20 ± 0,05 -7,97 ± 0,27 

Тимин 0,44 ± 0,05 0,03 ± 0,01 -4,40 ± 0,21 

1 моль/л растворы этанола, насыщенные закисью азота 

Без добавок 2,71 ± 0,27 1,84 ± 0,12 - 

Урацил 3,03 ± 0,14 0,28 ± 0,05 -4,74 ± 0,71 

Тимин 1,28 ± 0,10 0,24 ± 0,05 -4,26 ± 0,07 

 

При переходе к растворам насыщенным закисью азота наблюдается 

изменение влияния добавок на образование АА и БД. В присутствии 

урацила в пределах ошибки эксперимента G (АА) не изменяется в срав-

нении с системой без добавок, в то время как G (БД) снижается более 

чем в 5 раз. В отличие от урацила, в присутствии тимина происходит 

снижение как G (АА), так и G (БД). Это указывает на его более высокую 

реакционную способность по отношению к α-ГЭР в сравнении с ураци-

лом. При этом вещества разлагаются в близкой степени, а в качестве 

продуктов регистрируются как аддукты одного, так и двух α-ГЭР. 

Совокупность данных указывает на более высокую реакционную 

способность АО тимина по отношению к углеродцентрированным орга-
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ническим радикалам в сравнении с урацилом. Это позволяет предполо-

жить, что ДНК будут более подвержены модифицирующему действию 

при радиотерапии как за счет взаимодействия с продуктами радиолиза 

воды, так и в результате реакций с органическими радикалами. 
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Глицерофосфолипиды (ГФЛ) являются одним из основных компо-

нентов биомембран. В результате свободнорадикальных (СР) превраще-

ний происходит химическая модификация структуры ГФЛ, которая обу-

славливает нарушение целостности биомембран, изменяя их проницае-

мость для внутри- и внеклеточных компонентов. Основными механиз-
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мами СР повреждения ГФЛ являются перекисное окисление остатков 

ненасыщенных жирных кислот и фрагментация α-гидроксилсодержащих 

углеродцентрированных радикалов (α-ГУР) глицеринового участка мо-

лекулы [1, 2]. Последний процесс наиболее интенсивно протекает в 

условиях гипоксии. В работе [2] было показано, что в результате СР 

фрагментации ГФЛ, протекающей через стадию образования и последу-

ющего распада α-ГУР, образуются фосфатидные кислоты (ФК), регули-

рующие пролиферацию клеток. Таким образом, интенсификация СР 

фрагментации в совокупности с гипоксией будут способствовать выжи-

ванию клеток и повышать вероятность их размножения, что крайне не-

желательно для онкозаболеваний. Перспективными радиосензибилиза-

торами при радиотерапии опухолей считаются производные имидазола, в 

частности метронидазол и темозоломид, которые повышают радиочув-

ствительность гипоксических опухолевых тканей [3]. Радиосенсибилизи-

рующее действие нитроимидазолов может быть связано с предотвраще-

нием ими образования ФК в результате взаимодействия с α-ГУР ГФЛ. 

Для установления способности имидазола и его производных ингибиро-

вать СР фрагментацию ГФЛ нами было изучено их влияние на превра-

щения  

α-ГУР этанола и глицеро-1-фосфата (Г1Ф), которые образуются при дей-

ствии ионизирующего излучения на их деаэрированные водные растворы 

при рН 7. 

В работе использовалась динатриевая соль глицеро-1-фосфата (гек-

сагидрат) фирмы «Fluka» 98 % чистоты. Чистота исследуемых соедине-

ний – имидазола, 2-меркапто-1-метилимидазола, гистамина, метронида-

зола и темозоломида составляла не менее 99 % (Sigma-Aldrich). Приго-

товление деаэрированных водных растворов Г1Ф при рН 7 осуществля-

лось по методике, описанной в работе [4]. Концентрация Г1Ф составляла 

10
-1

 моль/л. Приготовление водно-этанольных растворов (1 моль/л) и их 

деаэрирование осуществлялось аналогично методике, описанной в рабо-

те [5]. Концентрации тестируемых соединений составляли 10
-3

 моль/л. 

Облучение растворов осуществляли γ-квантами изотопа 
60

Со на установ-

ке МРХ-γ-25М. Мощность дозы – 0,187±0,005 Гр/с. Диапазон поглощен-

ных доз составлял 0,2 – 1,4 кГр. Концентрацию неорганического фосфата 

(НФ) на фоне органического определяли реагентно-

спектрофотометрически с использованием методики, подробно описан-

ной в [4]. Качественный и количественный анализ продуктов радиацион-

но-индуцированных превращений деаэрированного водного раствора 

этанола проводили газохроматографическим методом как в работе [5]. 

Концентрации добавок до и после облучения определяли спектрофото-
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метрически на приборе Specord S600. Радиационно-химические выходы 

(G) образования НФ, ацетальдегида (АА), бутандиола-2,3 (БД) и расхо-

дования тестируемых соединений рассчитывали на линейных участках 

зависимости концентраций веществ от поглощенной дозы с использова-

нием метода наименьших квадратов. 

Радиолиз водного раствора этанола при рН 7 приводит к образова-

нию простых α-ГУР ‒ α-гидроксиэтильных радикалов (α-ГЭР), которые 

далее в процессах рекомбинации и диспропорционирования превраща-

ются в БД и АА, соответственно [6]. Характер влияния тестируемых со-

единений на величину и соотношение радиационно-химических выходов 

БД и АА определяется реакционной способностью и механизмом взаи-

модействия исследуемых соединений с α-ГЭР. Нами было установлено, 

что в присутствии имидазола, 2-меркапто-1-метилимидазола и гистамина 

происходит значительное снижение G (БД) и 2-4 кратное увеличение G 

(АА) относительно наблюдаемых для раствора этанола без исследуемых 

веществ, что указывает на их способность окислять α-ГЭР. В присут-

ствии метронидазола и темозоломида наблюдается 5-9 кратное возраста-

ние G (АА) и снижение G (БД) практически до нуля. Представленные 

данные указывают на высокую реакционную способность метронидазола 

и темозоломида по отношению к α-ГЭР, а высокий G (АА) при полном 

отсутствии БД указывает на то, что добавки окисляют α-ГЭР до АА. 

НФ является главным продуктом радиолиза Г1Ф в деаэрированных 

водных растворах при рН 7. Как и в случае ГФЛ радиационно-

индуцированное дефосфорилирование Г1Ф протекает преимущественно 

в результате фрагментации α-ГУР и гидролиза фосфоэфирной связи [7]. 

Подавление процесса дефосфорилирования в присутствии исследуемых 

веществ при соотношении концентрации органического фосфата и до-

бавки 100:1 происходит преимущественно за счет взаимодействия с  

α-ГУР Г1Ф. Высокая степень подавления дефосфорилирования (~2,5 ра-

за) наблюдалась в присутствии метронидазола, который, как нами было 

показано при изучении радиолиза растворов этанола, эффективно инги-

бирует превращения одних из простейших представителей α-ГУР –  

α-ГЭР, окисляя последние. Поэтому подавление дефосфорилирования в 

присутствии метронидазола вероятнее всего происходит в результате 

окисления исследуемым веществом α-ГУР ГФ до того как они успеют 

фрагментировать. 

Полученные данные позволяют заключить, что метронидазол явля-

ется наиболее перспективным ингибитором фрагментации α-ГУР ГФЛ 

среди исследованных производных имидазола и может регулировать об-
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разование ФК при γ-облучении раковых клеток, что важно для создания 

оптимальных условий при радиотерапии опухолей. 
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АНТИТЕЛА, МЕЧЕНЫЕ КОМПЛЕКСОНАТОМ ЕВРОПИЯ, 
И ФЛУОРИМЕТРИЯ С РАЗРЕШЕНИЕМ ВО ВРЕМЕНИ 

В ИММУНОАНАЛИЗЕ АЛЬБУМИНА ЧЕЛОВЕКА 
 

Серченя Т.С., Золотарь Н.Ф., Куприенко О.С., Свиридов О.В. 
 

Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск, Беларусь 

 

Иммунофлуориметрический анализ с разрешением во времени ос-

нован на применении иммунореагентов, меченных хелатом редкоземель-

ного элемента (лантанида: Eu
3+

, Sm
3+

, Tb
3+

, Dy
3+

). Комплексы лантанидов 

с органическими лигандами характеризуются долгоживущей флуорес-

ценцией с высоким квантовым выходом и большим стоксовым сдвигом. 

Это позволяет обеспечить высокую чувствительность анализа путем 

флуориметрии с отложенной во времени основного сигнала, когда фоно-

вая короткоживущая флуоресценция практически отсутствует. Благодаря 

этим уникальным флуоресцентным свойствам лантанидных комплексов, 

иммуноанализ на их основе находит широкое применение в биохимиче-

ских исследованиях и клинико-диагностической практике. Одним из 

признанных ранних показателей поражения сосудистой системы челове-

ка является наличие микроколичеств альбумина в моче [1,2]. Цель дан-

ной работы состояла в получении меченных комплексонатом европия 

поликлональных антител к альбумину человека и установлении характе-

ристик синтезированных конъюгатов в лантанидном иммунофлуоримет-

рическом анализе.  

Для синтеза конъюгатов антител применяли Eu
3+

-комплексонаты N
1
-

[2-(n-(сукцинимидилкарбокси)бензоиламино)этиламида] и N
1
-[6-(n-

(сукцинимидилкарбокси)бензоиламино)гексиламида] диэтилентриамин-

пентауксусной кислоты (реагенты 1 и 2, соответственно), полученные 

как описано ранее [3]. Эти реагенты различаются длиной алифатического 

участка С2 и С6, соединяющего две функционально значимые части, а 

именно комплексонат, определяющий уровень флуоресцентного сигнала, 

и N-сукцинимидный эфир, активный в отношении аминогрупп белка и 

определяющий образование устойчивой амидной связи. Для конъюгиро-

вания использовали поликлональные антитела (Ат) к альбумину челове-

ка, которые были получены и охарактеризованы ранее [4] и являются од-

ним из специфических реагентов в составе конъюгата с пероксидазой 

хрена в разработанном наборе «ИФА-Микроальбумин» для определения 

микроколичеств альбумина в моче методом иммуноферментного анали-

за. Схема синтеза конъюгатов Ат с комплексонатом Eu
3+

 представлена на 
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рисунке 1А. Очистку полученных конъюгатов осуществляли методом 

гель-фильтрации на колонке с Superose-12 в установке для быстрой жид-

костной хроматографии белков (FPLC). Из профиля хроматографии вид-

но (рисунок 1Б), что происходит эффективное отделение конъюгата Ат-

лантанидохелат (пик 1) от несвязавшегося комплексоната (пик 2).  

В спектрах поглощения полученных конъюгатов Ат-лантанидохелат 

отсутствует выраженный пик при 280 нм в отличие от спектра немоди-

фицированного Ат, что обусловлено включением в белок в составе ком-

плексоната  Eu
3+

 остатка п-фталевой кислоты, характеризующейся по-

глощением  в области 240-260 нм (рисунок 1В).  

Удельное содержание Eu
3+

 в составе синтезированных конъюгатов 

определяли с использованием калибровочных растворов с точными кон-

центрациями Eu
3+

 в диапазоне 0,01–2 нМ и рассчитывали степень мече-

ния лантанидохелатом как мольное соотношение Eu
3+

/Ат. Для конъюга-

тов № 1 и № 2 эти соотношения оказались очень близкими и составили  

соответственно 9,7 и 10,9 (таблица).  

 
Рисунок – Получение конъюгатов антител с комплексонатом Eu

3+
.  

А – Схема синтеза, Б – Профиль хроматографии на Superоse-12,  

В – Спектры поглощения Ат (1) и конъюгатов №1 (2) и №2 (3). 

С целью возможного практического применения синтезированных 

конъюгатов исследована их флуоресцентная активность и иммунохими-

ческие свойства. В соответствующей тест-системе в качестве базовых 

компонентов применяли иммуносорбент с иммобилизованным альбуми-

ном человека и калибровочные пробы с точным содержанием альбумина 

в диапазоне 0, 0,2–300 мг/л (В0, В1-В7). Принцип анализа основан на кон-
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курентном распределении меченых Ат между альбумином, иммобилизо-

ванным в лунках микропланшета, и альбумином в растворах калибро-

вочных проб. Связавшийся с твердой фазой конъюгат Ат-лантанидохелат 

выявляли путем внесения раствора, который обеспечивает диссоциацию 

комплексоната и усиленную флуоресценцию высвободившегося Eu
3+

. 

Измерение флуоресценции проводили при возбуждении 320 нм и реги-

страции сигнала при 615 нм с временем задержки 0,4 мс с помощью 

микропланшетного флуориметра DELFIA 1234 Wallac Oy (Финляндия). 

Оценивали связывание синтезированных конъюгатов с твердофазным 

альбумином в отсутствие антигена в растворе и рассчитывали ингибиро-

вание этого взаимодействия в присутствии альбумина в концентрациях 

0,2 мг/л (В1) и 300 мг/л (В7). Полученные результаты представлены в 

таблице. 

 

Таблица – Иммунофлуориметрические характеристики конъюгатов 

Конъюгат 

Ат-Eu
3+

 

Степень мечения, 

моль Eu
3+

/ 

моль Ат 

Связывание в про-

бе В0, отн. ед. флу-

оресценции 

Ингибирование 

связывания, % 

В1/В0 В7/В0 

№ 1 9,7 615 000 88,3 4,7 

№ 2 10,9 602 000 89,1 5,7 

 

Установлено, что оба синтезированных конъюгата сохраняют им-

мунохимические свойства исходных Ат и характеризуются высокой 

удельной флуоресцентной активностью. Таким образом, полученные 

конъюгаты поликлональных антител к альбумину человека с комплексо-

натом европия могут найти применение в качестве компонента новой ди-

агностической тест-системы для определения микроколичеств альбумина 

в моче человека. 
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Роль свободнорадикальных процессов в биосистемах может быть 

как положительной (например, участие в защите организма от  патогенов 
и редокс-регуляции биохимических реакций), так и отрицательной, 
заключающейся в модификации и деструкции важных биомолекул. 
Ранее нами показано, что в радиационно-индуцированном повреждении 
ряда биологически активных соединений в водных растворах наряду с 
процессами окисления важную роль играют реакции свободно-
радикальной фрагментации с участием углерод- и азотцентрированных 
радикалов. Так, установлено, что при действии γ- и УФ-излучений на 
водные растворы ряда α,β-аминоспиртов, аминокислот и сфинголипидов 
происходит С–С-деструкция, которая включает стадию образования 
азотцентрированных радикалов исходных веществ [1-3]. Еще одним 
способом генерации азотцентрированных радикалов биомолекул могут 
служить активные хлорирующие агенты. К активным формам хлора 
(АФХ) относят хлорноватистую кислоту (НОСl), которая образуется в 
организме в результате двухэлектронного окисления хлорида, 
катализируемого ферментом миелопероксидазой. Известно, что HOCl, 
взаимодействуя с аминогруппами различных соединений, способна 
образовывать хлорамины, которые неустойчивы и распадаются с 
образованием N-центрированных радикалов [4]. В то же время данные о 
реализации свободнорадикальных превращений биомолекул, 
опосредованных генерацией АФХ, которые приводят к разрыву 
углеродного скелета, в литературе описаны мало. 

В настоящей работе изучены свободнорадикальные процессы с 
участием биомолекул, содержащих α,β-аминоспиртовые группировки 
(лизосфинголипидов, треонина и глюкозамина (рисунок 1)) при действии 
на них эффективного хлорирующего реагента НОСl в водных растворах. 

Показано, что при действии HOCl на водные растворы треонина в 
качестве основного карбонильного продукта образуется ацетальдегид – 
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результат деструкции аминокислоты с элиминированием боковой цепи. 

С увеличением концентрации HOCl возрастает количество образовавше-

гося за определенное время реакции ацетальдегида. Концентрация про-

дукта С–С-деструкции увеличивается также с возрастанием времени воз-

действия хлорноватистой кислоты. 

 

 

Рисунок 1 – Объекты исследования  

Схема предполагаемой реакции включает стадии образования не-

устойчивых хлораминов, азотцентрированных радикалов треонина и их 

последующую деструкции: 

          (1) 

Аналогичный процесс деструкции может обеспечивать разрыв С–

С-связи в глюкозамине, а гидролиз образовавшихся углерод-

центрированных радикалов приводит к появлению муравьиной кислоты 

в качестве молекулярного продукта по следующей схеме: 

                           (2) 

И, действительно, нами показана возможность HOCl-

индуцированного образования муравьиной кислоты из глюкозамина. 

В работе также исследован состав продуктов, образующихся в ре-

зультате реакции НOCl с водными дисперсиями сфинголипидов, такими 

как сфингозин, сфингозин-1-фосфат, сфингозин-1-фосфохолин и сфин-

гомиелин. Показано, что при добавлении HOCl к водным деаэрирован-

ным дисперсиям лизосфинголипидов образуются их хлорпроизводные, 

которые неустойчивы и дальнейшее отщепление атома хлора приводит к 

образованию азотцентрированых радикалов исходных липидов. Такого 
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рода радикалы легко распадаются с разрывом С–С связи и образованием 

2-гексадеценаля по схеме: 

       (3) 

Анализ конечных продуктов взаимодействия НOCl с деаэрирован-

ными водными дисперсиями сфингомиелина показал наличие хлорами-

дов липида, между тем 2-гексадеценаль не был обнаружен.  

Проведены исследования реализации процессов деструкции лизос-

финголипидов в присутствии фермента миелопероксидазы при соблюде-

нии условий, в которых этот фермент функционирует по галогенирую-

щему циклу и катализирует образование HOCl. Установлено, что HOCl, 

генерируемая в галогенирующем цикле миелопероксидазы, приводит к 

разрушению лизосфинголипидов с образованием 2-гексадеценаля. Рас-

смотренные экспериментальные данные позволили заключить, что хлор-

новатистая кислота, продуцируемая в галогенирующем цикле миелопе-

роксидазы, способна индуцировать свободнорадикальную C–C-

деструкцию лизосфинголипидов.  

Таким образом, в работе установлена возможность реализации но-

вого пути свободнорадикальной С–С-деструкции биомолекул, в структу-

ру которых входят α,β-аминоспиртовые группировки, при действии на 

них активных форм хлора.  

Выполнено при поддержке БРФФИ (договор № X14M-013). 
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Различные свободнорадикальные процессы играют важную роль 

при функционировании биосистем. В связи с этим представляет интерес 

установление механизмов гомолитических превращений биологически 

важных молекул, которые могут протекать в норме и при патологии, и 

способов регулирования таких превращений. Аминогруппа входит в со-

став многих биомолекул. Ранее нами было установлено, что α,β-

аминоспиртовый фрагмент таких биологически важных соединений, как 

гидроксилсодержащие аминокислоты, пептиды, сфинголипиды, амино-

сахара предопределяет их способность подвергаться свободнорадикаль-

ной деструкции с разрывом углеродного скелета при действии различ-

ных инициаторов (γ-радиации, УФ-света, активных форм хлора) на ис-

ходные вещества. Ключевой стадией данного процесса является образо-

вание и последующий распад с разрушением углеродного скелета азот-

центрированных радикалов аминосодержащих биомолекул [13]. Удоб-

ной моделью для изучения гомолитических процессов С–С-деструкции 

биомолекул, содержащих α,β-аминоспиртовый фрагмент, являются вод-

ные растворы аминоспиртов. В частности, при γ-облучении растворов  

1-амино-2-пропанола – аналога треонина и содержащих остаток этой 

аминокислоты пептидов – генерируются OH-радикалы, способные инду-

цировать протекание реакций в соответствии со следующей схемой: 
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               (1) 

Процесс (1) деструкции углеродного скелета аминоспирта преиму-

щественно реализуется в щелочных растворах, в которых аминогруппа  

1-амино-2-пропанола не протонирована и свободна для атаки электро-

фильного ОН-радикала. Присутствие кислорода в растворах слабо влияет 

на вероятность данного процесса, поскольку азотцентрированные ради-

калы сами являются окислителями. В то же время наличие веществ, об-

ладающих восстановительными свойствами, может приводить к умень-

шению количества радикалов (I) в системе. 

В настоящей работе исследованы закономерности образования ко-

нечных продуктов радиолиза деаэрированных щелочных и нейтральных 

водных растворов 1-амино-2-пропанола в отсутствие и в присутствии ря-

да природных фенольных соединений – кумаринов, производных бен-

зойной и коричной кислот (рис. 1).  

Гидроксибензойные и гидроксикоричные кислоты широко пред-

ставлены в растениях, поэтому являются важным компонентом питания 

животных и человека. Они обладают выраженным антиоксидантным 

действием и во многих окислительных системах по своей активности 

превосходят токоферолы и убихиноны [4]. Эскулетин и фраксетин мож-

но отнести к производным гидроксикоричных кислот. К настоящему 

времени известно, что они могут обладать различной биологической ак-

тивностью, в том числе гепато- и нейропротекторной [5].  

Основным молекулярным продуктом деструкции азотцентрирован-

ных радикалов 1-амино-2-пропанола по схеме (1) является ацетальдегид, 

по величине радиационно-химического выхода которого можно судить о 

реализации данного процесса в различных условиях. В настоящей работе 

установлено влияние исследуемых соединений (рис. 1) (с=10
-3

 моль/л) на 

радиационно-химические выходы данного альдегида. 

Показано, что в присутствии большинства добавок выходы ацеталь-

дегида снижались в 4 ’ 5 раза. Исключение составляют кумарин (I), бен-

зойная (VIII) и коричная кислоты (IV), которые не содержат в своем со-

ставе фенольной группы. Эти добавки почти не изменяли либо незначи-

тельно снижали выход ацетальдегида в сравнении с системой без доба-

вок. Кроме ацетальдегида были определены другие карбонильные про-

дукты радиационно-индуцированного превращения 1-амино-2-пропанола 

(2-гидроксипропионовый альдегид, формальдегид, пропионовый альде-
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гид и ацетон), к образованию которых могут приводить нескольких мно-

гостадийных процессов с участием как азот-, так и углеродцентрирован-

ных радикалов аминоспирта, поэтому корреляция выходов этих продук-

тов с присутствием добавки менее выражена. Также были рассчитаны 

выходы разложения исследуемых добавок. 

 

 
Рисунок 1 – Объекты исследования  

(I – кумарин; II – эскулетин; III – фраксетин; IV – коричная кислота; V – кума-

ровая кислота; VI – кофейная кислота; VII – ферулловая кислота; VIII – бен-

зойная кислота; IX – протокатеховая кислота) 

 

Полученные данные указывают на способность производных кума-

рина, бензойной и коричной кислот, содержащих одну или две гидрок-

сильные группы в бензольном кольце, блокировать деструкцию азот-

центрированных радикалов 1-амино-2-пропанола. Фраксетин и протока-

теховая кислота в наибольшей степени ингибировали образование про-

дукта СС-деструкции аминоспирта.  

Совокупность экспериментальных данных позволяет рассматривать 

фенольные производные кумарина, бензойной и коричной кислот как 

перспективный класс соединений для поиска ингибиторов деструкции 

углеродного скелета биомолекул, содержащих α,β-аминоспиртовый 

фрагмент. 
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Системное исследование оптико-физических характеристик и кванто-

во-химический анализ электронного строения биологически активных орга-

нических соединений относится в настоящее время к актуальным пробле-

мам молекулярной биофизики и биофотоники. 

К фармакологически активным гидроксилсодержащим органиче-

ским соединениям относятся аминофенолы (АФ), у которых к бензоль-

ному кольцу присоединены гидроксильные группы и аминогруппы с 

различными функциональными фрагментами [1]. 

Установление особенностей электронной структуры и спектроско-

пических свойств аминофенолов представляется важным и актуальным в 
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плане выяснения детальных механизмов влияния этих соединений на 

свободнорадикальные биохимические процессы в живых организмах и, 

главное, для создания реальных условий их практического использова-

ния в медицине в качестве лекарственных препаратов. 

Тип заместителя (фенил-, карбонил-, сульфон- производные) опре-

деляет направленность (анти-герпес, анти-грипп, анти-ВИЧ) и эффек-

тивность антивирусной активности аминофенолов. 

В настоящее время достаточно актуальным является также вопрос, 

как обеспечить при введении гидроксилсодержащих соединений в инфи-

цированные биологические системы формирование антивирусного эффек-

та без повреждения функционирования самих клеток. 

Особое место здесь занимают оптико-физические подходы, которые 

могут способствовать получению наиболее адекватной информации о 

структуре биологически активных соединений и достижению наиболее оп-

тимального фармакотерапевтического эффекта. 

Комплексное использование спектрально-люминесцентных и ИК 

спектроскопических экспериментальных методов, а также теоретических 

квантово-химических расчетов позволяет существенно расширить и 

углубить представления о тех физико-химических свойствах молекул, 

которые формируют устойчивый антивирусный эффект, дают возмож-

ность выявлять конкретные особенности и закономерности в проявлении 

гидроксилсодержащими ароматическими соединениями эффективного 

фармакологического действия. 

При этом главная задача проводимых исследований гидроксилсо-

держащих биомолекул состоит в установлении взаимосвязи «электрон-

ная структура – спектроскопические свойства – фармакологическая 

функция». 

Проведение экспериментальных и теоретических исследований по 

выявлению спектроскопических признаков, которые определяют фарма-

кологическую эффективность биомолекул, оказывается возможным, по-

скольку заранее имеется информация о фармакологической активности 

биомолекул из биохимических экспериментов на культурах клеток, это 

отмечено в [1]. 

В данной работе экспериментально выявляются эмпирические кор-

реляции между люминесцентными свойствами, ИК Фурье спектрами, 

фармакологическим действием гидроксилсодержащих соединений. С ис-

пользованием теоретических квантово-химических расчетов устанавли-

ваются структурные конфигурации биомолекул с разными типами водо-

родных связей. 
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Были изучены незамещенные молекулы аминофенола, а также фе-

нил-, карбонил-, сульфон- замещенные аминофенолы. Предварительные 

биохимические эксперименты показали, что фенил- производные актив-

ны против вируса герпеса, карбонил- производные – против гриппа А, 

сульфон- замещенные – против ВИЧ инфекции. В таблице 1 представле-

ны структурные формулы основных объектов исследования: 2-амино-

4,6-ди-трет-бутилфенол (АФ I), 2-гидрокси-3,5-ди-трет-бутил-N-

фениланилин (АФ II), 3,5-ди-трет-бутил-2-гидрокси-N-фенил-ацетамид 

(АФ III), 3,5-ди-трет-бутил-2-гидрокси-N-метан-сульфонамид (АФ IV). 

Таблица 1 

NH
2

OH

 
NH

OH

 
NHCOCH

3

OH

 
NH

OH

SO
2

CH
3

 
АФ I АФ II АФ III АФ IV 

 

Для выявления спектральных особенностей биологически активных 

АФ исследовали электронные спектры поглощения и флуоресценции, 

квантовые выходы и длительности свечения, а квантово-химические рас-

четы электронного строения АФ проводили методом частичного прене-

брежения дифференциальным перекрыванием с оригинальной спектро-

скопической параметризацией [1]. 

Результаты. Синтезированы новые типы молекул из класса амино-

фенолов, которые проявляют высокую эффективность в подавлении ви-

русов герпеса, гриппа, ВИЧ-инфекции и ряда других заболеваний. 

Разработаны аналитические оптико-физические технологии анализа 

электронной структуры молекул аминофенолов для диагностики эффек-

тивности фармакологических препаратов в медицинских применениях. 

Выявлены эмпирические корреляции между электронной структу-

рой, люминесцентными свойствами, ИК Фурье спектрами и фармаколо-

гическим действием биологически активных аминофенолов. 

Экспериментально установлены конкретные спектроскопические 

признаки фармакологической эффективности изучаемых соединений. 

Так, образование в аминофенолах внутримолекулярных водородных свя-

зей сопровождается повышением их антивирусной активности. 

В ряду фармакологически активных молекул фенил-, карбонил-, и 

сульфон- производных аминофенола образуются внутримолекулярные 

водородные связи типа O–HN, O–HO=C и O–HO=S. 
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Квантово-химические расчеты электронной структуры биомолекул 

показали, что имеет место прямая взаимосвязь между образованием 

внутримолекулярных водородных связей и ростом электронной плотно-

сти (-) на атомах кислорода гидроксильной группы. 

Продемонстрирована высокая информативность, надежность и до-

стоверность системного спектроскопического анализа и квантово-

химических расчетов биомолекул для тестирования и прогнозирования 

фармакологической эффективности новых гидроксилсодержащих лекар-

ственных препаратов класса аминофенолов для практических примене-

ний в биомедицине. 
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Цитохром P450 CYP17A1 является ключевым ферментом биосинте-

за 17α-гидроксистероидов и андрогенов посредством реакций  

17-гидроксилирования и расщепления связи С17-С20 прегненолона, со-

ответственно. Ингибиторы CYP17A1 (абиратерон и аналоги) зарекомен-

довали себя как лекарства для терапии резистентного рака предстатель-

ной железы. В других случаях нарушение стероидогенеза на данном 

уровне ведет к нежелательным эффектам. Цитохром P450 CYP11A1 яв-

ляется белком, катализирующим первую стадию стероидогенеза – пре-

вращение холестерина в прегненолон. Ингибирование CYP11A1 рас-

сматривается в основном как побочное действие лекарств, кроме фарма-

котерапии некоторых типов врожденной гиперплазии надпочечников [1]. 

Азидо- и алкиновые производные стероидов активно используются 

в настоящее время для исследования процессов транспорта и превраще-
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ния стероидов в связи с развитием методов «клик-химии», позволяющей 

селективно модифицировать данные производные флуоресцирующими 

группами. По описанным в литературе методикам нами получены стеро-

иды 16β-азидо-17α-гидрокси-прегн-5-ен-3β-ол-20-он (16-АГП5) [2] и 

20α/β-(пропаргиламино)-прегн-5-ен-3β-ол-20-он (20ПАП5) [3] с выхода-

ми ~50 %. Молекулярные массы синтезированных соединений подтвер-

ждены методами масс-спектрометрии с ионизацией электрораспылением 

(ESI-MS) и электронным ударом (EI-MS): 20ПАП5: ESI-MS: m/z 356 

[M+H]
+
, IE-MS: m/z 355 (M

+
, 6 %), 340 ([M-15]

+
, 50 %), 314 (40 %); 16-

АГП5: ESI-MS: m/z 389,2 [M+NH2OH-H2O+H]
+
, IE-MS: m/z 345 [M-N2]

+
, 

327 [M-N2-H2O]
+
. Эти соединения можно рассматривать как структурные 

аналоги прегненолона, поэтому для начальной оценки их биологических 

свойств было решено оценить их способность связываться в активных 

центрах CYP11A1 и CYP17A1 методами in silico. Данные о таких взаи-

модействиях, согласно нашим данным, в литературе не описаны. 

Моделирование при помощи программ Autodock 4.2 [4] и Auto-

dock Vina показало, что 16-АГП5 и 20βH-изомер 20-ПАП5 способны эф-

фективно связываться вблизи гема CYP17A1 (расчетные величины энер-

гий связывания составили -8,9 [2] и -9,8 ккал/моль, соответственно). 

Геометрические параметры локализации данных стероидов подразумева-

ет также возможность 17α-гидроксилирования 16-АГП5 и окисления по 

N20 20-ПАП5 (рисунки 1 и 2, соответственно). Важно отметить, что в 

последнем случае возможно формирование пропиоальдегида – активного 

электрофила, потенциально способного ковалентно модифицировать N-

атоиы гема или аминокислот активного центра CYP17. Более того, моде-

лирование взаимодействия обоих изомеров 20-ПАП5 с CYP11A1 (код 

pdb 3MZS) показал аффинное связывание (Есв –(11-12) ккал/моль) в по-

ложении, стерически не позволяющем окисление N20. 

Полученные данные свидетельствуют о перспективности экспери-

ментальных исследований 16-АГП5 и 20-ПАП5 в качестве субстрата и 

ингибитора CYP17A1. 

Работа выполнена при финансовой поддержке задания ГПНИ «Хи-

мические технологии и материалы». 
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Рисунок 1. Модель локализации 16-АГП5 (показан жирными линиями) 

вблизи гема в активном центре CYP17 (код pdb 3RUK) 

 

 
Рисунок 2. Модель локализации 20-ПАП5 (показан жирными линиями) 

вблизи гема в активном центре CYP17 (код pdb 3RUK) 
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Аминокислоты являются эссенциальными участниками множества 

важных биологических процессов, биологическими предшественниками 

ряда биорегуляторов и структурными компонентами белков и некоторых 

других биомолекул. Следовательно, химически-модифицированные 

аминокислоты обладают потенциалом в качестве «молекулярных ин-

струментов» для регуляции или мониторинга этих процессов. Нами были 

синтезированы флуоресцирующие 7-нитробензофуразан-4-ильные (NBD) 

производные L-α-аминокислот (АК) пролина, триптофана, аланина и 

глутаминовой (NBD-Pro, NBD-Trp, NBD-Ala и NBD-Glu) посредством 

конъюгации NBD-Cl с растворами данных АК согласно [1] с выходами 

50-60 %. Структура данных соединений частично подтверждена их опти-
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ческими и масс-спектрометрическими свойствами, представленными в 

таблице 1. 

 

Таблица 1 – свойства синтезированных производных АК 

Соединение NBD-Trp NBD-Pro [2] NBD-Ala NBD-Glu [2] 
λ abs, нм*

#
 280, 330, 460 340, 470 340, 470 340, 470 

λ em, нм  560 550 560 560 

λ ex, нм 315, 410
##

 340, 470 340, 470 340, 470 

M, а.е.м. 367 278 252 310 

m/z ионов  

и их 

интерпретация 

366 [M-H]
-
 

733 [2M-H]
-
 

368 [M+H]
+

 

279 [M+H]
+ 

391 [M+tfa–H]
- 

251 [M-H]
- 

309 [M-H]
-
 

* λ abs, λ em и λ ex – длины волн максимумов поглощения, эмиссии и 

возбуждения флуоресценции этанольных растворов полученных производных, 

соответственно; M  - молекулярная масса; m/z – соотношение масса/заряд; tfa – 

трифторуксусная кислота, AcN – ацетонитрил. 
# 

оптические
 
спектры были за-

писаны на спектрофлуориметре Солар СМ 2203 (РБ) при ширинах щелей 5 нм; 

масс-спектры записаны на Shimadzu LCMS2020 (Япония) в условиях иониза-

ции электрораспылением как описано [3]. 
## 

может быть обусловлена приме-

сями согласно [4]. 
 

Отметим, что в отличие от других исследованных NBD-

производных АК, в случае образца полученного NBD-Trp не происходит 

флуоресценции при облучении УФ светом лампы с максимумом излуче-

ния при 365 нм, а также регистрируется расхождение максимумов по-

глощения и возбуждения флуоресценции при 560 нм (Таблица 1). Слабая 

флуоресценция NBD-Trp обусловлена близким расположением NBD- и 

индольного флуорофоров (~0,6 нм) в его структуре [4, 5]. 

Для биоинформатической in silico оценки биологических свойств 

данных соединений было проведено компьютерное моделирование их 

взаимодействий с некоторыми белками (докинг), реализующими рецеп-

цию/превращение АК-предшественников или их метаболитов, как опи-

сано в работе [4]. В частности, в качестве белков-мишеней были выбра-

ны индоламин 2,3-диосигеназа человека (код pdb 5ETW), осуществляю-

щяя катаболизм Trp и ответственная за регуляцию функций иммунной 

системы [7] и пирролин-5-карбоксилат дегидрогеназа дрожжей (код pdb 

4OE4), осуществляющяя катаболизм Pro и обуславливающая вирулент-

ность опасного патогена грибкового Cryptococcus neoformans [8]. 

Показано, что индольный фрагмент NBD-Trp способен локализо-

ваться вблизи гема 5ETW (рисунок 1). 
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Рисунок 1. Модель субстратоподобной локализации NBD-Trp (показан 

жирными линиями) в активном центре индоламин 2,3-диоксигеназы  

 

Расчетные величины энергий связывания (Есв) для NBD-Trp и Trp 

составили -8,90 и -5,85 ккал/моль, соответственно, что указывает на воз-

можность эффективной конкуренции между NBD-Trp с данным природ-

ным субстратом за взаимодействие с данным ферментом. Разрушение 

индольного фрагмента будет способствовать увеличению квантового вы-

хода флуоресценции [4]. Аналогично, Есв для NBD-Pro, NBD-Glu и Pro 

(предшественника природного субстрата) в активном центре 4OE4 со-

ставили -7,01, -5,96 и -5,93 ккал/моль, соответственно. NBD-Ala прояв-

лял меньшую аффинность (большие Есв) к активным центрам этих фер-

ментов. При инкубации NBD-Pro с клетками дрожжей Yarrowia lipolytica, 

культивируемых на богатой питательной среде, наблюдалось уменьше-

ние концентрации данного соединения на 40 % в течение 24 ч инкубации 

при начальной концентрации 20 мкМ, что свидетельствует о возможно-

сти его утилизации клетками дрожжей. 

Полученные данные свидетельствуют о перспективности экспери-

ментальных исследований данных NBD производных в качестве флуо-

ресцирующих субстратов ферментов метаболизма АК. 

Работа выполнена при финансовой поддержке БРФФИ (грант 

Х15ИНД 003) и задания ГПНИ «Химические технологии и материалы». 
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Активные формы кислорода (АФК) (НО˙, О2˙
-
, 

1
О2, Н2О2, НСlО) в 

биосистемах играют ключевую роль в развитии многих патологических 

процессов, а также в сигнальной трансдукции. АФК идентифицируют 
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прямым методом (ЭПР) или косвенно с помощью химических зондов, в 

том числе флуоресцентных. Метод флуоресцентных зондов базируется 

на том, что взаимодействие АФК с определенными органическими веще-

ствами приводит либо к снижению их собственной флуоресценции, либо 

к образованию флуоресцирующих продуктов [1]. Метод флуоресцентных 

зондов позволяет не только детектировать АФК в различных системах, 

но и служит простым инструментом для получения информации об ан-

тиоксидантных свойствах различных соединений. 

Целью данной работы было исследование антиоксидантных свойств 

гистидин-содержащих дипептидов (ГСД) (карнозин, Кар;ансерин, 

Анс;глицил-гистидин, Гли-Гис) и составляющих их аминокислот с по-

мощью терефталевой кислоты (ТФ).  

ТФ является специфичным и высокочувствительным детектором 

радикалов НО˙(< 0,5 пикоМ), она не реагирует с другими активными ча-

стицами(О2˙
-
, 

1
О2,Н2О2). ТФ взаимодействует с НО˙ (kv = 4,4·10

9
M

-1
·с

-1
) с 

образованием только одного моно-гидроксилированного изомера, 2-

гидрокси-терефталата (2-ГТФ). Данный продукт является стабильным и 

в отличие от ТФ обладает флуоресценцией (λвоз= 315 нм, λэм= 427 нм). В 

соответствии со стехиометрией реакции концентрация радикаловНО˙ 

прямо пропорциональна интенсивности флуоресценции 2-ГТФ. Антира-

дикальные свойства тестируемых веществ оценивали по их способности 

конкурировать с ТФ за взаимодействие с НО˙, что приведет к снижению 

концентрации2-ГТФ и, следовательно, уменьшению интенсивности флу-

оресцентного сигнала. Радикалы НО˙ генерировали с помощью 

системыCu
2+

–H2O2. Изменение интенсивности флуоресценции в присут-

ствии тестируемых соединений в сравнении с контролем (ТФ + компо-

ненты редокс-системы) являлось мерой оценки их антиоксидантных 

свойств. 

Установлено, что флуоресцентный сигнал в системе ТФ–Cu
2+

–H2O2 

резко снижается при добавлении Гли-Гис (рис. 1). Данный дипептид 

уменьшает интенсивность флуоресценции в ~41 раз.Эффект Кар и 

Ансбыл слабее, флуоресценция в их присутствии снижалась примерно в 

четыре и пять раз, соответственно. Действие ГСД сравнивали с влиянием 

NaN3, эффективного акцептора НО˙. Азид натрия ослабляет флуоресцен-

цию системы вТФ–Cu
2+

–H2O2в ~7 раз. Антиоксидантные свойства ГСД 

могут быть обусловлены как их непосредственным взаимодействием с 

радикалами НО˙, так и способностью влиять на образования активных 

частиц посредством взаимодействия с ионами металла.  



199 

360 400 440 480 520
0

3

6

9

12

15

9
7

8

5

3

4

6

2

Iф
л

.,
 о

тн
. 

е
д

.

длина волны, нм

  1 - ТФ (контроль)

  2 - ТФ + -Ала

  3 - ТФ + маннит

  4 - ТФ + Кар

  5 - ТФ + Анс

  6 - ТФ + NaN
3

  7 - ТФ + Гли

  8 - ТФ + Гис

 9 - ТФ + Гли-Гис

1

 

Рисунок1 – Спектр флуоресценции 2-НО-ТФ, образующегося при дей-

ствии системы Cu
2+

-H2O2 (0,1/1мМ) на10 мМраствор терефталевой кис-

лоты в присутствии (2 мМ)различных соединений  

 

Из аминокислот глицин и гистидин ослабляют флуоресценцию си-

стемы ТФ–Cu
2+

–H2O2в 7 и 34 раза, соответственно. β-

Аланинповышаетфлуоресценцию в 1,3 раза, что указывает на его спо-

собность усиливать каталитические свойства ионов меди (II). Согласно 

данным работы [2] комплекс Cu
2+

/β-аланин способствует разложению 

гидропероксида, что будет приводить к увеличению скорости образова-

ния радикалов НО˙. 

Данные, полученные с помощью флуоресцентного зонда, о способ-

ности ГСД и аминокислот регулировать уровень радикаловНО˙в системе 

ТФ-Cu
2+

-H2O2 согласуются с их действием на свободнорадикальную 

фрагментацию глицеро-1-фосфата (ГФ), индуцированную смесью 

CuSO4–H2О2–аскорбат (рис. 2).Протекторное действие ГСД на дефосфо-

рилирование ГФ увеличивалось в ряду Кар – Ала – Гли-Гис (в 2,5; 4,3 и 

5,8 раз, соответственно). β-Аланин активирует фрагментацию ГФ с раз-

рывом фосфоэфирной связи в ~1,2 раза, гистидин уменьшает интенсив-

ность флуоресценции в 5 раз. В соответствии с полученными данными 

протекторные свойства ГСД обусловлены главным образом остатком ги-

стидина, который оказывал большее ингибирующее действие, чем Кар. 

Согласно данным работы [3] Кар имеет более низкую константу связы-

вания с катионами Cu
2+

 (1,1 M
-1

, pH 7,84), чемL-гистидин (71 M
-1

, pH 

7,84). 
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1 – без добавок, в присутствии: 2 – 1 мМ Кар, 3 – 5 мМ Кар, 4 – 10 мМ Кар, 5 – 10 

мМАнс, 6 – 10 мМГли-Гис, 7 – 5 мМ Гис, 8 – 5 мМβ-Ала 

Рисунок 2 – Влияние ГСД и аминокислот на накопление фосфат-аниона 

в водном 100 мМрастворе ГФ, инкубированном с CuSO4–H2О2–аскорбат 

(0,5/10/0,5 мМ) при 37 °С 

 

Так, применение флуоресцентного зондапозволяет получить пред-

варительную оценку анти- и прооксидантных свойств соединений в 

условиях металл-опосредованного генерирования радикалов НО˙. 
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Активные формы кислорода чрезмерно образуются при нарушении 

в клетках баланса оксиданты/антиоксиданты и могут вызывать деструк-

цию биомолекул [1]. В результате взаимодействия радикалов НО
•
 с био-

логически активными фосфопроизводными глицерина последние под-

вергаются свободнорадикальной фрагментации с разрывом фосфоэфир-

ных связей [2]. В частности, фрагментация глицерофосфолипидов проте-

кает в полярной части бислойной мембраны и приводит к образованию 

фосфатидной кислоты, фрагментация глицерофосфатов сопровождается 

накоплением неорганического фосфата: 
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Для защиты организма от окислительного стресса применяют широ-

кий спектр антиоксидантов (АО), которые могут предотвращать образо-

вание свободных радикалов или акцептировать их [1]. К основным клас-

сам природных АО наряду с каротиноидами и фенольными соединения-

ми относятся пептиды [1, 3]. В последние десятилетия огромное внима-

ние уделяют изучению биологической активности пептидов, выделенных 

из натуральных продуктов или полученных путем энзиматического гид-

ролиза и/или микробиологической ферментации пищевых белков [3]. 

Биоактивные пептиды рассматривают как потенциальные компоненты 

для разработки эффективных нутрицевтиков, косметических средств и 

функциональной пищи [3]. Антиоксидантные эффекты биоактивных 

пептидов интенсивно исследуются, но молекулярные механизмы их дей-

ствия до конца не ясны [3].  
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Целью данной работы было изучение влияния гистидин-

содержащих (β-аланил-L-гистидин, глицил-гистидин, β-аланил-3-метил-

L-гистидин) и цистеин-содержащих (γ-L-глутамил-L-цистеин, цисте-

инил-глицин, γ-L-глутамил-L-цистеинил-глицин) пептидов на протека-

ние свободнорадикальной фрагментации глицеро-1-фосфата (ГФ) и ди-

миристоилфосфатидилглицерина(ДМФГ).  

 

 

 
Свободнорадикальную фрагментацию ГФ оценивали по накопле-

нию фосфат-анионафотоколориметрически, а ДМФГ − по образованию 

димиристоилфосфатидной кислоты (ДМФК) методом ВЭТСХ. Свобод-

норадикальные реакции в системах инициировали путем их γ-облучения 

или термостатирования при 37 °Сс системами Fe
2+

(Cu
2+

)/H2O2/аскорбат, 

генерирующими радикалы НО
•
. 

Установлено, что в случае Fe
2+

-опосредованной фрагментации ГФ 

действие как гистидин-, так и цистеин-содержащих дипептидов (ГСД и 

ЦСД) выражено не однозначно. Из ГСД β-аланил-L-гистидин ингибиру-

ет процесс в 1,4 раза, глицил-гистидин – активируют в 3 раза, β-аланил-

3-метил-L-гистидин не проявляет значительных про- или антиоксидант-

ных свойств. В этих условиях анти- или прооксидантное действие ЦСП в 

сравнении с ГСД проявляется в меньшей степени. γ-L-глутамил-L-

цистеин слабо ингибирует (в 1,2 раза), а цистеинил-глицин (в 1,2 раза) и 

L-глутамил-L-цистеинил-глицин (в 1,3 раза) активируют фрагментацию. 

Результаты по влиянию свободных аминокислот на фрагментацию ГФ 

указывают на важную роль в анти- и прооксидантном действии ГСД и 

ЦСП наличия пептидной связи.  

Показано, что в случае Cu
2+

-опосредованной фрагментации ГФ все 

исследованные ГСД и ЦСП ингибируют процесс. Эффект ГСД возраста-

ет в ряду β-аланил-L-гистидин, β-аланил-3-метил-L-гистидин, глицил-

гистидин (в 2,5; 4,3; 5,8 раз, соответственно). Протекторные свойства 

ГСД проявляются при более низких концентрациях, чем в случае ионов 

железа, и обусловлены главным образом остатком гистидина. Эффект 
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цистеин-содержащих пептидов возрастает в ряду: Цис-Гли, глутатион, 

Глу-Цис (в 1,5; 3,4; 3,9 раза, соответственно), его сопоставление с дей-

ствием свободных аминокислот подтверждает важную роль пептидной 

связи и структурного дескриптора Глу-Цис в этом.  

Выявлено, что в случае радиационно-инициируемой фрагментации 

ГФ все исследованные ГСД и ЦСД оказывают радиопротекторный эф-

фект в концентрационно-зависимой манере. Влияние ГСД на процесс 

максимально в деаэрированных средах (в ~ 1,7 раза) и снижается с уве-

личением концентрации О2 в системе. ЦСП ингибируют процесс в деаэ-

рированных средах примерно в 2,5 раза, в отличие от ГСД они также 

оказывали защитное действие и в системах, насыщенных кислородом. 

Сравнение данных по влиянию пептидов и входящих в их состав свобод-

ных аминокислот указывает на важную роль цистеина в радиопротек-

торном действии ЦСП. 

Установлено, что β-аланил-L-гистидин обладает мембранозащит-

ным действием invitro, снижая степень свободнорадикальной деструкции 

фосфатидилглицерина в полярной части мембраны. При этом дипептид в 

дозо-зависимой манере ингибирует Cu
2+

-индуцированную фрагментацию 

более эффективно (в 2 раза), чем Fe
2+

-опосредованный процесс (в 1,4 ра-

за). Дипептиды Цис-Гли и Глу-Цис подавляют радиационно-

инициируемую фрагментацию фосфатидилглицерина в модельных мем-

бранах, снижая выход продукта деструкции в 1,7-1,9 раза. 

Так, все исследованные ГСД и ЦСД эффективно подавляют радиа-

ционно-инициируемую и Cu
2+

-опосредованную фрагментацию, но в при-

сутствии ионов железа могут активировать процесс. Из всех исследован-

ных дипептидов β-аланил-L-гистидин и γ-L-глутамил-L-цистеин являют-

ся наиболее универсальными в антиоксидантном действии. Совокуп-

ность полученных данных указывает на то, что механизм действия ГСД 

и ЦСД на свободнорадикальную фрагментацию фосфопроизводных гли-

церина обусловлен балансом их радикал-акцепторных, восстановитель-

ных и комплексообразующих свойств. 
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Nucleic acid therapy is an emerging field of modern medicine. Therapeu-

tic nucleic acids, in particular, siRNA, are widely studied as prospective drugs 

for targeted modulation of gene expression. However, the problem of efficient 

intracellular delivery of siRNA is still a challenge. To overcome it, as well as 

to protect therapeutic oligonucleotides during the transfection, supramolecular 

delivery systems (micelles and liposomes) are used.  

Amphiphilic dendritic molecules are novel and promising precursors for 

the supramolecular assemblies. The examples reported [1, 2] evidence high 

efficiency of siRNA delivery by micelles and liposomes made of dendrons 

bearing fatty acid residues, with particles being biocompatible and biode-

gradable.  

In this work, siRNA delivery systems based on micelle-forming carbos-

ilane dendrons are designed. First, a series of cationic carbosilane dendrons of 

generation 1-3 bearing hexanoic (HAGn) and palmitic (PAGn) acid moieties 

in focal point (fig.1) was synthesized and characterized. 

The presence of aliphatic fragment along with cationic groups gives the 

amphiphilicity to the molecules provoking the association in the micelles in 

water solutions. The critical micelle concentration (CMC) values in PBS were 

estimated for HAGn and PAGn dendrons by standard technique using pyrene 

as a fluorescent marker. The ratio of intensities of the two peaks in the fine 

structure of fluorescence (I373/I383) was measured. The CMC values found are 

presented in fig 2. 

The ability of cationic micelles to bind siRNA was then tested. As a 

model, pro-apoptotic siRNA Mcl-1 was used. The siRNA was mixed with cat-

ionic micelles in different charge ratio, and the samples were analyzed by aga-

rose gel electrophoresis. The free siRNA was visualized by staining with eth-

idium bromide. 



205 

 
Figure 1 – Structures of pyrene-modified carbosilane dendrons 

 

 
Figure 2 – Estimation of the CMC values of the carbosilane dendrons in PBS 

 

The dendrons have been found to bind siRNA in different manner. 

Among the samples of HAGn, the positive dendritic effect on the binding 

(G1<<G2<G3) is clearly identified. The PAGn dendrons do not exhibit large 

difference in the siRNA binding, the siRNA is bound at charge ratio of 2. The-

se observations correlate with the dynamics of CMC values found and suggest 

that the siRNA binding by dendrons is the result of micelle formation. Hexa-

noic acid moieties cannot cause micelle formation as efficiently as palmitic 

acid moieties, that results both in higher CMC values in the case of HAGn and 

in the inefficient siRNA binding by HAG1 and HAG2. 
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Figure 3 – siRNA binding by carbosilane dendron micelles 

 

The results obtained can serve as a platform for the design of the supra-

molecular constructions for the siRNA delivery.  
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Carbon nanotubes (CNTs) are extensively used as carriers nucleic acid 

therapeutics, including small interfering RNA (siRNA) [1]. A versatile ap-

proach commonly used to construct hybrids of siRNA with single-walled and 

multi-walled carbon nanotubes (SWCNTs and MWCNTs) presumes the elec-

trostatic interactions between nucleic acid backbone and cationic groups on 

the CNT surface. Cationic SWCNTs and MWCNTs can be easily obtained by 

grafting of amino-bearing compounds to CNT surface. The use of dendritic 

compounds to functionalize CNTs is highly promising due to the increase of 

the surface charge that leads to more efficient siRNA binding and better bio-

compatibility of hybrid constructions [2]. Due to their structure and properties, 

carbosilane dendrimers are prospective carriers for siRNA [3, 4]. In this work, 

multicomponent hybrid nanoparticles for siRNA delivery built of CNTs and 

carbosilane dendritic molecules were designed.  

A series of cationic carbosilane dendrons of generations 1 to 3 bearing 

pyrene residues in focal point (fig. 1) has been synthesized and characterized. 

Pyrene is known as a good anchor group to immobilize macromolecules on 

the CNT surface. Meanwhile, cationic groups of dendrons can bind siRNA in 

the complex with nanoparticles. 

 

 
 

Figure 1 – Structures of pyrene-modified carbosilane dendrons 
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Cationic SWCNTs and MWCNTs have been obtained by grafting of di-

amines to the carboxy-modified CNTs as described in [5, 6]. Amino-modified 

CNTs were non-covalently functionalized with pyrene-modified cationic car-

bosilane dendrons (fig. 2). To quantify the affinity of dendrons to CNTs and to 

estimate the density of functionalization, the isotherms of adsorption were 

plotted. The quantity of dendron adsorbed was calculated from the data on py-

rene fluorescence quenching upon its adsorption onto the CNTs [6]. 

 
 

Figure 2 – Scheme of CNT functionalization 

 

Dendron-decorated CNTs are able to bind siRNA efficiently. As shown 

on fig. 3, SWCNTs bind siRNA better, than MWCNTs. The positive dendritic 

effect on siRNA binding (G1<G2<G3) has been also observed. The formation 

of hybrid nanoparticles can be observed by TEM.  

 

 
 

Figure 3 – siRNA binding by dendron-decorated CNTs 
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The obtained data suggest that both SWCNTs and MWCNTs decorated 

with pyrene-modified cationic carbosilane dendrons can be prospective carri-

ers for therapeutic nucleic acids, including siRNA.  
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Gene therapy is one of the most effective ways to treat tumor. One of the 

new directions of gene therapy is the suppression of malignancy arising in 

normal cells. During transformation, normal cells start to propagate uncontrol-

lably, loosing the ability to undergo apoptosis, thus resulting in malignancies 

formation. The regulation of apoptosis in cells is implementedby the family of 

Bcl-2 proteins [1], which is divided into pro-apoptotic and anti-apoptotic pro-

teins. The group of apoptosis inhibitors include Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, A-1 and 

Mcl-xL. Anti-apoptotic proteins expression can be blocked at post-

translational level by means of RNA interference (RNAi) – a process of selec-

tive gene silencing .RNAi effectors – siRNA (small interfering RNA)or mi-

croRNA are able by means of cellular machinery to arrest or cleave mRNA, 

responsible for the key cancer protein expression [2].  

A major limit of such gene therapy application is effective delivery of 

nucleic acids siRNA into the target cells [3]. Nakednucleic acids undergo deg-

radation by endogenous enzymes andare unable to penetrate cellular mem-

branes owing to their largesize and high negative charge density. Specific and 

effective delivery of genetic material can be provided by a wide range ofviral 

and non-viral delivery systems. The viral systems are moreeffective but they 

are too costly and provide some critical side-effects such as high immunogen-

icity and carcinogenicity in vivo. Synthetic (non-viral) systems are compara-

tively less effective but more flexible andsafer[4]. Among large number of 

nanosynthetic materials dendrimers are highlighted for gene delivery due to 

their monodispersity, predetermined tree-like structure, stability, low viscosity 

and the large number of charged end groups. Dendrimers are synthetic poly-

mers with a diameter of 3–10 nm. Cationic dendrimers can complex with nu-

cleic acids by self-assembly, making complexes called ―dendriplexes‖ [5].  
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In current research study different dendrimers were tested in terms to per-

form delivery system for different RNAi effectors. Their efficiency to contain 

survival rate of cancer cell lines were evaluated by applying mixtures of dif-

ferent RNAs as well as a singleshort RNA. 

Here we represent experimental results on dendriplexes formed by 3 

chemically different groups of dendrimers: PAMAM, carbosilane and phos-

phorous-containing, complexed with small RNAs designed against anti-

apoptotic proteins Bcl-2, Bcl-xLand Mcl-1. The dendriplexes were character-

ized by such techniques as fluorescence analysis, zeta potential, dynamic light 

scattering (DLS), circular dichroism (CD), and transmission electron micro-

scopic (TEM). Gel electrophoresis in the presence of RNase-A allowed us to 

answer a fundamental question as to whether dendrimers protect siRNA from 

degradation by nucleases.We also used a dendriplex disassociation assay in-

volving a polyanionic agent–heparin – to check their ability to release siRNAs 

and monitor their structure after disassociation [6].  

It was revealed all dendrimers form stable complexes with small acting 

RNAs by self-assembling in up to 1µm in size. In contrast to others phospho-

rous dendrimers are insensitive to heparin impact thus indicating not only 

electrostatic interaction within the dendriplex. 

 

 
Figure 1 – A schematic representation of the mode of action of dendriplexes, 

including cocktail of different siRNAs (reprinted from [6]) 

 

The findings on complex formation show the potential of dendrimers as 

carriers of anticancer siRNA into cancer cells, thereby creating an alternative 

non-viral delivery system for BCL family siRNAs to target cells in gene ther-

apy [6].  



212 

Cytotoxicity studies on HeLa (monolayer cervical cancer) and HL-60 

(suspension promyelocytic T-leukemia) cell lines first showed up synergism 

of siRNAs action, targeted against different anti-apoptotic proteins, to be very 

effective when delivered by cationic dendrimers (figure 1), while anticancer 

action of each single siRNA was much less or even insignificant (as it was for 

HL-60). In our experiments the cytotoxicity of siRNA/dendrimer complexes 

has a dual naturebased on three mechanisms: apoptosis, autophagy and necro-

sis, siRNA induced apoptosis and dendrimers themselves may induce all 

above cell deaths depending on dendrimer‘s nature [7].  

In summary, we report the usefulness of cationic dendrimers (PAMAM, 

CPD, CBD) as vectors for anticancer siRNAs. Phosphorous and PAMAM 

dendrimers were shown to facilitate siRNA intracellular penetration at a high 

rate, but reveled also high toxic effect, while carbosilane dendrimers were 

moderatein internalization efficacy with low toxic side effect. Both of the ob-

tained systems can be used for gene therapy. 
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Since DNA replication is a key event for cell division, it is among criti-

cally important targets in cancer chemotherapy. Most cytotoxic platinum 

drugs form strong covalent bonds with DNA bases [1]. However, a variety of 

platinum compounds act as DNA intercalators upon coordination to the ap-

propriate ancillary ligands [2]. The more thoroughly studied ruthenium anti-

tumor agents have displayed differences with respect to their interactions with 

DNA depending on their structure [3]. In this context, we evaluated the effect 

of DNA interactions that could, to some extent, contribute to the observed cy-

totoxicity of the new metallodendrimers synthesized. 

We followed the interaction of selected compounds by electrophoresis in 

agarose gel with plasmid (pBR322) DNA. For these compounds we also stud-

ied their interaction with Calf Thymus DNA (CT DNA) by circular dichroism 

(CD). The CD spectral technique is very sensitive to diagnose alterations on 

the secondary structure of DNA that result from DNA-drug interactions.  

Human serum albumin (HSA) is the most abundant carrier protein in 

plasma and is able to bind a variety of substrates including metal cations, 

hormones and most therapeutic drugs. It has been demonstrated that the distri-

bution, the free concentration and the metabolism of various drugs can be sig-

nificantly altered as a result of their binding to the protein [4]. In all cases the 

compounds caused a concentration dependent quenching of fluorescence 
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without changing the emission maximum or the shape of the peak. All these 

data indicate an interaction of the compounds with HSA. 

Cathepsin-B (Cat-B) is an abundant and ubiquitously expressed cysteine 

peptidase of the papain family, which has turned out to be a prognostic marker 

for several types of cancers [5]. Cathepsin-B seems to be involved (along with 

other Cathepsins) in metastasis, angiogenesis and tumor progression [6]. It has 

been proposed that Cat-B may be a possible therapeutic target for the control 

of tumor progression [7]. RAPTA-Ru compounds which inhibit Cat-B with 

IC50 in the low micromolar range can reduce the mass and number of metasta-

ses in vivo [8]. Therefore, we studied the inhibition of Cathepsin-B by highly 

cytotoxic first generation dendrimers. 
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Dendrimers are globular macromolecules with well-defined structure and 

multivalent surface. These characteristics give dendrimers particular and spe-

cific properties [1]. In the last years, dendrimers have found applications in 

different fields, highlighting their biomedical applications. In this way, den-

drimers decorated with cationic moieties have been used as nucleic acids car-

riers for gene therapy [2] or as antibacterial agents [3]. In the first case, for ex-

ample, dendrimers formed nanoconjugates with small interfering RNA (siR-

NA) to protect them from degradation enzymes, helping this genetic material 

to cross the cell membrane. In the second case, the positive charge of these 

macromolecules causes destabilization of bacterial membranes, killing the 

bacteria [4]. 

In this work, we present two type of cationic carbosilane dendrimers with 

different ammonium groups (-NMe3
+
, -NMe2(CH2)2OH

+
) and their effect on 

nucleic acids delivery, antibacterial activity and toxicity. The behavior of the-

se compounds is clearly determined by the ability of carbosilane framework to 

establish hydrophobic interactions with RNA and cell membranes, by the 

charge exposure, and finally, by the possibility to formed hydrogen bonds. 
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Nanotechnology is the most developing field of science. The new, hither-

to unknown versatile nanomaterials with unique properties have been synthe-

sized [1]. Many of them such as carbon nanotubes, mesoporous silica, den-

drimers can be sucesfully used in medicine as drug carriers. In this field the 

attention of scientists has been focused on dendrimers due to their structure 

and monodispersity, as well as their controlled synthesis [2]. Dendrimers are 

branched spherical polymers. They consist of acore, and radial branching. 

New branches attached to the core form successive generations. At the ends of 

the branches there are free functional groups. The physical and chemical prop-

erties of dendrimers can be modified. It is also possible to precisely determine 

the shape, size and charge of formed nanoparticles. Many types of dendrimers 

such as amine-terminated poly (amidoamine) PAMAM, poly- (propylenimine) 

PPI, phosphorus, carbosilane are known [3]. The size of dendrimers is similar 

with some biomolecules naturally occurring in animals such as insulin, cyto-

chrome or haemoglobin. Due to dendrimers shape and surface charge various 

types of substituents can be bound to them. There are many works describing 

the potential of dendrimers as efficient carriers of gene material or drugs. Re-

cently the new class of dendrimers have been synthesized to improve their bi-

omedical properties. One of the modifications aimed to increase the antitumor 

characteristics of dendrimers is introducing to their structure the molecules of 

metals such as gold, silver, titanium or ruthenium exhibiting anticancer prop-

erties [4]. 
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In our previous work we have studied the mechanisms of interaction be-

tween dendrimers and artificial lipid membranes [5]. Here we are discussing 

the effect of ruthenium terminated carbosilane dendrimers on human erythro-

cyte cell membrane. Figure 1 shows the haemolytic activity of metalloden-

drimers of generations 0, 1 and 2 measured as a hemoglobin release from 

erythrocytes as a result of red blood cell membrane destruction. 

 
Figure 1 – Haemolysis in human erythrocytes caused by carbosilane metal-

lodendrimers at the concentrations range from 0.5 to 100 µmol/L. A 2 % sus-

pension of freshly isolated human erythrocytes in 10 mmol/L PBS, pH 7.4 was 

incubated for 24h at 37
o
C in the presence of dendrimers  
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Blood of healthy donors were obtained from Central Blood Bank in 

Lodz. The blood was anticoagulated, centrifuged and washed three times with 

PBS, pH=7.4. Erythrocytes were used immediately after isolation. Dendrimers 

at the concentration of 0.5–100 µmol/L were added to red blood cell suspen-

sions (2 % haematocrit) and incubated at 37 °C for 24 h with shaking. The 

level of hemolysis was calculated as follows: H (%) = (Asample540 nm/Awater 

540 nm)×100 %, where H (%) is the percentage of haemolysis of the erythro-

cytes; Asample 540 nm is the absorbance of the erythrocytes incubated with 

dendrimers; and Awater 540 nm is the absorbance of the sample of complete 

haemolysis in water (100 %). The results were obtained from minimum three 

independent experiments (n=6) and were shown as mean ± standard error 

(SE). 

Haemolysis assay was performed to test the ability of dendrimers to af-

fect the cell membrane. All analysed dendrimers caused haemolysis. The ef-

fect mostly depended on dendrimer generation and concentration. Lowest ef-

fect have been shown for the dendrimers of generation -0 (31-38 % of hae-

molysis at the concentration of 100 µmol/L). This can be explained by the 

small number of active surface groups of g-0 dendrimers. In contrast, the 

haemolytic effect of the dendrimers of generations 1 and 2 washigher and 

caused massive hemolysis in a concentrations of 25–50 µmol/L.Therefore, the 

g-1 and g-2 dendrimers can be regarded as haemolytic. 

In summary we report that carbosilane ruthenium containing dendrimers 

of generation 1 and 2 are more toxic than dendrimers of generation 0. 
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Cancers are now one of the biggest problems of civilization. Researchers 

around the world are looking for effective methods to fight tumours without 

damaging healthy tissues. Many of these attempts concentrate on metals such 

as silver, gold, platinum or ruthenium [1, 2]. Metal compounds are usually in-

soluble in aqueous solutions. Therefore, in order to increase their solubility in 

water metal molecules can be bound to carrier nanoparticles such as den-

drimers. Dendrimers can be synthesized by a controlled manner and they 

demonstrate monodispersity. Moreover they have determined shape, size and 

charge. Dendrimers consist of a core and attached repetitive units (called 

branches) in the form of successive layers forming increasingly higher genera-

tions [3]. At the ends of branches there are free functional groups to which 

molecules of different metals can be attached [4]. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hashemi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26838910
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The main objective of the present study was to determine the cytotoxicity 

of new synthetized ruthenium terminated metallodendrimers of generation 0 

(compound 34) and generation 1 (compound 32) to the human leukemia HL-

60 cells. The cytotoxicity effect of dendrimers against cancer cells was com-

pared with their effect against normal cells (Chinese hamster B-14 cell line). 

HL-60 cells were grown in RPMI-1640 (Gibco) with 10 % heat-inactivated 

FBS (HyClone). B14 cells were grown in DMEM-Glutamax (Gibco) with 

10 % heat-inactivated FBS (HyClone). Cells were routinely maintained on 

plastic tissue culture flasks and plates (Falcon) at 37 °C in a humidified at-

mosphere containing 5 % CO2, 95 % air. The cytotoxicity of dendrimers was 

assessed with the use of Alamar Blue assay (HL-60 cell line) and MTT assay 

(B14 cell line). Cells viability was calculated from formula: 

% viability = (A/Ac) × 100 % 

where A represents the absorbance/fluorescence of the sample, Ac is the ab-

sorbance/fluorescence of control cells. The results were obtained in three in-

dependent experiments and were shown as mean ± standard deviation (SD). 

 
 

Figure 1 – Top panel – viability of HL-60 cells after 24 h incubation in the 

presence of metallodendrimers. Bottom panel – viability of B-14 cells after 

24 h incubation in the presence of metallodendrimers  
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The viability of cells decreased with increasing concentrations of den-

drimers. Results show that higher generation was more cytotoxic. There were 

no changes in viability of B14 cells in the presence of the compound 34 (g-0) 

in a concentration range from 1 to 50 µmol/L, while the same dendrimer sig-

nificantly decreased the viability of HL-60 cells up to 53.7 % (25 µmol/L) and 

21.2 % (50 µmol/L) vs control cells (Fig. 1). Compound 32 (g-1) at the con-

centrations from1 to 5 µmol/L was not cytotoxic to both HL-60 and B14 cells, 

while the concentration of 10 µmol/L drastically decreased the number of liv-

ing cells up to 27 % (HL-60) and 23.7 % (B-14). The presence of this den-

drimer in the cell suspension in the concentrations from 25 µmol/L and higher 

reduced cell viability to 11.5 % for HL-60 and 1-2 % for B-14 cells. 

In conclusion, the viability of cells depended mostly on the metalloden-

drimers generation: generation1 was more cytotoxic than generation 0. More-

over, dendrimers of generation 1 equallyreduced both normal and cancer cell 

viability, whereas dendrimers of generation 0 were more cytotoxic to the can-

cer cells. 
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To deliver drug to the desired site in the body is the main aim of biomed-

ical research today. Nanotechnology based drug delivery approaches have 

proven some exciting results in this perspective. Nanoparticles (NPs) are a 

class of highly tunable nanoscale objects with wide range of applications. NPs 

usually exhibit size related characteristics that differ significantly from those 

observed in bulk materials [1]. Gold nanoparticles (AuNPs) [2] have been 

among the most extensively studied nanomaterials, because of their properties 

that include large surface-to-volume ratio, stability, excellent biocompatibility, 

low toxicity and ease to functionalize [3-5]. Their utilization in different ap-

plications is limited due to the aggregation processes occuring frequently in 

the colloidal systems of metal or semiconductor NPs. Thus, in order to prevent 

or slow down the aggregation, NPs are usually functionalized with a thin shell 

of monomeric stabilizers (thiols, carboxylates, phosphates or sulfates), syn-

thetic and natural polymers (dextran, polyethylene glycol (PEG), polyvi-

nylpyrrolidone, polyethylene oxide or chitosan), inorganic materials (silica), 

liposomes and another class of emerging molecules such as dendrimers and 

dendrons [1]. We are interested in possible biomedical applications of carbos-

ilane dendritic molecules, where the scaffold is built with very apolar C-C and 

Si-C bonds. Since this framework is highly hydrophobic, the presence of cati-

onic moieties on the periphery of carbosilane dendrimers makes them more 

water soluble. However, the duality in hydrophobicity/hydrophilicity of these 

systems seems to be important, because ammonium carbosilane dendrimers 

not only have been proved successful as non-viral vectors for gene therapy [6-

8], but can cross the blood-brain barrier [9, 10]. In view of these attractive 

properties of carbosilane dendrimers, we have investigated the way to translate 

them to other macromolecular systems. Owing to the presence of a large num-
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ber of terminal groups and the metal surface, drug molecules can be attached 

by covalent bonds or electrostatic interactions, making them suitable for gene 

delivery through electrostatic interactions. Nevertheless, interactions with cell 

compounds and compartments are non-selective, with the risk of causing cyto- 

and hemo-toxicity mainly due to their surface charge. Thus, we focused on 3 

kinds of dendronizedAuNPs and their capping dendrons (first, second and 

third generation) by assessing the effects on erythrocytes (hemolytic activity), 

platelets (aggregation) and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs; lym-

phocyte proliferation) to clarify their potential use in drug and gene delivery 

systems. 

Table 1. Selected data of AuNPs: a) Obtained by TEM; b) DLS; c) Obtained 

by TGA and elemental analysis; d) Number of -NMe3+ groups by NP;  

e) Z potential. 

Nanoparticles D (nm)
a
 D (nm)

b
 Av. MW (gmol

-1
)

c
 N

d
 

ZP
e
 

(mV) 

AuNP(SG1(S-NMe3
+
)2) 1.8 4.9 64761.64 118 +50.0 

AuNP(SG2(S-NMe3
+
)4) 2.2 15.7 201105.70 528 +63.7 

AuNP(SG3(S-NMe3
+
)8) 2.0 21.0 307482.90 984 +59.6 

 

Hemolysis of human erythrocytes was determined by measuring the free 

hemoglobin content after incubation with dendronsHSGn(S-NMe3+)m and 

corresponding dendronized systems AuNP(SGn(S-NMe3+)m) at 0.05, 0.5, 1, 

5, 10 and 20 µM for 2 different times: 2 h and 24 h. The concentrations of 

AuNPs refer to dendron concentration in AuNPs and, hence, data can be used 

to correlate behavior of free dendrons with those attached to nanoparticle sur-

faces. To investigate the effect of human serum albumin (HSA) on hemolysis 

caused by nanoparticles studied at 5 and 10 μM, 2 mg/ml HSA were added to 

the solutions prior to the treatment of red blood cells. The parameters of plate-

let aggregation induced by thrombin were measured for dendronsand their cor-

responding AuNPsat 10 µM. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

were challenged with dendronsHSGn(S-NMe3+)m and nanoparticles AuNP 

(SGn(S-NMe3+)m) at 0.05, 0.5, 1, 5, 10 and 20 µM to see the level of induc-

tion of lymphocyte proliferation or its inhibition due to mitogen–PHA-M. 

The effects of dendronizedAuNPs and their dendrons on erythrocytes, 

platelets and peripheral blood mononuclear cells PBMCs have confirmed that 

the surface charges for dendrons have a significant effect on their toxicity, 

presenting first generation dendron with very low hemolytic values. However, 

the poorest values for dendronizedAuNPs were clearly found for the second 

generation derivative AuNP(SG2(S-NMe3+)4). However, in the presence of 
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human serum albumin (HSA), the toxicity of all the systems falls below 10 % 

(after 2 h of treatment). Regarding platelet aggregation, only third generation 

dendrons produced a marked negative effect. After AuNPsdendronization, the 

3 systems gave higher aggregation than thrombin. Finally, cell proliferation 

measurement in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) indicated that 

none of the dendrons and AuNPs stimulated lymphocyte proliferation. The da-

ta indicate the influence of cell size, type of interaction between dendrons or 

AuNPs with cell membrane, and topology of the systems employed. Regard-

ing the hemolysis and proliferation profiles of studied nanosystems (dendron 

and dendronizedAuNPs) it can be concluded that they are suitable candidates 

for drug and gene delivery. 
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2012-316730 NANOGENE, by the Belarusian Republican Foundation for 

Fundamental Research, grant No. M15CO-041. 
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Zinc oxide (ZnO) is an important wide band gap semiconductor material 

having a great potential of application in catalysis, sensing and nanodevices 

development based on its unique physical properties. Nanostructured ZnO not 

only possesses high surface area, good biocompatibility and chemical stability 

being non-toxic, but it also shows biomimetic and high electron communica-

tion features important for potential applications in biosensing [1]. However, 

applications of ZnO in biological or clinical testing schemes have remained 

largely unexplored, so far even though many biological assay systems rely on 

optical detection techniques. Many efforts have been recently made to con-

struct ZnO-based biosensors with high performance [2, 3]. Aim of our work 
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was to test zinc oxide nanorod (ZnO NR) platforms under immobilization of 

monoclonal antibody using photoluminescence analysis for further immune 

biosensor development. 

ZnO nanorods (ZnO NRs) were obtained by the gaseous-disperse synthe-

sis. For further use of ZnO NRs, they were dispersed in 99.8 % 1-butanol 

(Sigma-Aldrich) to prepare 10 mg/ml alcohol solution and then ultrasonically 

treated for 30 min, 44 KHz. 18 mm square glass cover slips and 1–10 mg/ml 

ZnO nanorods stock solutions were used for the preparation of platforms. Be-

fore use, glass substrate was cleaned in 70 % ethanol and treated by the use of 

plasma technology in an O2 atmosphere (Plasma Cleaner, Harrick Plasma). 

After that, ZnO NRs stock solutions were dropped on quartz substrate in a 

volume of 10 µl, dried at room temperature for 12 h and annealed at 300 °C in 

air atmosphere for 2 h. Then FITC-conjugated CD19 monoclonal antibody 

(Mab) was immobilized (2 h, 37 
o
C) on the ZnO NRs layer. Photolumines-

cence spectra of ZnO nanorods were detected as described by Viter et al. [3]. 

PL was excited using UV solid state laser LGI-21 at 0.4 mW/cm
2
 with 337 nm 

excitation wavelengt. The emission spectra were recorded at room temperature 

in the range of 370–800 nm using spectrometer HR2000+ (Ocean Optics). 

The photoluminescent properties of ZnO nanostructures usually exhibit 

near-band-edge (NBE) emissions and the broad deep-level emission (DLE) or 

visible luminescence due to exciton transitions and defect emission, respec-

tively [4]. Thus, the room temperature photoluminescence (RT PL) spectrum 

showed two peaks: a narrow and intense peak at 380 nm and a wide non-

symmetric peak, with maximum at 520 nm. Usually the NBE/DLE ratio of 

ZnO nanostructures increases with improvement of the material stoichiometry 

[4]. Due to the expected sensing mechanism in present work we have focused 

on the NBE emission peak intensity as the most informative signal. 

As first step, we selected the optimal ZnO nanorods concentration for 

platforms preparation. The following ZnO NRs concentrations were tested: 

1 mg/ml; 2.5 mg/ml; 5 mg/ml; 10 mg/ml. The NBE part of the PL spectra of 

ZnO NRs in investigated concentrations deposited on quartz substrates was 

detected. It was shown that PL intensity of ZnO NRs increases from rise of 

nanomaterial concentration: in case of 1 mg/ml ZnO NRs it was about 

12300 arb. un.; 2.5 mg/ml ZnO NRs – 14200 arb. un.; 5 mg/ml and 10 mg/ml 

ZnO NRs – 13000 arb. un. We can see that ZnO NRs PL intensity reaches a 

plateau under concentrations 5 and 10 mg/ml that indicates about ZnO NRs 

multilayer structure formation on a glass surface. Increase in PL intensity in 

case of 2.5 mg/ml ZnO NRs compared with 1 mg/ml indicates about ZnO NRs 

packing degree rise in present surface area, however, this leads to the not a 

monolayer domains formation. Thus, 1 mg/ml ZnO NRs deposited on a quartz 
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substrate is an optimal concentration for further platform preparation and test-

ing, due to obtain of the homogeneous monolayers (data not shown).  

Then we investigated optical properties of ZnO NR platforms after im-

mobilization of monoclonal antibodies. In current work we used FITC conju-

gated CD19 antibody (FITC-anti-CD19). It is known that FITC has absorption 

and emission bands in visible range from 420 nm to 580 nm, but NBE part of 

ZnO NRs spectrum does not exhibit absorption or emission in this electro-

magnetic spectrum range. Testing concentrations of Mab were selected as 

1.25 µg/ml; 2.5 µg/ml; 6.25 µg/ml; 12.5 µg/ml and 25 µg/ml. Using photolu-

minescence it was found that Mab immobilization on ZnO NRs leads to an in-

crease in RT PL intensity but this rise does not have a concentration-

dependent manner. In a case of FITC-anti-CD19 immobilization at concentra-

tion of 1.25 µg/ml the RT PL intensity of ZnO NRs was about 15500 arb.un.; 

at 2.5 µg /ml – 17700 arb.un.; at 6.25 µg/ml – 21500 arb.un. Surprisingly, af-

ter FITC-anti-CD19 immobilization at the concentrations of 12.5 µg/ml and 

25 µg/ml the RT PL intensity of ZnO NRs was reduced to 19000 arb.un. and 

18200 arb.un., respectively. The observed decrease in RT PL intensity in the 

case of 12.5 μg/ml and 25 μg/ml can be explained by the formation of double 

or triple biolayers of monoclonal antibodies and a subsequent crystallization 

that leads to the photoluminescence quenching (data not shown). 

We suppose that the observed changes in ZnO NRs photoluminescence 

can be explained by non covalent binding of ZnO NRs with proteins (in our 

case fluorescein-conjugated CD19 monoclonal antibody). It is known that pro-

teins are bound to ZnO NRs surface by several functional groups. In order to 

prove the formation of bonds between the ZnO NRs, deposited on a glass sub-

strate and CD19 monoclonal antibody, the experiments with Mab fixation by 

the paraformaldehyde (PFA) that cross-link thiol (SH-), amine (NH2-), car-

boxyl (COOH-), hydroxyl (OH-) groups of protein molecules were conducted. 

FITC-CD19 monoclonal antibody were pretreated with 1 % PFA solution and 

dropped on a ZnO NR platforms. It was shown that the NBE emission of ZnO 

NRs is increased after immobilization of FITC-CD19 monoclonal antibody at 

a concentration of 6.25 µg/ml. After fixation of Mab with PFA reduction of 

RT PL intensity till values corresponding to the ZnO NRs with PBS and PFA 

was observed. Interestingly, that RT PL intensity of ZnO NRs after PFA solu-

tion added on platform did not change compare to values corresponding to 

ZnO NRs with PBS. 

The outcomes of these studies confirmed that ZnO NRs exhibit an optical 

property useful for effective monitoring of fluorescent signal from biological 

systems as monoclonal antibodies. Moreover, 6.25 µg/ml is an optimal con-

centration of CD19 monoclonal antibody for immune biosensor development 
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using ZnO NRs platform because of this amount of Mab provides significant 

coverage of the ZnO NRs surface and formation of monolayer. 

This work was supported by EC FP-7 IRSES Grant №18520 ―Develop-

ment of nanotechnology based biosensors for agriculture‖ 2013–2016. 
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Photodynamic therapy (PDT) is a treatment that uses special drugs, 

called photosensitizes (PS), along with light to kill cancer cells. The distribu-

tion of anticancer drugs is an important factor in the success of treatment. The 

distribution of molecules into the tumor is governed by at least three phenom-

ena: the extravasation from the blood vessels, diffusion through the extravas-

cular tissue and interaction with intracellular targets within the tumor envi-

ronment. In the present study we used multicellular spheroids to investigate 

the modification of intratumoral transport of PS via complexation with cy-

clodextrins. 

Multicellular spheroids are spherical aggregates of tumor, which reflect 

many properties of solid tumors, such as tight junctions between epithelial 

cells, gradients of nutrient concentrations and cell proliferation from the exte-

rior to the centre. By incubating spheroids in a medium that contains an anti-
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cancer drug it is possible to examine the kinetics of drug penetration in tumor 

tissue. 

The photosensitizer used in the study is 5,10,15,20-tetra(m-

hydroxyphenyl)chlorin (mTHPC). It is one of the most potent second-

generation clinically approved photosensitizer [1]. The main limitation of its 

application in PDT is a low water-solubility. To prevent mTHPC aggregation 

several special formulations, such as liposomes, polymer solutions and bio-

conjugates were designed. An application of specialized pharmacological for-

mulations supposes a development of new experimental techniques to control 

photosensitizer distribution in biological media. Cyclic oligosaccharides, cy-

clodextrins, are also considered as perspective formulation for tetrapyrrolic 

photosensitizers. 

Cyclodextrins (CDs) are macrocyclic oligosaccharides that combine a 

hydrophobic nano-sized cavity with a hydrophilic surface. The cavity enables 

the partial or total incorporation of lipophilic molecules. Cyclodextrins as car-

riers of various drug molecules can be vehicles of photosensitizers (PS) via 

complexation [2]. The P. Prognon and A. Kasselouri group described efficient 

formation of inclusion complexes between mTHPC and CDs (Figure 1) [1]. 

 
 

Figure 1 – The formation of inclusion complex between β-CDs and mTHPC  
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In the present current study, we analyzed the influence of methyl-β-

cyclodextrin (M-β-CD) and 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin (Hp-β-CD on the 

mTHPC biodistribution processes at wide range CDs concentrations. We have 

shown, that effect of cyclodextrins on mTHPC uptake in spheroids strongly 

depends on concentration and type of CDs (Figure 2). Low concentrations of 

CDs result in an increase of mTHPC accumulation in spheroids with a maxi-

mal uptake at 4.5 μM for Me-β-CD and 90.0 μM for Hp-β-CD. Further in-

crease in CDs concentrations is accompanied by a gradual decrease of 

mTHPC uptake. Another observation is related to the increased mTHPC pene-

tration depth into the tumor spheroids in the presence of CDs. Microscopic 

analysis demonstrated that the presence of CDs results in significant changes 

of the distribution profiles of mTHPC in spheroids. 

We suggest that CDs increase a diffusion rate of mTHPC between bio-

logical transporters and cellular targets at the low concentrations (causing less 

than 50 % binding of CDs to mTHPC). At the same time, higher CDs concen-

trations that provide almost complete binding of mTHPC molecules inhibit the 

accumulation of mTHPC in spheroids. 
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Figure 2 – The dependence of mTHPC uptake in spheroids  

on concentration of Me-β-CD 

 

The data obtained confirm the interest of CDs in mTHPC-PDT.  
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В работе представлены результаты исследований по нейтрализации 

вредного воздействия токсических химических веществ, так называемых 

экотоксикантов на здоровье человека [1]. Особое внимание уделено 

вредному воздействию экотоксикантов на кровеносную систему, которая 

очень чувствительна к действию химических веществ [2, 3].  

Одним из токсичных соединений является метгемоглобин (MetHb) 

крови, отравляющее действие которого особенно опасно для новорож-

денных. С материнским молоком и питьевой водой в организме ново-

рожденных в высокой концентрации вырабатывается метгемоглобин. 

Другой группой риска являются военнослужащие, у которых интоксика-

ция связана с качеством воды, продовольствия и с состоянием окружаю-

щей среды.  
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В связи с этим, крайне актуальным является поиск эффективного 

метода устранения, и разработка защитных мер от отравляющего дей-

ствия метгемоглобина.  

Экспериментальные измерения влияния лазерного излучения на 

концентрацию метгемоглобина крови проводились с использованием 

Не – Ne и полупроводникового лазерного излучения. Результаты иссле-

дований представлены в виде сравнительных диаграмма процентного со-

держания метгемоглобина в контрольном образце и в образцах, облучен-

ных Не – Ne и диодным лазерами на длинах волн 632,8 нм и 930 нм, со-

ответственно.  

Как видно из диаграммы облучение Не – Ne лазером в течение трех 

минут снижает концентрацию MetHb крови до безопасного уровня. 

Наиболее сильный эффект проявляется при облучении образца излуче-

нием на длине волны 930 нм. Так, облучение на этой длине волны в два 

раза эффективнее снижает концентрацию MetHb в крови.  

 

 
 

Следует отметить, что условия приготовления метгемоглобина и его 

облучения сохронялись одинаковыми при проведении исследований.  

Полученные результаты показывают, при одинаковом механизме 

биологического действия низкоинтенсивного лазерного излучения эф-

фективность воздействия зависит от длины волны лазерного излучения. 

Механизм лазерно-индуцированной фоторедукции MtHb крови можно 

связать с конформационными изменениями в структуре гемоглобина.  
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Поглощенная энергия распределяется в структуре метгемоглобина 

таким образом, что существенно ослабляет прочность связи гема с моле-

кулами NO и OH. В такой ситуации облегчается восстановление MtHb до 

гемоглобина и его кислородтранспортной функции.  

Следовательно, отравление метгемоглобином наиболее ярко прояв-

ляется у грудных младенцев. С молоком матери и питьевой водой в ор-

ганизм младенца попадают вредные химические вещества вызывающие 

рост концентрации MtHb в крови. Это представляет опасность для жизни 

ребенка наряду с высоким билирубином крови. Похоже на то, что поло-

жительный эффект солнечной радиации заключается не только в сниже-

нии концентрации билирубина, но и MtHb в крови младенца.  

Полученные результаты дают научнообоснованную базу для разра-

ботки нового метода и аппаратуры для устранения отравляющего дей-

ствия метгемоглобина и восстановления кислородтранспортной функции 

крови.  

Разработанный метод может быть использован в клинической прак-

тике, как для профилактики, так и для устранения отравляющего дей-

ствия метгемоглобина, образующегося под действием нитратов в воде и 

продуктах питания, равно как экотоксикантов в окружающей среде. 

Планируется исследовать наблюдаемый эффект более детально в за-

висимости от длины волны и интенсивности лазерного излучения.  
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Околоушная слюнная железа относится к органам с разветвленной 

сосудистой и протоковой системами и находится в непосредственной 

близости со стволовой частью лицевого нерва и с его ветвями, проходя-

щими между долями железы. Для предотвращения таких послеопераци-

онных осложнений, как гематома, серома, слюнной свищ, травматиче-

ская нейропатия, все хирургические операции должны проводиться пре-

цизионными инструментами с использованием операционной оптики с 

увеличением 2×4 раза, с контролируемыми гемо- и сиалостазом, выпол-

няемыми зачастую с помощью электрохирургии. При температуре от 

70 °C до 100 °C вода испаряется из клетки без разрушения мембраны, 

клетка при этом высушивается, белки денатурируют с образованием 

тромбов и тем самым осуществляется гемостаз [1, 2]. Экспериментально 

установлено, что зона коагуляционного некроза при использовании би-

полярной коагуляции в 2 раза больше, чем при монополярной [2].  
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Однако применение высокочастотной электрохирургии (ВЧЭХ) мо-

жет вызывать осложнения в виде локальных термотравм и, как след-

ствие, некроз долек железы, туннелизацию электрического тока по сосу-

дам и протокам и, в итоге, поражение лицевого нерва. Один из путей ми-

нимизации этих осложнений – применение лазерного излучения путем 

трансформации световой энергии в тепловую при поглощении данного 

излучения специфическими хромафорами тканей [3, 4]. Эффект, оказы-

ваемый лазером на ткани, зависит от таких показателей, как длина вол-

ны, глубина проникновения, мощность, длительность, режим воздей-

ствия. При поглощении энергии лазерного излучения на ограниченном 

участке биоткани резко повышается температура до величины ~ 400 °С и 

более. В настоящее время в хирургическую практику активно внедряют-

ся полупроводниковые лазеры с длиной волны излучения 940-980 нм и с 

глубиной проникновения в биоткани ~ 0,5-2 мм [5]. При их использова-

нии на железистых органах, наблюдается не только остановка кровоте-

чения, но и «заваривание» выводных протоков, а также проводится про-

филактика микробной контаминации и опухолевого обсеменения раны, 

что улучшает течение послеоперационного периода.  

В работе проанализированы возможности электро- и лазерокоагуля-

ции при операциях на околоушной слюнной железе с применением элек-

трохирургического аппарата ФОТЭК Е 352, имеющего 6 монополярных 

и 2 биполярных режима с максимальной мощностью 350 Вт и портатив-

ного полупроводникового лазера НТЦ «ЛЭМТ»  

БелОМО с длиной волны 940 нм и световодом 400 мкм на эксперимен-

тальном (30 морских свинок) и клиническом (20 пациентов с доброкаче-

ственными опухолями околоушной слюнной железы) материалах. Тем-

пература определялась гибкой термопарой тип К (хромель – алюмель) 

(ТХА) MLG 135 Flex на мультиметре М4583/2Ц (фирма  

ELPRIB). Проводили монополярную электрокоагуляцию в режимах от 10 

до 36 Вт, лазерокоагуляцию – в режимах от 3 до 5 Вт.  

Полученные результаты приведены в таблице 1. 

При монополярной коагуляции междольковых прослоек адекватный 

режим составил 24-28 Вт. При этом перифокальная зона распространя-

лась на железистые структуры, возникала необходимость многократного 

коагулирования в одном и том же месте за счет прилипания тканей к 

нагару, увеличивая зону некроза. Отмечалось сокращение мимической 

мускулатуры при работе на участках железы, визуально не содержащих 

лицевой нерв. При лазерокоагуляции работа одним кварцевым светово-

дом существенно оптимизировала процесс диссекции тканей, приводя к 

устойчивой коагуляции сосудов и слюнных протоков.   
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Данные эксперимента были использованы в клинической практике. 

В основную и контрольную группы вошли 20 пациентов с локализацией 

опухоли в наружной доле околоушной железы в проекции прохождения 

краевой ветви лицевого нерва (моноветвь, не имеющая анастомозов с 

другими ветвями). Основной группе (10 пациентов) проводилась лазер-

ная резекция в режиме 3-4 Вт. Контрольной группе (10 пациентов) про-

водилась резекция с использованием электрокоагуляции в монополярном 

режиме 24-32 Вт. В основной группе количество случаев транзиторной 

нейропатии краевой ветви в первые сутки после операции составило 3 

(30 %), на 7-е сутки – 1 (10 %). В контрольной группе в первые сутки 

наблюдалось 6 (60 %) случаев нейропатии, на 7-е сутки – 5 (50 %) случа-

ев. У одного пациента (1 %) отмечено образование гематомы, у 1 (1 %) – 

слюнотечение из раны, у 3 (30 %) – образование серомы.  

 

Таблица 1 – Температурная реакция железистой ткани при применении 

электро- и лазерокоагуляции. Экспозиция электрода (световода) – 1 с, 

Тисходная=38 °С 
Режи-

мы,  

Вт    

 

   

Усло-

вия 

Электрод 

(свето-

вод) и 

ТХА на 

поверх-

ности 

Электрод (све-

товод) на по-

верхности, ТХА 

на глубине 0,5 

см 

Электрод (свето-

вод) и ТХА на глу-

бине 0,8 см на рас-

стоянии 0,5 см друг 

от друга 

Электрод (све-

товод) на по-

верхности, 

ТХА на глу-

бине 1 см 

 Электрокоагуляция 

24 44,80 °С 43,80 °С 48,20 °С 43,20 °С 

28 50,20 °С 45,00 °С 49,80 °С 45,40 °С 

32 54,20 °С 46,60 °С 52,40 °С 48,20 °С 

 Лазерокоагуляция 

3 41,20 °С 38,40 °С 41,80 °С 38,00 °С 

4 45,20 °С 39,60 °С 44,80 °С 38,20 °С 

5 48,80 °С 42,80 °С 49,20 °С 38,40 °С 

 

Полученные экспериментальные и клинические данные позволяют 

сделать вывод, что использование лазерного излучения уменьшает до 2 

раз зону повреждения по сравнению с ВЧЭХ и снижает риск поврежде-

ния близлежащих тканей, в частности лицевого нерва, обладает выра-

женным коагулирующим эффектом; обеспечивает надежное «заварива-

ние» выводных протоков железистых органов. Применение лазера поз-

воляет улучшить операционный обзор, предотвращает возникновение 

послеоперационных осложнений.   
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Известно, что клетки млекопитающих продуцируют во внеклеточ-

ное пространство везикулярные частицы размером 30–100 нм – экзосо-

мы. Экзосомы содержат цитоплазматические и мембранные белки, 

функционально активные нуклеиновые кислоты (мРНК, микроРНК) про-

дуцирующих их клеток и могут транспортировать содержимое в другие 

клетки, что имеет большое значение для нормального функционирования 

многоклеточных организмов. Экзосомы были обнаружены как в плазме 

крови, так и на поверхности форменных элементов крови. При этом из-

вестно, что экзосомы плазмы крови вовлечены в процессы транспорта 
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биологического материала между клетками и могут служить источником 

диагностически значимых биополимеров. На сегодняшний день данные о 

составе и особенностях циркуляции экзосом, связанных с клеточной по-

верхностью, ограничены, и этот объект требует дальнейшего исследова-

ния. 

В связи с этим, целью данной работы было сравнительное исследо-

вание протеома экзосом, связанных с поверхностью форменных элемен-

тов крови, у пациенток с раком молочной железы (РМЖ) и здоровых 

женщин (доноров). 

Элюаты с поверхности клеток крови были получены по ранее разра-

ботанному протоколу [1]. Затем элюаты разводили в соотношении 1:3 с 

натрий-фосфатным буфером и фильтровали через фильтры с диаметром 

пор 100 нм с последующим ультрацентрифугированием при 100 000g в 

течение 90 мин. С помощью трансмиссионной электронной микроскопии 

(ТЭМ) была проведена характеристика размера везикул, а с помощью 

моноклональных коммерческих антител (Abcam, Великобритания и BD 
Biosciences, США) исследована экспрессия на поверхности частиц тет-

распаниновых рецепторов (CD-9, CD-24 и CD-63). Для получения про-

теомных карт экзосом крови использовали метод двумерного гель-

электрофореза [2]. Для гель-электрофоретического разделения протеома 

экзосом крови были подобраны экспериментальные условия (13 % по-

лиакриламидный гель, 150 мкг белка/стрип, визуализация белков на ге-

лях после разделения с использованием раствора нитрата серебра). Про-

теомные карты статистически анализировали c использованием про-

граммного обеспечения PDQuest (Bio-Rad Laboratories, США). 

При помощи ТЭМ было показано, что на поверхности клеток крови 

находятся микрочастицы диаметром 30–70 нм, которые по данным им-

мунохимического окрашивания экспрессируют характерные для экзосом 

тетраспаниновые рецепторы CD-9, CD-24 и CD-63. 

Для изучения протеома экзосом, связанных с поверхностью фор-

менных элементов крови, пациенток с РМЖ (3 образца) и здоровых 

женщин (4 образца) были получены соответствующие протеомные кар-

ты. Четкая визуализация белков на карте свидетельствует об адекватно-

сти экспериментально подобранных условий для выделения и разделения 

белков (рисунок).  

Было установлено, что в полученных препаратах присутствуют бел-

ки с молекулярной массой от 10 до 250 кДа. Для выявления белков экзо-

сом, специфичных для РМЖ, был проведен сравнительный анализ полу-

ченных протеомных карт для каждой группы. В результате исследования 

обнаружено, что в группе пациенток с РМЖ по сравнению с группой до-
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норов наблюдались отличия в белковом составе экзосом, связанных с 

поверхностью форменных элементов крови. Наиболее значимые разли-

чия между протеомными картами экзосом крови пациенток с РМЖ и до-

норов были найдены в девяти областях электрофоретической карты. Ти-

пичная протеомная карта с указанием областей, в которых были обнару-

жены наиболее значимые различия, представлена на рисунке. Выявлен-

ные отличия заключались в появлении новых дополнительных белков и 

изменении экспрессии присутствующих в норме белков.  

 

 
 

В окружности заклю-

чены белки, по отно-

сительному объему и 

наличию которых 

наблюдались отличия 

между исследуемыми 

группами 

 

Рисунок – Типичная протеомная карта экзосом, связанных с  

поверхностью форменных элементов крови, пациенток с РМЖ 

 

Изучение протеома экзосом представляет особый интерес, посколь-

ку секретируемые опухолевыми клетками везикулы содержат в своем со-

ставе опухолеспецифические белки; наличие таких белков свидетель-

ствует о появлении трансформированных клеток, таким образом, экзо-

сомальные белки можно использовать в качестве биомаркеров. Следует 

отметить, что выявление белков-онкомаркеров в крови может быть силь-

но затруднено избыточным содержанием общего белка, низкой концен-

трацией искомых антигенов и/или циркуляцией белка в форме недоступ-

ной для взаимодействия с антителами (в экзосомах). Выделение экзосом 

позволяет сконцентрировать образец и получить достаточное для анали-

за количество биологического материала. 

Таким образом, в ходе выполнения работы проведен сравнительный 

анализ протеомного профиля экзосом, связанных с поверхностью фор-
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менных элементов крови, в группе пациенток с РМЖ и группе доноров, 

выявлены отличия в белковом составе экзосом между исследованными 

группами, что свидетельствует о диагностическом потенциале данных 

белков. 

Работа выполняется при финансовой поддержке Белорусского рес-

публиканского фонда фундаментальных исследований (грант № М15СО-

025) и Интеграционного проекта СО РАН (руководитель С.Н. Тамкович) 

в рамках совместного проекта НАН Беларуси и СО РАН «Анализ цирку-

лирующих экзосом крови в норме и при раке молочной железы» (2015–

2017 гг.). 
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Наиболее выраженное действие на организм человека оказывает 

электромагнитное излучение (ЭМИ) СВЧ-диапазона. Эффект биологиче-

ского действия СВЧ-излучения определяется интенсивностью, продол-

жительностью и режимами излучения, частотой, размерами и анатомиче-

ским строением тканей, подвергающихся облучению. В зависимости от 

интенсивности излучения различают тепловое и нетепловое (энергоин-

формационное) воздействие. Условной границей этого раздела является 

плотность потока мощности, равная 10 мВт/см
2
 [1]. Не вызывает сомне-

ний, что нетепловое излучение отрицательно влияет на биологические 

объекты. Одним из способов защиты биообъектов от ЭМИ СВЧ-

диапазона различной интенсивности являются радиопоглощающие мате-

риалы (РПМ) и электромагнитные экраны (ЭМЭ).  
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Цель работы состояла в обосновании механизма неспецифического 

энергоинформационного воздействия ЭМИ СВЧ-диапазона на биологи-

ческие объекты и разработке защитных полимерных композиционных 

РПМ и ЭМЭ на их основе. 

Тепловое действие заключается в повышении температуры облуча-

емых тканей, что и определяет возникающую патологию. Различные 

биологические ткани по-разному поглощают энергию ЭМИ СВЧ-

диапазона: излучение миллиметрового диапазона поглощается поверх-

ностными слоями кожи; сантиметрового диапазона – кожей и прилегаю-

щими к ней тканями; дециметровые проникают на глубину 10-15 см. Для 

более длинных волн ткани тела человека являются хорошо проводящей 

средой. Наиболее сильно поглощают энергию и нагреваются ткани и ор-

ганы, которые содержат много воды – хрусталик и стекловидное тело 

глаза, полые органы (мочевой и желчный пузыри, желудок, кишечник), 

гонады, паренхиматозные органы. Это обусловлено тем, что вода являет-

ся хорошим поглотителем энергии ЭМИ в микроволновом диапазоне [2]. 

Возникающие в тканях изменения связаны с денатурацией белка и изме-

нением хода биохимических реакций (катаракты, некроспермия и атро-

фия сперматогенного эпителия, желудочные кровотечения и др.). 

Специфическое энергоинформационное действие ЭМИ СВЧ-

диапазона очень сложно обнаружить и исследовать прямыми методами, 

так как оно сводится к тончайшим изменениям в организме и проявляет-

ся лишь косвенно. Нетепловое действие радиоволн предположительно 

можно объяснить следующими механизмами: 

– индуцированием под действием излучения в клеточных элементах 

электрических зарядов, которые вызывают ориентацию частиц, измене-

ние структуры и функции тканей; 

– перемещением ионов в электролитической среде клеток перпенди-

кулярно магнитным силовым линям, в результате чего нарушаются хи-

мический состав и электрическое равновесие тканей; 

– поляризацией боковых цепей макромолекул тканей и ориентацией 

их параллельно электрическим силовым линиям, приводящей к разрыву 

межмолекулярных связей, к коагуляции молекул и изменению их 

свойств; 

– резонансным поглощением энергии ЭМИ белковыми молекулами 

при совпадении характеристических частот молекул и частоты СВЧ-

излучения. 

Перечисленные возможные механизмы показывают, что взаимодей-

ствие ЭМИ с биологическими объектами имеет сложный характер и тем 

сложнее, чем выше организация биообъекта. 
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Для защиты от СВЧ-излучения существует широкая номенклатура 

РПМ и ЭМЭ. Среди них определенную нишу занимают материалы на 

основе композиционных термопластов [3, 4]. Разработаны и изготовлены 

листовые и профильные монолитные широкополосные радиопоглотители 

на основе композиций термопластов с дисперсными функциональными 

наполнителями, которые обеспечивают высокий уровень магнитных, ди-

электрических и джоулевых потерь при взаимодействии с СВЧ-

излучением. Сформированы радиопоглощающие слоистые пластики, ар-

мированные электропроводящими тканями, а также полимерные компо-

зиционные РПМ, наполненные волокнами и/или стеклосферами. Замена 

части полимерного связующего стеклосферами и армирование компози-

ционного РПМ углеродной тканью улучшает параметры ослабления 

энергии ЭМИ. Это объясняется, во-первых, увеличением общего количе-

ства функциональных наполнителей, обеспечивающих магнитные, ди-

электрические и джоулевы потери падающего на композит СВЧ-

излучения (при соблюдении оптимизированной по критерию минималь-

ного отражения электромагнитной волны степени наполнения); во-

вторых, сочетанием разных механизмов потерь и улучшением условий 

рассеяния ЭМИ на структурных неоднородностях композита. Введение в 

полимерную композицию углеродных или металлических волокон разной 

длины и диаметра позволяет расширить полосу и увеличить коэффициент 

поглощения РПМ. 

В работах [5, 6] исследовано взаимодействие ЭМИ СВЧ-диапазона с 

биологическими объектами и показаны возможности использования 

биомассы в качестве компонента поглотителей энергии ЭМИ. Перспек-

тивным является использование экранирующих ЭМИ материалов, со-

держащих воду или водные растворы органических и неорганических 

соединений (соли, глицерин, спирты и т.п.) [7]. 

РПМ на основе композиционных термопластов и ЭМЭ являются 

эффективным способом защиты биологических объектов, радио- и элек-

тронного оборудования, военных и гражданских объектов от негативно-

го действия СВЧ-излучения, обеспечивают требования электромагнит-

ной безопасности и электромагнитной экологии. 
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Лазеры, излучающие в спектральной области 2 мкм (тулиевые и 

гольмиевые), где расположен один из интенсивных максимумов погло-

щения воды, рассматриваются с точки зрения биомедицины как излуча-

тели хирургического назначения. Вместе с тем, как показано ранее в 

наших работах (например, [1, 2]), низкоинтенсивное излучение тулиево-

го лазера, несмотря на то, что поглощается на глубине до 50-100 мкм, 

обладает выраженным регуляторным действием на уровне организма. 
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Оно оказывает влияние на активность ферментов углеводно-

энергетического обмена, обладает иммуномодулирующим действием, 

изменяя содержание α2-макроглобулина в сыворотке крови и тканях им-

мунокомпетентных органов, оказывает противовоспалительное действие, 

проявляющееся в изменении продукции первичных медиаторов воспале-

ния интерлейкинов ИЛ-1β и ИЛ-6. Таким образом, взаимодействие низко-

интенсивного излучения спектральной области 2 мкм с водой, являю-

щейся универсальным хромофором, присутствующим в живых организ-

мах, может приводить к сложным системным эффектам на уровне регу-

ляции функций организма. Исследования в данном направлении пока 

крайне малочисленны, однако, представляют большой интерес, т.к. ин-

струментарий лазерной терапии может быть дополнен новыми излучате-

лями. 

Целью данной работы являлось исследование спектров комбинаци-

онного рассеяния крови после воздействия низкоинтенсивного лазерного 

излучения спектральной области 2 мкм. 

В качестве излучателя использовался непрерывный диодно-

накачивамый тулиевый лазер. Максимум спектра излучения лазера соот-

ветствовал длине волны 1,96 мкм при ширине спектра ~ 10 нм. 

Исследования были проведены на модели индуцированного канце-

рогенеза на мышах-самцах, распределенных по пяти экспериментальным 

группам (10-12 животных в группе). Первую группу (контрольную) со-

ставили интактные особи. Мышам второй – пятой групп подкожно в об-

ласти спины прививали по 6 млн. клеток штамма асцитной карциномы 

Эрлиха. В третьей – пятой группах дополнительно осуществлялось воз-

действие на опухолевый процесс. Так, животным третьей группы в каче-

стве противоопухолевого цитостатического препарата вводили циклоци-

тидин (четырехкратно, в дозе 10 мг/мышь). Животные четвертой группы 

получали курс ежедневного лазерного облучения, состоявшего из 7 про-

цедур. Облучалась область роста опухоли, время экспозиции – 2 мин при 

мощности лазера 20 мВт (плотность мощности ~ 20 мВт/см
2
). В пятой 

группе осуществлялось сочетанное воздействие лазерного облучения и 

циклоцитидина. Забор крови у животных производился на следующий 

день после окончания курса облучения. 

Возбуждение спектров КР производилось с помощью непрерывного 

гелий-кадмиевого лазера с длиной волны 441,6 нм. Регистрация спектров 

КР осуществлялась в диапазоне частотных сдвигов 700–2000 см
–1

 на мо-

нохроматоре-спектрографе Solar TII модели MS3504i с CCD-камерой 

SPEC-10:256E. Спектры прописывались в течение 2 с. Для улучшения 

соотношения сигнал/шум использовалось 30 накоплений спектра. После 
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оцифровки спектров производилась их обработка с помощью программы 

PeakFit v.4.12. Обработка включала в себя аппроксимацию фона соответ-

ствующей аналитической функцией, вычитание фона, определение зна-

чений интенсивностей анализируемых линий и их нормирование путем 

отнесения интенсивностей линий к интенсивности наиболее выраженной 

линии спектра КР крови, соответствующей частотному сдвигу 1375 см
–1

. 

Статистический анализ производился с использованием программы 

Origin 7.5. Различия между экспериментальными группами считались 

достоверными при уровне значимости p=0,05 и менее. 

Анализ спектров проводился по наиболее интенсивным линиям 

спектра КР, которым соответствуют характеристические частоты ~ 1130, 

~ 1170, ~ 1227, ~ 1375, ~ 1430, ~ 1505, ~ 1583, ~ 1620 см
–1

. Данные ча-

стотные сдвиги очень хорошо коррелируют с линиями, наблюдавшимися 

в КР спектрах оксигенированных и дезоксигенированных эритроцитов 

[3]. А именно: полосы 1130, 1227, 1375, 1430, 1505, 1583 см
–1

 можно от-

нести к колебаниям в молекуле оксигемоглобина. Полоса 1620 см
–1

 отно-

сится к колебаниям в молекуле дезоксигемоглобина. Линию 1170 см
–1

 

сложно однозначно отнести к оксигемоглобину или дезоксигемоглобину, 

т.к. по данным [3] сходные полосы наблюдались как в спектре оксигени-

рованных (1173 см
–1

), так и дезоксигенированных эритроцитов  

(1172 см
–1

). 

Показано, что развитие опухолевого процесса (группа 2) не приво-

дило к достоверному изменению относительных интенсивностей анали-

зируемых линий спектра КР крови относительно группы интактных жи-

вотных. Хотя в целом наблюдалась тенденция к повышению относитель-

ных интенсивностей всех анализируемых линий. Достоверные изменения 

относительных интенсивностей линий в экспериментальных группах 

3 - 5 были обнаружены в полосах ~ 1130 см
–1

 и ~ 1430 см
–1

. Так, в полосе 

~ 1130 см
–1

, связанной с колебаниями в молекуле оксигемоглобина, 

наблюдались достоверные отличия между группами 1 и 4 (р14<0,01), 1 и 

5 (р15<0,01), 2 и 4 (р24<0,05), 2 и 5 (р25<0,05). Наблюдалось достоверное 

увеличение интенсивности данной линии спектра КР как при лазерном 

облучении (группа 4), так и при лазерном облучении на фоне введения 

циклоцитидина (группа 5). При этом различий между группами 4 и 5 не 

обнаружено. Это позволяет сделать вывод о том, что увеличение относи-

тельной интенсивности линии ~ 1130 см
-1

 в группах 4 и 5 связано только 

с воздействием лазерного излучения с длиной волны ~ 2,0 мкм. Эффект 

противоположной направленности наблюдался в полосе ~ 1430 cм
–1

, 

также связанной с колебаниями в молекуле оксигемоглобина. Как при 

лазерном облучении (группа 4), так и при лазерном облучении на фоне 
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введения циклоцитидина (группа 5) наблюдалось достоверное ( p14<0,05 ; 

p24<0,05 ; p15<0,01 ; p25<0,01 ) снижение относительной интенсивности 

линии ~ 1430 cм
–1

 по отношению к группам как интактных животных, 

так и животных с карциномой, что свидетельствует о модификациях в 

молекуле оксигемоглобина. 

Таким образом, влияние облучения животных низкоинтенсивным 

излучением тулиевого лазера с длиной волны, совпадающей с интенсив-

ным спектральным максимумом поглощения воды, достоверно проявля-

лось в спектрах комбинационного рассеяния крови. Результаты свиде-

тельствует о модификациях молекулы оксигемоглобина, вызванных пря-

мым возбуждением молекул воды излучением с длиной волны 2 мкм. 
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В настоящее время широкое распространение в медицине получил 

метод аутотрансфузии УФ-облученной крови (АУФОК), его применение 

приводит к улучшению иммунологического статуса организма, что мо-
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жет быть следствием структурно-функциональных изменений иммуно-

компетентных клеток. Этот метод используется в терапии ряда воспали-

тельных заболеваний, в том числе для лечения больных острым панкреа-

титом. Однако до настоящего времени остаются малоизученными мно-

гие аспекты физико-химических механизмов лечебного эффекта фото-

модифицированной крови.  

УФ-свет как модулятор функциональной активности лимфоцитов 

приводит к изменению метаболизма клеток. Важными метаболическими 

путями в клетке являются гликолиз и пентозофосфатный путь (ПФП).  

В УФ-модифицированных лимфоцитах активируется синтез ряда 

важных ферментов (СОД, СДГ, цитохром с оксидаза, ИЛ-1β, ИЛ-2) [1, 2] 

и клеточных рецепторов [3]. Для более полного понимания изменений 

метаболических путей в УФ-облученных лимфоцитах необходимо изу-

чить более подробно процесс гликолиза, в частности, функционирование 

гексокиназы (ГК) – ключевого фермента данного процесса. Под действи-

ем ГК образуется глюкозо-6-фосфат, необходимый для начала функцио-

нирования ПФП. Глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа (Г6ФДГ) – цитозоль-

ный ключевой фермент пентозофосфатного пути (ПФП). 

Материалы и методы. Объектом исследования явились лимфоци-

тарные клетки крови доноров и больных острым панкреатитом. УФ-

облучение суспензии лимфоцитов (1 мл, 1·10
6
 клеток/мл) проводили в 

термостатируемой (20±1 
о
С) кювете светом лампы типа ДРТ-400 через 

светофильтр УФС-1 (240-390 нм). Интенсивность излучения – 

151 Дж/(м
2
·мин), доза облучения – 755 Дж/м

2
. Лимфоциты инкубировали 

в питательной среде RPMI-1640 в присутствии гентамицина и в отсут-

ствие или в присутствии циклогексимида (блокатора синтеза белка) при 

37 ºС ([СО2]=5 %) в течение 24 ч. Для определения активности фермен-

тов клетки лизировали путем гипоосмотического шока. Об активности 

Г6ФДГ судили по скорости восстановления НАДФ. Активность гексоки-

назы определяли энзиматическим методом, в качестве сопрягающего 

фермента добавляли Г6ФДГ и НАДФ. Исследуемые реакции регистри-

ровали по увеличению оптической плотности при 340 нм. Измерения 

проводили на спектрофотометре Shimadzu UV-2401 PC.  

Результаты и их обсуждение. Показано, что в ходе суточной инку-

бации активность гексокиназы лимфоцитов здоровых доноров повыша-

ется, причем это повышение более выражено в УФ-облученных лимфо-

цитах (рисунок). Уровень активности гексокиназы в лимфоцитах, инку-

бированных в течение 24 часов в отсутствие и в присутствии циклогек-

симида, статистически значимо не отличается, и, следовательно, повы-
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шение активности фермента не связано с изменением синтеза данного 

белка.  

Активность гексокиназы в лимфоцитах больных ОП значительно 

выше, чем у здоровых доноров; а активность Г6ФДГ находится в преде-

лах нормальных значений; это указывает на повышение потребления 

глюкозы активированными лимфоцитами больных.  

 

                                    а                                                       б 

 
Рисунок – Влияние УФ-света на активность (А, отн. ед.): а – гексокиназы 

и б – Г6ФДГ лимфоцитов. Обозначения: 1 – лимфоциты без инкубации; 

2 – клетки через 24 часа инкубации; 3 – инкубация в присутствии 

циклогексимида; А и В – необлученные, Б и Г – фотомодифицированные 

(755 Дж/м
2
) лимфоциты; первые два столбца (А и Б) в каждой группе – 

лимфоциты здоровых доноров, два последних (В и Г) – больных ОП 

 

В ходе суточной инкубации УФ-облученных клеток здоровых доно-

ров активность Г6ФДГ увеличивается (см. рисунок б). При этом, как 

следует из экспериментов с циклогексимидом, активация Г6ФДГ, в от-

личие от гексокиназы, обусловлена усилением синтеза данного белка.  

Динамика изменения активности как гексокиназы (и, следовательно, 

интенсивности гликолиза), так и Г6ФДГ, в ходе суточной инкубации 

клеток здоровых доноров и больных ОП имеет разнонаправленный ха-

рактер. 

Таким образом, учитывая высокую информативность 

метаболических показателей для характеристики функционального 

состояния лимфоцитов, а также высокую чувствительность клеток 

иммунной системы к воздействию различных факторов, исследование 

иммунного статуса и метаболизма лимфоцитов позволяет выявить, 

наряду с характерными чертами внутриклеточного обмена веществ, 
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особенности реагирования иммунной системы здоровых людей и 

больных с деструктивно-воспалительными заболеваниями в условиях 

воздействия УФ-излучения на организм человека. 
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Наиболее часто встречающейся формой анемических состояний яв-

ляется железодефицитная анемия (ЖДА), обусловленная недостатком 

железа в организме [1]. Второе место по распространенности занимает 

анемия хронического заболевания (АХЗ), развивающаяся на фоне широ-

кого спектра болезней [1, 2]. К причинам развития ЖДА и АХЗ относят 

снижение эритропоэза [2, 3], формирование «дефектных» эритроцитов с 

недостаточным содержанием гемоглобина, а также уменьшение продол-

жительности их жизни [1, 3]. До сих пор считается, что механизмом ги-

бели таких «дефектных» клеток является внесосудистый гемолиз [2]. В 

то же время уменьшение продолжительности жизни эритроцитов может 

быть связано с запуском запрограммированной гибели – эриптозом. Из-

https://lib.vsu.ru/zgate?ACTION=follow&SESSION_ID=7843&TERM=%D0%90%D1%80%D1%82%D1%8E%D1%85%D0%BE%D0%B2,%20%D0%92%D0%B0%D0%BB%D0%B5%D1%80%D0%B8%D0%B9%20%D0%93%D1%80%D0%B8%D0%B3%D0%BE%D1%80%D1%8C%D0%B5%D0%B2%D0%B8%D1%87%5B1,1004,4,101%5D&LANG=rus
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вестно, что повышенный эриптоз наблюдается при ряде соматических, 

инфекционных и наследственных заболеваний [4]. Одним из послед-

ствий анемии является гипоксия тканей, возникающая в результате недо-

статочного снабжения их кислородом, что, в свою очередь, вызывает 

окислительный стресс. Ранее нами установлено, что окислительный 

стресс в эритроцитах in vitro сопровождается активацией каспазы-3 [5]. 

Происходит ли увеличение активности каспазы-3 в эритроцитах in vivo – 

пациентов с анемическими состояниями не известно. В работе [6] на об-

разцах крови пациентов с хроническим заболеванием почек, сопровож-

дающимся анемией, показано только увеличение числа эритроцитов, 

экспонирующих фосфатидилсерин (ФС) на своей поверхности. Дефицит 

железа в рационе мышей так же приводил к увеличению числа эриптоз-

ных клеток [3], что авторы объясняют только запуском кальций-

зависимого механизма эриптоза [3]. 

Цель данной работы – оценить возможный вклад активированной 

каспазы-3 в развитие процесса эриптоза при ЖДА и АХЗ. 

В работе использованы образцы крови здоровых доноров (ЗД), по-

лученные из РНПЦ трансфузиологии и медицинских биотехнологий МЗ 

РБ, а также образцы крови пациентов с ЖДА и АХЗ, предоставленные 

УЗ «Минский консультационно-диагностический центр». Эритроциты 

получали из крови путем центрифугирования и трижды отмывали в 

155 мМ NaCl (4 °C, 3000 об/мин). Клетки с экспонированным ФС опре-

деляли по интенсивности флуоресценции FITC-меченного аннексин-V. 

Активность каспазы-3 определяли с помощью набора CaspGlow, содер-

жащего специфический флуорогенный субстрат каспазы-3 – FITC-

DEVD-fmk. Флуоресцентные измерения выполнены на проточном цито-

флуориметре BD FACS Canto II (Becton Dickinson США). Статистическая 

обработка полученных данных проведена с использованием критериев 

Манна–Уитни и Уилкоксона. В работе представлены средние значения 

6–12 независимых экспериментов. Различия считали статистически до-

стоверными при р<0,05 (*) и р<0,01 (**). 

На рисунке 1 А представлены данные об экспонировании ФС на по-

верхности эритроцитов в исследованных образцах. Из рисунка видно, 

что как в популяции эритроцитов ЗД, так и пациентов с анемиями при-

сутствуют клетки, экспонирующие ФС. В то же время количество таких 

эритроцитов в образцах крови пациентов с анемиями было выше, чем у 

ЗД и составило для ЖДА и АХЗ – (7,1±1,5) % и (5,2±0,7) %, соответ-

ственно, тогда как для ЗД – (1,9±0,2) %, что свидетельствует о повышен-

ном эриптозе у пациентов с анемическими состояниями. Однако значи-

мых различий по интенсивности флуоресценции FITC-меченного аннек-
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син-V между экспонирующими ФС эритроцитами ЗД и пациентов с ане-

миями обнаружено не было (рисунок 1А).  

Из рисунка 1Б видно, что в образцах крови всех трех обследованных 

групп присутствуют эритроциты с активной каспазой-3. Однако количе-

ство клеток с активированной каспазой-3 было выше в группах пациен-

тов с анемиями. Так, у ЗД число клеток с активированной каспазой-3 со-

ставляло (0,3±0,1) %, в то время как в группе пациентов с ЖДА – 

(1,3±0,3) %, а у пациентов с АХЗ было обнаружено (0,8±0,2) % каспазо-

положительных клеток. Стоит отметить, что интенсивность флуоресцен-

ции субстрата FITC-DEVD-fmk имела близкие значения в каспазо-

положительных клетках как ЗД, так и пациентов с анемиями. 

Таким образом, из полученных результатов следует, что в популя-

ции эритроцитов крови пациентов с анемическими состояниями (ЖДА и 

АХЗ) наблюдается увеличение числа эриптозных клеток, в которых за-

программированная гибель развивается по каспазо-зависимому пути. 

 

 
Рисунок 1 – Экспонирование ФС (Iфл. FITC-меченного аннексин-V, 

отн. ед.) и количество клеток (в %) с экспонированным ФС (А), а также 

активность каспазы-3 (Iфл. FITC-DEVD-fmk, отн. ед.) и количество кле-

ток (в %) с активированной каспазой-3 (Б) в популяции эритроцитов ЗД, 

пациентов с ЖДА и АХЗ 
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Амилоиды – это нерастворимые белковые фибриллы, которые обра-

зуются при нарушении процесса фолдинга и накапливаются в органах 

человека при различных патологиях [1].  

Цель данной работы – изучить влияние амилоидных фибрилл из ли-

зоцима на процесс генерации активных форм кислорода (АФК) в лимфо-

цитах человека. 

Материалы и методы. Амилоидные фибриллы получали из лизоци-

ма куриного яйца (Fluka) [2]. Контроль за образованием фибрилл осу-

ществляли спектрофлуориметрическим методом с использованием зонда 

тиофлавина Т (Sigma). Донорскую кровь получали в РНПЦ «Трансфу-

зиологии и медицинских биотехнологий» МЗРБ. Лимфоциты выделяли 

из периферической крови практически здоровых доноров в градиенте 

плотности гистопака (Sigma). Уровень АФК регистрировали флуорес-

центным методом с помощью зонда 5-(6)-хлорметил-2‘,7‘-
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дихлордигидрофлуоресцеин диацетата (CM-H2DCFDA) [3] и методом 

люминолзависимой хемилюминесценции [4]. 

Результаты. Известно, что зонд CM-H2DCFDA свободно проникает 

через клеточные мембраны и гидролизуется в клетке эстеразами до неак-

тивной формы DCFH, которая, в свою очередь, окисляется в присутствии 

внутриклеточных АФК и флуоресцирует. Измеряя кинетику флуорес-

ценции данного зонда, можно изучать общий уровень окислительного 

статуса живой клетки [3].  

В нашей работе для стимуляции окислительных процессов в клетке 

использовали трет-бутил гидроперекись (tBHP) в конечной концентра-

ции 1мМ. Было показано, что амилоидные фибриллы и лизоцим при 

кратковременном воздействии не оказывают влияния на генерацию АФК 

в лимфоцитах человека, но при этом могут усиливать окислительный 

стресс клеток в присутствии tBHP (рисунок 1).  
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1 – контроль; 2 – лимфоциты + 20 мкг/мл лизоцима; 3 – лимфоциты + 

20 мкг/мл амилоидов; 4 – лимфоциты + 1 мМ tBHP; 5 – лимфоциты + 

20 мкг/мл амилоидов + 1 мМ tBHP; 6 – лимфоциты + 20 мкг/мл лизоцима 

+ 1 мМ tBHP. 

Рисунок 1 – А – Типичная кинетика флуоресценции DCF в лимфоцитах 

человека, обработанных лизоцимом куриного яйца; амилоидными фиб-

риллами, полученными из лизоцима; и tBHP; Б – Кинетика флуоресцен-

ции DCF в лимфоцитах человека, обработанных лизоцимом куриного 

яйца; амилоидными фибриллами, полученными из лизоцима; и tBHP 
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Показано, что амилоидные фибриллы, полученные из лизоцима, 

также как и лизоцим, при краткосрочном воздействии не оказывают вли-

яния на уровень образования свободных радикалов в лимфоцитах, по 

сравнению с контролем (рисунок 2). Это согласуется с данными, полу-

ченными ранее в нашей лаборатории на эритроцитах человека [5]. 

Таким образом, можно предположить, что механизм краткосрочного 

токсического воздействия амилоидных фибрилл на клетки не включает в 

себя изменение уровня АФК в клетках, однако амилоидные фибриллы 

способны усиливать окислительный стресс, вызванный другими окисли-

телями (tBHP). 

Из литературных данных известно, что при развитии амилоидозов in 

vivo наблюдается усиление окислительного стресса. В ряде случаев это 

связывают с присутствием и накоплением в очагах отложения амилоидов 

ионов металлов [6]. Можно предположить, что ионы металлов вызывают 

окислительный стресс, а амилоидные фибриллы усиливают его. 
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20 мкг/мл амилоидов. 

Рисунок 2 – Изменение люминолзависимой хемилюминесценции в лим-

фоцитах человека при воздействии на клетки амилоидных структур из 

лизоцима  
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Перспективным направлением физиотерапии, в том числе и в лече-

нии заболеваний опорно-двигательного аппарата, является применение 

сочетанных физиотерапевтических методов, в частности, фотомагнито-

терапии [1]. Для разработки дифференцированных методик применения 

фотомагнитотерапии в ревматологии актуальны экспериментальные и 

клинические исследования, направленные на сравнительное изучение 

влияния магнитного поля, света и их сочетания [2]. 
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Цель нашего исследования – оценить влияние низкоинтенсивного 

импульсного магнитного поля (НИМП), света различной длины волны и 

их сочетания на лабораторные показатели крови крыс при эксперимен-

тальном артрите. 

Материалы и методы. Объектом исследования были белые лабора-

торные крысы-самцы (110 особей) со средней массой 180±15 г. Живот-

ные были разделены на 11 групп. 1-ую группу составили 10 здоровых 

животных, которым не проводили моделирование артрита. Животным 2-

й – 11-й групп индуцировали зимозановый артрит путем введения 0,2 мл 

1,5 %-ного раствора зимозана в голенопредплюсневый сустав задней ла-

пы животного [3]. При этом во 2-ой группе воздействие лечебными физи-

ческими факторами не проводили. Животным 3-й – 11-й групп с 4-го дня 

развития экспериментального артрита проводили физиотерапевтические 

воздействия на область пораженного сустава с параметрами, представлен-

ными в таблице 1. Для проведения физиотерапевтических процедур ис-

пользовали аппарат «ФотоСПОК» (ОДО «Магномед», РБ). Длительность 

воздействия составляла 15 мин. Процедуры проводили 1 раз в день в те-

чение 10 дней. 

Эксперимент завершали на 16-е сутки. У животных в динамике 

определяли СОЭ, С-реактивный белок (СРБ), циркулирующие иммунные 

комплексы (ЦИК) и активность щелочной фосфатазы (ЩФ) в сыворотке 

крови [4, 5]. 

 

Таблица 1 – Параметры физических факторов в группах лабораторных 

животных  

Номер 

группы 
Артрит 

НИМ

П, мТл 

Инфра- 

красный 

свет, мВт 

Красный 

свет, мВт 

Желтый 

свет, 

мВт 

Синий 

свет, 

мВт 

1 – – – – – – 

2 + – – – – – 

3 + 25 – – – – 

4 + – 4,5 – – – 

5 + – – 2,0 – – 

6 + – – – 1,0 – 

7 + – – – – 1,5 

8 + 25 4,5 – – – 

9 + 25 – 2,0 – – 

10 + 25 – – 1,0 – 

11 + 25 – – – 1,5 
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Статистическую обработку результатов проводили с использовани-

ем программы Statistica 6. Результаты измерений показателей представ-

лены средним и стандартным отклонением. Различия считали статисти-

чески значимыми при p<0,05. 

Результаты и их обсуждение. У всех животных 2-й – 11-й групп на 

4-й день после введения зимозана в голенопредплюсневый сустав разви-

вался артрит. Наблюдался выраженный отек сустава, распространяю-

щийся на стопу, дефигурация сустава, ограничение движения в нем. На 

четвертые сутки после развития воспалительных изменений в суставе у 

животных были повышены как показатели острой фазы воспаления 

(СОЭ, СРБ), так и ЩФ, оксипролин и ЦИК.  

На 16-е сутки у животных, не получавших воздействия физически-

ми факторами, воспалительная активность сохранялась. У животных, по-

лучивших воздействие НИМП и светом различного диапазона как в виде 

монотерапии, так и в сочетанном варианте, отмечена положительная ди-

намика лабораторных показателей к концу эксперимента (таблица 2). 

 

Таблица 2 – Результаты лабораторного обследования экспериментальных 

животных 

Груп-

па 

СОЭ, 

мм/час 

ЦИК, 

усл.ед. 

ЩФ, 

ммоль/ч·л 
СРБ, мг/мл 

Свободный 

оксипролин, 

мкмоль/л 

1 2,86±0,17 23,70±2,83 10,30±1,45 1,30±0,24 16,40±1,07 

2 6,38±0,53 60,30±6,45 17,66±1,10 34,90±3,60 34,30±1,73 

3 4,60±0,52* 42,60±2,95* 15,10±0,62* 21,22±2,90* 24,30±0,98* 

4 4,35±0,40* 47,20±4,10* 15,38±0,43* 23,45±2,36* 23,40±1,45* 

5 4,45±0,37* 45,60±3,50* 14,46±0,53* 24,0±2,70* 26,0±1,20* 

6 4,85±0,30* 51,50±3,21* 15,88±0,57* 30,40±0,89* 28,4±1,06* 

7 5,63±0,16* 57,00±3,12 16,75±0,56 29,00±1,96* 30,20±1,45* 

8 3,2±0,37* 28,60±3,03* 13,35±0,48* 6,10±1,99* 19,40±1,00* 

9 3,48±0,32* 35,30±3,20* 12,19±0,83* 10,80±2,89* 18,40±0,88* 

10 3,80±0,28* 44,00±3,94* 14,12±0,69* 15,20±2,64* 22,20±1,17* 

11 4,52±0,25* 38,60±4,53* 15,00±0,72* 18,10±2,21* 24,20±0,93* 

* – различия статистически значимы (в сравнении с 2-ой группой) при 

р<0,05. 

 

Показано, что раздельное и сочетанное курсовое применение НИМП 

и света различного диапазона (за исключением нескольких вариантов 

светового воздействия) влияет на воспалительный процесс при экспери-

ментальном артрите, вызывая снижение уровня СРБ, СОЭ, ЦИК, ЩФ и 
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оксипролина в крови лабораторных животных. При сочетании НИМП и 

света различного диапазона наблюдается возрастание лечебного эффек-

та. 

Таким образом, выявлено, что наиболее значимое влияние на пока-

затели воспалительного процесса при экспериментальном артрите ока-

зывает сочетанное воздействие низкоинтенсивным импульсным магнит-

ным полем и инфракрасным или красным светом, что позволяет реко-

мендовать данные варианты параметров физических факторов для при-

менения в клинической практике при лечении заболеваний суставов вос-

палительной природы.  
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В последние годы активно проводятся исследования, направленные 

на разработку новых технологий противоопухолевой терапии, задачей 

которых является регуляция окислительно-восстановительных процессов 
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в клетках [1, 2]. Поскольку в качестве ключевых характеристик транс-

формированных тканей выделяют нарушения клеточного и тканевого 

редокс-гомеостаза, в таких технологиях предлагается использовать раз-

личные редокс-активные соединения, включая хиноны и их производные 

[2, 3]. Однако механизмы действия хинонов в биологических системах, 

определяющие их биологическую активность, включая противоопухоле-

вую, остаются до конца не изученными. 

В данной работе исследованы механизмы регуляции внутриклеточ-

ной продукции активных форм кислорода (АФК) и гибели опухолевых 

клеток при действии тимохинона (2-изопропил-5-метил-1,4-бензохинона) 

и 1,4-бензохинона. Данные соединения, хотя и являются близкими по 

структуре, отличаются своими физико-химическими свойствами. Моле-

кула тимохинона, также как и молекула 1,4-бензохинона, содержит две 

карбонильные группы в 1 и 4 положениях, но, в отличие от 1,4-

бензохинона, в структуре тимохинона содержится также изопропильная 

и метильная группы, определяющие взаимодействие с гидрофобным 

окружением. Редокс-потенциал тимохинона значительно ниже, чем у 1,4-

бензохинона. 

В работе использовали клетки карциномы гортани человека линии 

HEp-2. Оценку внутриклеточной продукции АФК проводили на основе 

анализа скорости окисления флуоресцентного зонда 5-(6)-хлорметил-

2´,7´-дихлордигидрофлуоресцеина (СM-H2DCF) эндогенными окислите-

лями. Интенсивность флуоресценции СM-DCF, образующегося при 

окислении СM-H2DCF, измеряли с использованием спектрофлуориметра 

СМ 2203 («СОЛАР», Республика Беларусь).  

Показано, что при добавлении в культуру 1,4-бензохинона и тимо-

хинона наблюдалось дозозависимое угнетение роста клеток, причем ти-

мохинон проявлял большую токсичность в отношении опухолевых кле-

ток: величина концентрации 50 %-го ингибирования (IC50) роста клеток в 

культуре для тимохинона составила 8 мкМ, а IC50 для 1,4-бензохинона – 

25 мкМ (рис. 1 а). В процессе окисления зонда, индуцированного хино-

нами, можно выделить две стадии: на первой стадии наблюдается высо-

кая скорость окисления CM-H2DCF, на второй – скорость окисления CM-

H2DCF значительно ниже, чем на первой. Выход АФК при действии ти-

мохинона, наблюдаемый на первой стадии, оказался значительно ниже, 

чем выход АФК при действии 1,4-бензохинона (рис. 1 б). 

С другой стороны, при действии тимохинона на второй стадии 

редокс-отклика клеток наблюдалось снижение эндогенной продукции 

АФК в сравнении с контролем. При увеличении концентрации тимохи-

нона снижение внутриклеточной продукции АФК, индуцируемое аген-
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том, увеличивалась. Величина скорости окисления CM-H2DCF на второй 

стадии при действии 1,4-бензохинона не изменялась при увеличении 

концентрации агента и была сравнима с величиной скорости окисления 

CM-H2DCF в контроле. Выявленные отличия в редокс-отклике клеток на 

действие хинонов свидетельствуют об участии различных механизмов 

внутриклеточной продукции АФК, активируемых в клетках при дей-

ствии агентов. 

 

  
 

Рисунок 1 – Влияние хинонов на рост клеток (а) и продукцию внутри-

клеточных АФК (б): 1 – контроль, 2 – 20 мкM тимохинона,  

3 – 20 мкM 1,4-бензохинона 

 

Согласно полученным результатам при действии тимохинона уси-

ливается продукция АФК в митохондриях, тогда как при действии 1,4-

бензохинона – в цитозоле клеток. Показано, что ингибитор митохондри-

альных пор высокой проницаемости циклоспорин А полностью блокиру-

ет индуцированное тимохиноном снижение роста клеток агента (рисунок 

2). При этом цитотоксическое действие 1,4-бензохинона не блокирова-

лось циклоспорином А. С другой стороны, эксперименты, проведенные с 

использованием антиоксиданта L-цистеина, накапливающегося в цито-

золе клеток, привели к противоположным результатам. При добавлении 

в культуру L-цистеина наблюдалось уменьшение токсического эффекта 

1,4-бензохинона. Действие тимохинона L-цистеином не блокировалось 

(рисунок 2).  
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Рисунок 2 – Влияние тимохинона (8 мкМ ТХ) и 1,4-бензохинона  

(20 мкМ БО) на рост клеток в присутствии циклоспорина А (0,5 мкМ)  

и L-цистеина (1 мМ) 

 

Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что тимохинон 

активирует редокс-сигнальный механизм открытия пор высокой прово-

димости, в то время как механизм действия 1,4-бензохинона, вероятно, 

связан с развитием в клетках окислительного стресса. 

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке БРФФИ 

(грант №М15-019).  
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Введение. Биологически активные пептиды белков молока пред-

ставляют особый интерес в нутрициологии, так как они обладают имму-

номодулирующим, антиоксидантным, антимутагенным, гипотензивным, 

противомикробным, противовирусным и др. действием [1]. Антиокси-

дантная активность (АОА) белков и пептидов обусловлена доступными 

растворителю аминокислотами (восстанавливающими свойствами ами-

нокислотных радикалов). В составе идентифицированных пептидов с ан-

тирадикальными свойствами выявлены триптофан, тирозин, метионин и 

гистидин. Получение гидролизатов, содержащих специфические пепти-

ды, обеспечивается проведением ферментативной реакции в оптимизи-

рованных условиях, особенностями субстратной и сайт-специфичности 

протеаз, физико-химическими свойствами расщепляемых белковых суб-

стратов [2]. Актуальность исследований связана с получением фермента-

тивных гидролизатов белков молока (казеина и сывороточных белков) с 

заданным пептидным профилем и биологическими активностями для 

продуктов функционального питания.  

Цель работы – сравнительное исследование антиоксидантной актив-

ности пептидов сывороточных белков молока спектрофотометрическим 

и флуориметрическим методами.  

Материалы и методы исследований. В исследовании использовали 

концентрат сывороточных белков молока, изготовленный методом уль-

трафильтрации (КСБ, ТУ BY 100377914.550–2008, исходный субстрат 

для получения гидролизатов) и опытный образец частичного фермента-

тивного гидролизата сывороточных белков, полученный в 

НИЛ прикладных проблем биологии БГУ. В качестве образцов сравне-

ния применяли частичные ферментативные гидролизаты сывороточных 

белков «PRODIET GF 006» (Ingredia, Франция), «Vital Аrmor H 801 LB» 

(Armor Protéines, Франция) и «Hilmar 8350» (Hilmar, США).  

Для оценки АОА образцов гидролизатов применены спектрофото-

метрический и флуориметрический методы. ORAC (Оxygen Radical Ab-

sorbance Capacity) – метод, основанный на измерении уменьшения ин-
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тенсивности флуоресценции флуоресцеина (ФЛ), что наблюдается при 

его связывании с кислородными радикалами. Антиоксиданты (АО) в ре-

акционной среде, взаимодействуя с радикалами, замедляют свободнора-

дикальное окисление ФЛ. Степень уменьшения флуоресценции – это ме-

ра степени деградации ФЛ под воздействием кислородных радикалов. 

Подход, использованный в работе, основан на определении АОА образ-

цов по их способности связывать свободные радикалы, образованные в 

системе Фентона. В данной системе генерируются гидроксильные ради-

калы при взаимодействии комплекса Fe(II) и этилендиаминтетрауксус-

ной кислоты с H2O2. Интерпретация получаемых данных осложняется 

одновременным присутствием нескольких активных форм кислорода 

(АФК) с различной реакционной способностью. Также не исключается 

прямое воздействие АО на компоненты системы генерирования АФК.  

Вместе с тем, при измерении ABTS-радикал-восстанавливающей ак-

тивности предполагается применение предварительно полученного кати-

он-радикала на основе диаммониевой соли 2,2'-азино-бис[3-

этилбензтиазолин-6-сульфоновой кислоты]. ABTS
•+

 – метастабильный 

радикал, который может существовать в растворе продолжительное вре-

мя; при внесении в среду различных антирадикальных агентов наблюда-

ется быстрое восстановление радикала. Реакцию контролировали спек-

трофотометрически при λ734: ABTS
•+

-радикал (синее окрашивание рас-

твора) при восстановлении преобразуется в свою бесцветную нейтраль-

ную форму. В данной системе присутствует один тип радикала и исклю-

чено влияние антиоксиданта на процесс его образования, поэтому осу-

ществляется механизм прямого взаимодействия АО с радикалом.  

Результаты и их обсуждение. Получены данные об АОА исходного 

субстрата для изготовления гидролизатов (КСБ), опытного образца гид-

ролизата и зарубежных аналогов (таблица). Диапазон анализируемых 

концентраций белка составил 2–120 и 2–10 000 мкг/мл для спектрофото-

метрического и флуориметрического методов, соответственно. Опреде-

лены величины IC50, или концентрации АО (мкг/мл), при которых в ана-

лизируемых системах связывается 50 % свободных радикалов.  

Установлено возрастание АОА в результате ферментативного гид-

ролиза сывороточных белков. Способность к восстановлению ABTS
•+

 

при внесении опытного образца по сравнению с КСБ увеличилась в 

3,2 раза. Наряду с этим, связывание свободных радикалов, образованных 

в системе Фентона, возросло в 2,3 раза. Согласно данным таблицы, 

с увеличением степени гидролиза сывороточных белков с 12,5 до 25 % 

наблюдается повышение антиоксидантного потенциала гидролизатов. 

По результатам сравнительного анализа гидролизатов, количество бел-
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ковой фракции с mr<10 кДа в опытном образце на 11–15 % больше, чем в 

образцах «Vital Аrmor H 801 LB» и «Hilmar 8350». Образец 

«PRODIET GF 006» содержит 97 % фракции с mr<5 кДа и характеризу-

ется высоким антиоксидантным потенциалом (таблица). Однако в гидро-

лизатах «PRODIET GF 006» и «Hilmar 8350» обнаружен нативный бычий 

сывороточный альбумин, который обладает аллергенным потенциалом. 

Преимуществом опытного образца является расщепление всех белков-

аллергенов молочной сыворотки, что является определяющим фактором 

при использовании гидролизатов в гипоаллергенных продуктах.  

 

Таблица – Характеристика гидролизатов сывороточных белков молока  

Наименование  

образца 

Пептидный  

профиль 

Степень  

гидролиза, 

% 

IC50 

(ORAC) 

IC50 

(ABTS
•+

) 

КСБ – – 1000 95,1 

Опытный образец ≤10 кДа, 98 % 15,5 439,5 29,9 

«Hilmar 8350» <20 кДа, 83 % 
*
 12,5

*
 887,6 29,5 

«Vital Аrmor 

H 801 LB» 
<10 кДа, 87 % 

*
 16

*
 433,7 26,6 

«PRODIET 

GF 006» 
<5 кДа, 97 % 

*
 20–25

*
 49,6 16,8 

Примечание: 
*
– согласно данным производителей.  

 

Применение обоих методов позволяет наиболее полно оценить АОА 

белков и пептидов как при действии на кислородные радикалы, образу-

ющиеся в системе Фентона, так и на предварительно полученный кати-

он-радикал ABTS
•+

. ORAC-метод чувствителен в широком диапазоне 

анализируемых концентраций белка, однако в ABTS
•+

-системе присут-

ствует один тип радикала и исключено прямое воздействие антиоксидан-

та на систему образования радикалов.  
Выводы. Согласно данным спектрофотометрического и флуоримет-

рического методов, гидролиз сывороточных белков оказывает суще-

ственное влияние на антирадикальную активность полученной пептид-

ной фракции. По результатам сравнительного исследования опытного 

образца гидролизата и зарубежных аналогов с различной степенью гид-

ролиза показано, что увеличение степени расщепления белков коррели-

рует с возрастанием их радикал-восстанавливающих свойств.  

  



266 

Литература 
1. Raikos, V. Health-promoting properties of bioactive peptides derived 

from milk proteins in infant food: a review / V. Raikos, T. Dassios // 

Dairy Sci. & Technol. – 2014. – Vol. 94. – P. 91–101.  

2. Halavach, T.M. Enzymatic hydrolysis of milk proteins as a basis of spe-

cialized food products biotechnology / T.M. Halavach, V.P. Kurchenko, 

A.I. Albulov // Ural Scientific Bulletin. – 2014. – № 25 (104). –  

P. 69–79.  

 

 

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ МИТОХОНДРИЙ  
СЕРДЦА И ГЕНЕРАЦИЯ ИМИ СУПЕРОКСИДНЫХ РАДИКАЛОВ: 

 ВЛИЯНИЕ ВОДОРАСТВОРИМОЙ ФОРМЫ КОЭНЗИМА Q10-H2 
 

Дудылина А.Л.
1
, Иванова М.В.

2
, Шумаев К.Б.

2,3
, Рууге Э.К.

1,2 

 
1
Физичеcкий факультет Моcковcкого гоcудаpcтвенного унивеpcитета  

имени М.В. Ломоноcова, Моcква, Россия 
2
ФГБУ «Pоccийcкий каpдиологичеcкий научно-пpоизводcтвенный  

комплекc» Минздрава Pоссии, Моcква, Россия 
3
ФИЦ «Фундаментальные основы биотехнологии» PАН, Моcква, Россия 

 

Митохондрии являются одним из основных источников активных 

форм кислорода в клетках организма. Супероксидные анион-радикалы, 

образовавшиеся в комплексе III митохондриальной дыхательной цепи, и 

появившийся впоследствии пероксид водорода, вызывают значительный 

интерес, так как они играют регуляторную и сигнальную роли во многих 

внутриклеточных процессах. В тоже время, если продукция активных 

форм кислорода превышает клеточные возможности детоксикации, то 

последующее окисление фосфолипидов, белков и ДНК приводит к необ-

ратимым нарушениям энергетического метаболизма и возможной гибели 

клеток. Эндогенный коэнзим Q10 (CoQ10) в митохондриях является не 

только одним из компонентов цепи переноса электронов, но и важней-

шим антиоксидантом. 

Нами исследована роль экзогенно вводимой восстановленной фор-

мы CoQ10 (убихинола-10) в регуляции биоэнергетических процессов и 

образования супероксидных радикалов в митохондриях сердца крыс ли-

нии Wistar. Водорастворимый препарат убихинола-10 (CoQ10-H2) был 

разработан и любезно предоставлен ЗАО "НПО "ДОМ ФАРМАЦИИ"". 
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Дыхательную активность митохондрий изучали полярографическим 

методом с использованием электрода Кларка после 30 мин преинкубации 

митохондрий с различными концентрациями CoQ10-H2 – от 0,05 до 

10 мкг на мг белка митохондрий. Контрольными были интактные мито-

хондрии. Было установлено, что предварительная инкубация изолиро-

ванных митохондрий с различными концентрациями CoQ10-H2 практиче-

ски не влияет на сопряжение электронного транспорта с окислительным 

фосфорилированием и не приводит к изменению функциональной ак-

тивности митохондрий. Достоверное снижение дыхательного контроля 

на 35 % и скорости поглощения кислорода в состоянии III на 18 % 

наблюдали только при концентрации CoQ10-H2 более 1 мкг/мг белка. 

 

Таблица − Скорость поглощения кислорода и дыхательный контроль ми-

тохондрий сердца после 30 мин инкубации с различными концентрация-

ми CoQ10-H2 

Экспериментальные 

группы 

Скорость поглощения кисло-

рода, нмоль/мин·мг белка 

Дыхательный 

контроль 

митохондрий Состояние IV  Состояние III 

Контроль, интактные 

митохондрии 
16,61,8 40,05,5 2,420,30 

Митохондрии+0,05 мкг 

Q/мг белка 
15,70,3 39,52,0 2,520,12 

Митохондрии+0,1мкг 

Q/мг белка 
16,20,6 34,73,4 2,140,26 

Митохондрии+1 мкг Q/мг 

белка 
16,70,7 

33,14,6 

*р=0,034 

1,990,33 

*р=0,048 

Митохондрии+10 мкг 

Q/мг белка 
21,32,0 

*р=0,003 

33,03,1 

*р=0,014 

1,560,18 

*р<0,001 

 

Образование и гибель супероксидных радикалов в комплексе III 

изолированных митохондрий сердца исследовали с помощью спиновой 

ловушки TIRON (4,5-диоксибензол-1,3-дисульфонат натрия) [1]. 

Регистрация и анализ спектров ЭПР проводились на спектрометре 

ESR 70-03 XD/2 УП «КБСТ» БГУ (Беларусь). Реакционная смесь, содер-

жащая митохондрии, находилась в газопроницаемом капилляре PTFE 22 

фирмы «Zeus Industrial Products, Inc.» (США) в условиях контролируемо-

го парциального давления кислорода. При исследовании антиоксидант-

ного действия различные концентрации CoQ10-H2 (0,02-0,1 мM) вносили 

в среду инкубации перед добавлением митохондрий. 
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Рисунок 1 − Спектры ЭПР спиновой ловушки TIRON. Реакционная смесь 

содержала: 2 мг белка/мл митохондрий, 4 мМ сукцината, антимицин A, 

10 мМ TIRON, 0,1 мМ CoQ10-H2 (pH 7,5; ~ 25 °C) 

 

 
 

Рисунок 2 − Зависимость времени задержки сигнала ЭПР TIRON от кон-

центрации водорастворимой формы убихинола-10 (CoQ10-H2) в инкуба-

ционной смеси 
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Необходимо отметить, что спиновой ловушке TIRON характерна 

высокая константа скорости взаимодействия с супероксидными анион-

радикалами, сравнимая с супероксиддисмутазой. CoQ10-H2 расходуется, 

вступая в реакцию с супероксидом, и в результате происходит появление 

и возрастание сигнала ЭПР TIRON в суспензии митохондрий через не-

сколько минут после начала записи спектров (см. рисунок 1 и 2) в зави-

симости от концентрации вводимого препарата. Следовательно, CoQ10-

H2 должен иметь сравнимую или даже более высокую константу скоро-

сти взаимодействия с супероксидом, чем TIRON. 

Полученные результаты позволяют заключить, что в изолированных 

митохондриях сердца водорастворимая форма убихинола-10 (CoQ10-H2) 

при разных значениях концентрации эффективно взаимодействует с об-

разовавшимися в III комплексе супероксидными радикалами, проявляя 

антиоксидантный эффект, сравнимый с супероксиддисмутазой. 

Работа выполнена при поддержке Государственного контракта  

№ 14411.2049999.19.068 от 20.08.2014 г. и гранта РФФИ 15-04-05211. 
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Среди современных технологий лазерной медицины важное место 

занимает фотогемотерапия (ФГТ) − внутривенное (ВОК) и надвенное 

воздействие оптического излучения на кровь. Выбор оптимальных ре-

жимов для ФГТ возможен на основе количественных оценок: проника-

ющей способности излучения различных длин волн λ в кровь и кожные 
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ткани, а также ослабления излучения кожными тканями. Цель настоящей 

работы – определение спектральных условий, позволяющих обеспечить 

эффективное образование О2 в крови при фотодиссоциации оксигемо-

глобина (оксиHb); анализ физических причин, вызывающих изменения 

характеристик оксигенации и содержания продуктов метаболизма при 

ФГТ излучением различных длин волн. 

Методы исследования. Для оценок эффективности воздействия оп-

тического излучения с разными λ в условиях многократного рассеяния 

использовалась модель, в которой зависимость ослабления излучения 

I(z)/I0 от глубины проникновения в биоткани представлялась как экспо-

ненциальная функция расстояния z от облучаемой поверхности и эффек-

тивного коэффициента ослабления излучения µэф. Эффективность воз-

действия излучения различных λ на кровь сопоставлялась по количеству 

молекул кислорода N(λ), образовавшихся при фотодиссоциации оксиHb 

в облучаемом слое крови в единицу времени. С учетом оптических ха-

рактеристик крови оценивались эффективные спектральные показатели 

поглощения крови Кэф(λ,z), в наибольшей степени зависящие от отноше-

ния µа/µэф. При одной и той же интенсивности I0 и одинаковых исходных 

биофизических характеристиках крови отношение Кэф(λ1,z)/Кэф(λ2) пока-

зывает, во сколько раз фотодиссоциация оксиHb при поглощении излу-

чения λ1 окажется эффективнее, чем при λ2.  

Влияние курсов: НЛОК (λ=670 нм, 780 нм 20 мВт, t=20 мин, 7 еже-

дневных процедур, аппарат «Родник», Беларусь) и ВЛОК (λ=632,8 нм, 

670 нм, 2 мВт на выходе световода, t=20−30 мин, 10 процедур) на харак-

теристики оксигенации и продукты метаболизма оценивалось по резуль-

татам измерений образцов крови пациентов (n=40 при НЛОК, n=25 при 

ВЛОК) до и после окончания курса на приборе ABL-800 (Radiometer, 

Дания).  

Результаты и обсуждение. Анализ спектров глубин проникновения 

излучения в кровь σкр и кожные ткани σкж, рассчитанных с оптическими 

характеристиками (µа, µs, g), типичными для биотканей человека, пока-

зал, что для крови величина σкр возрастает от нескольких мкм при 

λ=405 нм до 1,4 мм при продвижении в длинноволновую область до 

950 нм. При ВОК оптическое излучение наиболее эффективно в интерва-

ле 406−574 нм, в пределах которого величины Кэф(λ1,z) изменяются не-

значительно. При продвижении в длинноволновую область эффектив-

ность ВОК снижается, уменьшаясь на традиционно используемых дли-

нах волн: ВОК−630 нм в 1,5 и ВОК−670 нм в 2 раза по сравнению с 

ВОК−406 нм, но не в 116 и 184 раза, как это следует из сравнения коэф-

фициентов поглощения крови µа на этих длинах волн. Из-за больших ве-
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личин σкр излучение 630 нм и 670 нм более равномерно освещает кровь в 

вене, снижая возможность отрицательных пристеночных эффектов. Сде-

лан вывод, что невозможно выбрать λ, пригодную для оптимального 

увеличения О2 в облучаемой крови только на основании значений µа.  

Показано, почему оптическое излучение с λ=405−416 нм не пригод-

но для НОК: проникает только в поверхностные слои кожных тканей, 

малая доля излучения λ=416 нм (2 %) и λ=470 нм (30 %) достигает крови 

в вене. Наиболее эффективно для НЛОК и НОК излучение диапазона от 

670 нм до 950 нм, обеспечивающее достаточную глубину проникновения 

(6−8 мм) и интенсивность у поверхности вены I(z)=60−80 %. 

Установлено, что практически важной для клинического примене-

ния особенностью воздействия оптического излучения разных λ на кровь 

является достаточно высокая степень фотодиссоциации оксиHb эритро-

цитов излучением широкого диапазона длин волн, в том числе красного 

и ближнего ИК диапазонов, для которых в растворах гемоглобина пред-

сказывалось сильное падение квантового выхода фотодиссоциации 

оксиHb. Сопоставимые результаты фотодиссоциации в диапазоне от 

450 нм до 950 нм были получены как при облучении крови в крупных 

кровеносных сосудах, так и при облучении кожных тканей. Установлено, 

что для обоих методов изменения степени насыщения артериальной кро-

ви составляли ∆SаO2=2−6 %, а венозной ∆SvO2 достигали 20−30 % 

Важной особенностью ФГТ, которую необходимо учитывать при 

анализе результатов, полученных с разными λ, является зависимость эф-

фективности воздействия от исходных значений SvO2. На примере изме-

нений содержания оксиHb после курсов НЛОК показано, что зависи-

мость индивидуальных изменений его концентрации (∆FvHbO2) от ис-

ходных значений SvO2 коррелируют с зависимостью величина µа от SvO2. 

Как ∆FvHbO2, так и µа изменяются с ростом величины SvO2 однонаправ-

лено, убывая с увеличением SvO2. Отмечается, что многочисленные со-

общения об отсутствии терапевтической реакции на ФГТ у пациентов с 

нормальными, высокими значениями SvO2 могут быть обусловлены зави-

симостью µа (SvO2). 

По продуктам метаболизма в большинстве медицинских примене-

ний определяется эффективность фототерапии. Поэтому особый интерес 

представляют их фотоиндуцированные изменения при разных λ. Сопо-

ставление зависимостей от исходных значений SvO2 концентрации глю-

козы и холестерина и зависимости µа(SvO2), подтверждает влияние коли-

чества поглощенного кровью излучения на метаболические процессы. 

Подобные, но количественно отличающиеся результаты получены для 



272 

продуктов метаболизма при УФОК (λ=254 нм), ВЛОК (λ=632,8 нм, 670 

нм), НЛОК (λ=670 нм, 780 нм). 

Успешное терапевтическое использование технологий ФГТ предпо-

лагает также учет динамики показателей кислородного статуса венозной 

и артериальной крови. Надежные результаты по влиянию ФГТ с различ-

ными λ получены для образцов крови, отобранных в одинаковые фикси-

рованные моменты времени. 

Выводы. Оценки оптимальных спектральных условий для ФГТ из-

лучением λ=405−950 нм показали, что наибольшее увеличение содержа-

ния О2 в крови при ВОК может быть получено для λ=405−570 нм, затем 

эффективность ВОК снижается для λ>630 нм. Однако уменьшение эф-

фективности ВОК происходит значительно медленнее, чем снижение ко-

эффициента поглощения крови µа с ростом λ; поэтому необходимы оцен-

ки поглощенной энергии в облучаемом слое крови с учетом µа, µs и g. 

Показано, почему наиболее эффективным для НЛОК и НОК является из-

лучение от 670 нм до 950 нм, обеспечивающее достаточные как глубину 

проникновения, так и интенсивность излучения, достигшую вены.  

Установлено, что фотодиссоциация оксиHb способствует дополни-

тельному экстрагированию О2 из крови при ФГТ. Воздействие оптиче-

ского излучения с различными λ, увеличивая содержание О2 в крови, 

приводит как к генерализованной реакции организма, так и к стимуляции 

разнообразных местных терапевтических эффектов: cнижению гипоксии 

тканей с увеличением SvO2 до 20−30 %, активации процессов метаболиз-

ма. Фотоиндуцированные изменения, как характеристик оксигенации, 

так и продуктов метаболизма связаны с исходным значением SvO2, кото-

рой определяется коэффициент поглощения крови. 
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Известно, что амфифильные полимеры способны формировать са-

моорганизующиеся наноструктуры за счет наличия в их цепи гидрофоб-

ных и гидрофильных фрагментов. Варьируя химическое строение синте-

зируемых макромолекул, природу и распределение функциональных 

групп, удается эффективно управлять процессом молекулярной сборки, 

добиваясь получения сложных регулярных наноструктур различного 

строения, обладающих уникальными свойствами. В настоящее время 

наносистемы, созданные на основе амфифильных полимеров, вызывают 

все возрастающий интерес в фармакологии, так как они представляют 

один из видов терапевтических систем и способны транспортировать ле-

карственные вещества внутрь клеток. При циркуляции таких носителей 

содержащееся в них биологически активное вещество защищено от 

инактивации, а действие лекарственного препарата пролонгируется. 

Кроме того, наносистемы доставки на основе амфифильных полимеров 

имеют следующие преимущества: 1) быстрое и воспроизводимое полу-

чение в больших количествах; 2) возможность включения плохораство-

римых в воде веществ; 3) регулирование накопления препарата в различ-

ных органах и тканях организма в зависимости от размера частиц. 

Сополимеры метокси-поли(этилен гликоль)-поли(D,L-лактид) 

(mPEG-PLA) и метокси-поли(этилен гликоль)-b-поли(ϵ-капролактон) 

(mPEG-PСL) являются типичными амфифильными блочными сополиме-

рами, которые способны к самоорганизации в водной среде в мицеллы, 

при этом гидролитически стабильные гидрофильные сегменты полиэти-

ленгликоля образуют внешнюю оболочку-корону, а ядро содержит гид-

рофобные биологически деградируемые блоки PLA и РCL. Мицеллы, 

получаемые из данных типов блочных сополимеров, наиболее перспек-

тивны при использовании в качестве переносчиков лекарственных пре-

паратов при химиотерапии онкологических и других заболеваний. 
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В данной работе исследованы методы получения полимерных нано-

частиц на основе сополимеров mPEG-PLA и mPEG-PСL, нагруженных 

фотосенсибилизатором хлорином е6 (Хл е6). Исследованы структурные и 

фотофизические характеристики полученных наноразмерных комплек-

сов. Проведено сравнение кинетических характеристик Хл е6 в сыворот-

ке и клеточных культурах при введении фотосенсибилизатора (ФС) в 

растворе или в составе наноразмерных полимерных везикул. 

Препараты сополимеров mPEG-PLA и mPEG-PСL синтезированы в 

Институте технологий и научных исследований Бирла (Индия). Поли-

мерные мицеллы получали методом регидротации пленок, полученных 

при вакуумировании на роторном испарителе растворов полимера и 

Хл е6 либо в процессе диализа растворов полимера в смеси диметил-

сульфоксида и воды. В качестве растворителя использовались деионизи-

рованная вода или разбавленный фосфатно-солевой буфер (ФСБ) в раз-

ведении 1:10 (рН 7,4). 

Оценку размеров полимерных частиц проводили методами динами-

ческого светорассеяния на анализаторе Nanoparticle Size Analyzer 

«Brookhaven 90Plus» (Австрия) и атомно-силовой микроскопии (АСМ) 

на приборе Solver P47PRO (НТ-МДТ, Россия). 

На основании анализа АСМ-изображений были построены трехмер-

ные модели полимерных частиц, а также определены их средние размеры 

(рисунок 1). 

 

а 
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в 

 

 

Рисунок 1– АСМ-изображение мицелл из кополимера mPEG-PLA c Хл е6 

и оценка их размера: а – изображение при окне сканирования 2×2 μм; б – 

трехмерная модель липосомы, построенная по АСМ-изображению при 

окне сканирования 2×2 μм; в – оценка размера указанных на рисунке 1 а 

частиц, сечение рельефа поверхности 

 

Размеры полимерных мицелл были определены в контроле и при 

нагрузке Хл е6 в соотношении от 1:3 до 1:9. Было показано, что средний 
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диаметр ненагруженных мицелл mPEG-PLA составляет 120 нм. Нагрузка 

хлорином сопровождается увеличением размеров мицелл, при макси-

мальной степени нагрузкии 36-40 % средний диаметр полимерных вези-

кул составляет 145-150 нм. Средний диаметр мицелл, приготовленных из 

mPEG-PCL − 100-110 нм и практически не зависит от нагрузки ФС. Со-

гласно данным динамического светорассеяния и АСМ, полученные пре-

параты мицелл характеризуются высоким уровнем полидисперсности, 

что, по-видимому, обусловлено агрегацией мицелл в водных растворах. 

Степень агрегированности мицелл сильно зависит от условий подготов-

ки (температура, продолжительность и интенсивность встряхивания сус-

пензии) на стадии самоорганизации полимеров в мицеллы.  

Исследования спектрально-флуоресцентных характеристик Хл е6, 

включенного в мицеллярные комплексы, позволило оценить характери-

стики связывания его с mPEG-PLA и mPEG-PСL. Небольшое длинно-

волновое смещение максимума спектра флуоресценции Хл е6 (3 нм) сви-

детельствует об умеренно полярном микроокружении молекул данного 

ФС в составе полимерных мицелл (рисунок 2).  
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Рисунок 2 − Спектры флуоресценции* Хл е6 в растворах и в составе по-

лимерных мицелл: 1 – Хл е6 в ФСБ; 2 – Хл е6 в этаноле; 3 – Хл е6 в 

mPEG-PLA; 4 – Хл е6 в mPEG-PCL; соотношение полимеры:Хл е6 − (5:1). 

*Значения флуоресценции нормированы на уровень Imax флуоресценции 

Хл е6 в растворе этанола 

 

Относительный квантовый выход флуоресценции Хл е6 в полимер-

ных наноструктурах снижен в сравнении с его растворами, что, вероятно, 

происходит вследствие процессов экранировки и концентрационного 

тушения флуоресценции. Данный эффект в мицеллах mPEG-PLA слабо 

зависит от степени их нагрузки фотосенсибилизатором. В случае мицелл 
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mPEG-PCL увеличение количества связанного хлорина в 2-3 раза сопро-

вождается снижением интенсивности флуоресценции на 50-60 %. Иссле-

дованные полимерные наноструктуры значительно различаются по ско-

рости выхода связанного ФС. Анализ спектральных и поляризационных 

характеристик флуоресценции при введении нагруженных мицелл в рас-

твор сыворотки показал, что практически все молекулы Хл е6 выходят из 

мицелл mPEG-PLA в течение 10-15 мин и связываются с белками. В слу-

чае mPEG-PCL мицелл, скорость выхода молекул ФС крайне низка, даже 

после 24 ч инкубирования большая часть молекул ФС остается в составе 

полимерных везикул. 

Согласно результатам, полученным с помощью конфокальной флу-

оресцентной микроскопии (микроскоп Leiсa TCS SPE, Германия), Хл е6, 

введенный в составе mPEG-PCL мицелл, накапливается в клетках Raji в 

значительно больших количествах в сравнении со свободным Хл е6. При 

этом присутствие белков сыворотки крови практически не влияет на ско-

рость накопления мицеллярной формы ФС. 

Проведенные исследования показывают, что применение сополиме-

ров mPEG-PCL и mPEG-PLA позволяет получать высокостабильные ми-

целлярные структуры, пригодные для создания новых фармакологиче-

ских форм ФС. Изменение структурных характеристик подобных форм 

может позволить направленно контролировать фармакокинетику фото-

сенсибилизаторов при проведении фотодинамической терапии.  
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Эффективность и механизмы фотосенсибилизированного порфири-

нами повреждения клеток в значительной степени зависят от процессов 

связывания и внутриклеточной локализации фотосенсибилизаторов 

(ФС). Ранее было показано, что использование липосомальных форм для 

введения производных хлорина е6 (ПХл е6) существенно влияет на уро-
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вень и кинетику накопления их в клетках [1]. В этой связи, представляет 

интерес анализ механизмов повреждения клеток, фотосенсибилизиро-

ванных хлоринами и их липосомальными формами. 

В данной работе представлены результаты исследования апоптоти-

ческого и некротического механизмов повреждения клеток при фотооб-

лучении в присутствии производных хлорина е6 и их липосомальных 

форм. 

В работе использовали культуру клеток Raji. Производные Хл е6 − 

ди- и триметиловый эфиры хлорина е6 (ДМЭ и ТМЭ, соответственно) 

вводились в суспензию клеток в спиртовом растворе и в составе липид-

ных везикул, приготовленных из димеристоилфофатидилхолина методом 

экструзии.  

Изменения в клетках, индуцированные фотодинамическим воздей-

ствием, анализировали с применением методов проточной цитофлуори-

метрии. Структурные изменения в клетках при фотосенсибилизации в 

данной работе оценивали на основании анализа распределения клеток по 

интенсивности прямого (FSC) и бокового (SSC) светорассеяния. При ис-

следовании динамики апоптоза анализ светорассеяния совмещали с из-

менениями флуоресценции мембранонепроницаемого флуорохрома йо-

дида пропидия (PI), связывающегося с ДНК. 

Снижение трансмембранного потенциала митохондрий (СТП) явля-

ется одним из основных показателей развития апоптоза. Для измерения 

СТП в данной работе применялся липофильнй флуорохром − CMXRos 

(хлорметил-Х-розамин).  

Данные по оценке механизмов повреждения (апоптоз-некроз) кле-

ток Raji при фотосенсибилизации ДМЭ представлены на рисунке 1. 

Анализ характеристик светорассеяния позволяет выделить пул ин-

тактных клеток контрольного образца, которые характеризуются относи-

тельно высокими значениями FSC в сравнении с минорной популяцией 

поврежденных клеток, отличающейся существенно меньшей интенсив-

ностью FSC (рисунок 1 а). Фотооблучение клеток, сенсибилизированное 

хлоринами, приводит к значительному изменению светорассеивающих 

свойств клеток. После воздействия резко возрастает доля клеточной по-

пуляции с низкими значениями FSC и более высокими в сравнение с 

контрольным образцом значениями SSC, что свидетельствует о значи-

тельных структурных изменениях в исследуемых клетках (рисунок 1 б). 

Сенсибилизированное ПХл е6 фотовоздействие вызывает значитель-

ный рост числа клеток, у которых проявляется изменение трансмембран-

ного потенциала, что свидетельствует о вовлечении этих клеток в про-

цесс апоптоза. Дополнительно по уровню флуоресценции PI идентифи-
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цировали клетки с фрагментированной ДНК (на рисунке 1 д, 1 е). Анализ 

двухпараметрического (по боковому светорассеянию и флуоресценции 

СМХRos) распределения клеток позволил дифференцировать неповре-

жденные и апоптотические клетки. Через 3 ч после облучения в присут-

ствии ДМЭ число апоптотических клеток возросло до 50 % (рисунок 1 в, 

1 г, регион М).  

 

а в д 

   
б г е 

  
 

 

а, б − клетки разделены по параметрам прямого и бокового светорассея-

ния; в, г – диаграммы, отражающие распределение клеток, окрашенных 

СМХRos по отклику на степень фотосенсибилизированного воздействия: 

Н – живые клетки, М – апоптотические клетки, N – погибшие клетки; д, е 

– диаграмма, отражающая рост количества погибших клеток (тест с РI). 

а, в, д – клетки до облучения; б, г, е − клетки после облучения; время об-

лучения – 20 с; время после облучения – 3 ч.  

Концентрация ДМЭ – 6×10
–7 

М. Доза светового воздействия – 1,1 Дж/см
2
, 

=660 нм. 

 

Рисунок 1 – Оценка механизмов повреждения (апоптоз-некроз) клеток 

Raji при фотосенсибилизации ДМЭ 
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С использованием описанных выше методик проведено сравнение 

результативности фотоповреждения клеток при их сенсибилизации ДМЭ 

и ТМЭ, введенными в клеточный образец в спиртовом растворе и в со-

ставе липосомальной формы. Согласно полученным данным при одина-

ковых режимах фотооблучения исследуемые ФС различаются по спо-

собности индуцировать апоптотические и некротические изменения в 

клетках (рисунок 2). 
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1 – ДМЭ, клетки после облучения; 2 – ДМЭ, время после облучения – 

3 ч; 3 – ЛФ ДМЭ, клетки после облучения; 4 – ЛФ ДМЭ, время после об-

лучения – 3 ч; 5 – ТМЭ, клетки после облучения; 6 – ТМЭ, время после 

облучения – 3 ч; 7 – ЛФ ТМЭ, клетки после облучения; 8 – ЛФ ТМЭ, 

время после облучения – 3 ч; 9 – контрольные образцы (клетки без ФС). 

Время облучения – 30 с; концентрация ДМЭ – 4×10
–7 

М. Доза светового 

воздействия – 1,2 Дж/см
2
, =660 нм. Общее количество клеток в образце 

принято за 100%. Представлены средние значения и ошибка среднего 

(M±m) для 3 независимых экспериментов. 

 

Рисунок 2 − Относительное содержание апоптотических (CMХRos+PI-) и 

некротических (CMХRos+ PI+) клеток при фотосенсибилизации ПХл е6 и 

их липосомальными формами 
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При использовании в качестве ФС ТМЭ результативность повре-

ждения клеток была значительно ниже по сравнению с ДМЭ. Для 30-

минутной инкубации относительное количество поврежденных клеток, 

определяемых в тесте с PI, при использовании ТМЭ в спиртовом раство-

ре было ниже в 3 раза в сравнении с ДМЭ. Выход апоптотических клеток 

в этом случае был также ниже в 2 раза. Увеличение продолжительности 

инкубирования клеток в растворе с ТМЭ сопровождалось увеличением 

эффективности фотоповреждения клеток, при этом число некротически и 

апоптотически поврежденных клеток было на 40 % и 18 %, соответ-

ственно, ниже в сравнении с образцами, содержащими ДМЭ. Введение 

ТМЭ в составе липосом сопровождалось значительным увеличением ре-

зультативности фотосенсибилизирован-ного повреждения клеток по 

сравнению с ТМЭ, введенным в спиртовом растворе. В случае ДМЭ от-

носительный выход апоптотически и некротически поврежденных кле-

ток не зависел от формы его введения в клеточную суспензию, при этом 

ДМЭ характеризовался существенно большей способностью сенсибили-

зировать апоптотические и некротические изменения в клетках в сравне-

нии с ТМЭ и хлорином е6.  

Полученные результаты показывают, что использование липосо-

мальных форм неполярных фотосенсибилизаторов оказывает существен-

ное влияние на клеточные механизмы фотоповреждения. При этом 

ПХл е6 в ЛФ проявляют высокую фотодинамическую активность и могут 

быть успешно применены для решения различных задач ФДТ. 

 

Литература 
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Причиной нейродегенеративных заболеваний и других амилоидозов 

является переход ―здоровой‖ молекулы белка или пептида из нативной 

конформации в очень стабильную ―патологическую‖ форму. При этом 

молекулы в патологической конформации агрегируют, образуя амилоид-

ные фибриллы, повышение количества которых может происходить бес-

контрольно [1]. Широкая распространенность нейродегенеративных за-

болеваний и других амилоидозов ставит актуальным вопрос поиска пу-

тей диагностики этих заболеваний на его ранних этапах (доклиническом 

и на раннем клиническом этапе). На сегодняшний день к физико-

химическим подходам исследования амилоидов относят методы микро-

скопии, оптические и флуоресцентные методы, методы электронного па-

рамагнитного резонанса, электрохимический и электрофоретический, а 

также масс-спектрометрические методы [2]. В данной работе уделено 

наибольшее внимание люминесцентным методам анализа, которые 

наиболее отражают характеристики комплексов амилоидных структур с 

белками плазмы крови. Цель настоящей работы – используя собствен-

ную и зондовую флуоресценцию, изучить влияние температуры и рН 

среды на образование комплексов ―амилоидные структуры–белки плаз-

мы крови‖. 

Амилоидные структуры были получены из лизоцима куриного яйца 

(Fluka) путем его инкубации в 10 мМ НCl при 55 ºС в течение 7 суток 

при постоянном перемешивании. Контроль за процессом образования 

амилоидных структур проводили ежедневно флуоресцентным методом с 

использованием зонда тиофлавина Т. Концентрацию полученных амило-

идных фибрилл оценивали по модифицированному методу Лоури.  

Для создания модельной тест-системы ―амилоидные структуры-

белки крови‖ были использованы – сывороточный альбумин человека 

(САЧ) и сывороточный альбумин быка (САБ), растворенные в 10 мM Na-
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фосфатном буфере (pH 7,4) до конечной концентрации 1 мг/мл. Флуо-

ресцентные измерения выполнены на спектрофлуориметре СМ2203 

(«СОЛАР»), спектрофотометрические – на спектрофотометре «Спе-

корд М40». 

Как известно, процессы формирования комплексов амилоидных 

фибрилл с различными белками in vitro характеризуются разной скоро-

стью. Она зависит от состава растворов, температуры, рН среды и др. 

Поэтому нами была проведена оценка собственной флуоресценции бел-

ков (λвозб=296 нм, λрег=350 нм) и интенсивности флуоресценции тиофла-

вина Т (возб/рег=440/495 нм) в комплексах ―САЧ/САБ–амилоидные фиб-

риллы‖ при различных условиях их инкубации: температура – 20 
о
С, 

37 
о
С, 65 

о
С и буферные системы с pH 5,4, 7,0 и 8,0. 

Как известно, тиофлавин Т является подходящим зондом для обна-

ружения амилоидных структур как in vivo, так и in vitro. Это обусловлено 

тем, что свободный краситель в водном растворе имеет низкий кванто-

вый выход, а при взаимодействии с белками в состоянии амилоидных 

фибрилл его квантовый выход возрастает на несколько порядков [3]. 

Установлено, что инкубация САЧ и САБ с амилоидными фибриллами 

при 37 
о
С сопровождается снижением интенсивности флуоресценции 

тиофлавина Т в среднем на 10–15 % по сравнению с их выдерживанием 

при 20 
о
С. Увеличение температуры инкубации комплекса ―САЧ–

амилоидные фибриллы‖ до 65 
о
С сопровождалось также снижением ис-

следуемого параметра по сравнению с выдерживанием при 20 
о
С, но в 

большей степени (в среднем на 30–40 %). Однако повышение температу-

ры инкубации другого комплекса ―САБ–амилоидные фибриллы‖ до 

65 
о
С вызывало рост интенсивности флуоресценции тиофлавина Т на 10–

15 % по сравнению с их инкубацией при 20 
о
С, на фоне отсутствия види-

мых различий при 20 
о
С и 37 

о
С. 

Параллельно с оценкой интенсивности флуоресценции тиофлави-

на Т в комплексах ―САЧ/САБ–амилоидные фибриллы‖ были изучены 

параметры собственной флуоресценции белков плазмы крови. Показано, 

что 3-часовая инкубация САБ и САЧ с амилоидными фибриллами из ли-

зоцима при 37 
о
С приводит к двукратному увеличению интенсивности 

триптофановой флуоресценции исследуемого комплекса в случае ис-

пользования САЧ, но к снижению изучаемого параметра в случае САБ 

примерно в 1,5 раза по сравнению со значениями интенсивности флуо-

ресценции нативных растворов САЧ и САБ. В то же время установлено, 

что повышение температуры инкубации альбуминов с амилоидными 

фибриллами до 65 
о
С сопровождалось разнонаправленными изменения-

ми параметров собственной флуоресценции белков. Так, в случае ком-
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плекса ―САЧ–амилоидные структуры‖ нами зарегистрировано повыше-

ние значения исследуемого параметра в среднем на 5–10 %, а в случае 

САБ – снижение на 20 %. 

При изучении влияния рН среды инкубации на образование ком-

плексов амилоидов с белками крови обнаружено, что 3-часовая инкуба-

ция (37 
о
С) САБ и САЧ с амилоидными фибриллами из лизоцима в усло-

виях щелочной среды (рН 8,0) приводит к увеличению интенсивности 

триптофановой флуоресценции комплекса ―амилоидные структуры–

белки плазмы крови‖ в среднем на 30 % для САБ и на 15 % для САЧ по 

сравнению с инкубацией в кислой (рН 5,4) и нейтральной (рН 7,0) сре-

дах. Стоит отметить, что изменение концентрации ионов водорода в бу-

ферном растворе (10 мМ натрий-фосфатный буфер), используемом для 

разведения САБ и САЧ, а также амилоидных фибрилл, существенно не 

влияет на интенсивность триптофановой флуоресценции белков. Уста-

новлено, что при инкубации белков плазмы крови с амилоидными фиб-

риллами в условиях кислого рН интенсивность флуоресценции тиофла-

вина Т находилась на низком уровне, то в условиях нейтральной и ще-

лочной рН – возрастала примерно в 1,5 раза для САБ и в 2 раза для САЧ.  

Полученные результаты позволяют заключить, что образование 

комплексов ―амилоидные структуры–белки плазмы крови‖ зависит от 

температуры инкубации, так как связь между белками и их лигандами 

обычно ослабевает при высоких температурах. С другой стороны, уста-

новлено, что значение рН среды инкубации также влияет на образование 

комплексов амилоидов с САЧ и САБ (снижается в области рН 5,4), что 

может явиться результатом изменения связывающей способности альбу-

минов при их окислении.  

Работа выполнена при поддержке БРФФИ, грант № М15-112. 
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Известно, что псориатический артрит (ПсА) – это хроническое про-

грессирующее заболевание, приводящее к деструкции и деформации су-

ставов, что отражается на трудоспособности и продолжительности жизни 

пациента [1]. В некоторых случаях диагностика ПсА затруднена даже при 

длительном течении болезни, т.к. псориаз может предшествовать артриту, 

развиваться одновременно с артритом и после возникновения заболевания 

суставов [2]. Поскольку нарушения протеолитической системы играют ос-

новополагающую роль в развитии артритов [3], то целью данного исследо-

вания являлось установление возможности использования показателей 

протеолиза и флуоресценции сыворотки крови для дифференциации псо-

риатического, ревматоидного и реактивного артритов. 

Исследовали сыворотку крови 79 человек: 33 – с ревматоидным арт-

ритом, серопозитивным, 2-й степени активности и 2-й рентгенологиче-

ской стадией (РА); 21 – с псориатическим ассиметричным олигоартри-

том (ПсА); 25 – с реактивным хламидиоиндуцированным артритом 

(РеА). Определение активности трипсиноподобных протеиназ (ТпА) в 

сыворотке крови проводили с использованием в качестве субстрата N-α-

бензоил-D,L-аргинин паранитроанилида (БАПНА) по методу 

Erlander B.F., et al. [4]. Регистрацию протеолитической активности в сы-

воротке крови осуществляли также по регистрации флуоресценции ком-

понентов реакции взаимодействия альбумина (как субстрата) и сыворот-

ки крови (Iкр.) и по содержанию ТХУ-растворимых продуктов этой реак-

ции (А280) [5]. В сыворотке крови исследовали интенсивность собствен-

ной флуоресценции (Iсб.). Спектры флуоресценции регистрировали на 

спектрофлуориметре СМ 2203 (SOLAR, Республика Беларусь) при длине 

волны возбуждения 286 нм. Все количественные данные представлены в 

виде значений медиан (Ме) с указанием 10 и 90 процентилей: Ме (10 % – 90 

%). Для определения статистической значимости различий использовали не-

параметрический дисперсионный анализ Краскела-Уоллиса и критерий 

Манна-Уитни для несвязанных выборок с учетом поправки Бонферони [6]. 
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Анализ протеолитической активности сыворотки крови по распаду 

синтетического субстрата (БАПНА) ТпА при исследуемых заболеваниях 

выявил, в группе пациентов с ПА активность трипсиноподобных проте-

иназ была на 31 % и 26 % ниже, чем в группах РА (p<0,01) и РеА, соот-

ветственно (таблица 1). Интенсивность протеолиза А280 по отношению к 

белковому субстрату в сыворотке крови пациентов с ПА была на 36 % и 

29 % ниже, чем у пациентов с РА (p<0,01) и РеА, соответственно.  

 

Таблица 1 – Протеолитическая активность и флуоресценция сыворотки 

крови пациентов с артритами (Ме, 10 % – 90 %) 

Д
и

аг
н

о
з 

 

Показатели 

протеолитической 

активности 

Показатели 

флуоресценции 

ТпА, 

ммоль/(л·с) 
А280 

Iсб., отн. ед., 

λmax=333–335 нм 

Iкр. , отн. ед., 

λmax=337–339 нм 

РА 

 

30,35
 

23,36–51,62 

1,13 

1,00–1,33 

3,58
 

3,26–4,35 

0,27 

0,22–0,37 

РеА 
28,36

 

20,99–30,63 

1,01
 

0,80–1,25 

4,49
 

3,62–5,06 

0,25 

0,18–0,33 

ПсА 
20,99

1 

15,49–23,33 

0,72
1 

0,50–0,81 

2,81
1,2 

1,63–2,91 

0,48
1,2 

0,38–0,55 

Примечание – Достоверность различий по сравнению: 
1
 – с группой РА;  

2
 – с группой РеА (p<0,01). 

 

Интенсивность флуоресценции нативной сыворотки крови в макси-

муме эмиссии Iсб. в группе пациентов с псориатическим артритом досто-

верно снижалась на 22 % и 37 % по сравнению с таковой в группах РА и 

РеА, соответственно (p<0,01). Снижение интенсивности собственной 

флуоресценции сыворотки крови при ПА может быть вызвано разными 

причинами: меньшим уровнем белков острой фазы в сыворотке крови и 

содержанием низко- и среднемолекулярных органических веществ, по-

ступающих в кровь при ПА, изменением соотношения белковых фрак-

ций и т. д. Вероятно, воспалительные процессы в сыворотке крови паци-

ентов с РА и РеА носят более острый характер, чем при ПА.  

Исследование показателя Iкр. выявило его достоверное повышение на 

78 % (в 1,8 раза) и 92 % (в 1,9 раза) в группе пациентов с ПА по сравне-

нию по сравнению с РА и РеА (p<0,01), соответственно. Повышение по-

казателя Iкр. сыворотки крови пациентов с ПА соответствует самой низ-

кой ферментативной активности сыворотки крови в этой группе, по-

скольку: а) согласно данным, представленным нами ранее [7], показатель 

Iкр. отражает ход протеолитической реакции и находится в обратной кор-
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реляционной взаимосвязи с содержанием ТХУ-растворимых продуктов 

протеолиза А280; б) в сыворотке крови показатель Iкр., на наш взгляд, бу-

дет интегральным показателем, обусловленным, в первую очередь, про-

теолитическим расщеплением альбумина ферментами сыворотки крови, а 

также, возможно, другими взаимодействиями, поскольку альбумин явля-

ется белком–«сорбентом», который взаимодействует с другими белками 

и многими низкомолекулярными соединениями. 

Таким образом, снижение протеолитической активности в сыворот-

ке крови при ПсА (по сравнению с РА и РеА) по показателям ТпА и А280 

сопровождается уменьшением интенсивности собственной флуоресцен-

ции сыворотки крови Iсб. и ростом интенсивности флуоресценции компо-

нентов реакции взаимодействия альбумина и сыворотки крови Iкр.. Полу-

ченные результаты доказывают, что показатели протеолитической ак-

тивности и флуоресценции отражают различия между ПсА, РА и РеА, а 

показатели флуоресценции могут быть использованы в качестве более 

простых способов оценки протеолитической активности сыворотки кро-

ви при этих формах артритов.  
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ФАЗОКОНТРАСТНАЯ МРТ В ДИАГНОСТИКЕ НАРУШЕНИЙ  
ВОДНОГО ОБМЕНА ПРИ ГИДРОЦЕФАЛИИ У ДЕТЕЙ 

 
Каленчик С.И., Пархач Л.П., Талабаев М.В.,  

Босякова Е.В., Титовец Э.П. 
 

РНПЦ неврологии и нейрохирургии, Минск, Беларусь 

 

Особенностью современного состояния проблемы водного обмена 

головного мозга и его нарушений является отсутствие единого общепри-

нятого механизма, в котором были бы учтена совокупность новых экспе-

риментальных и клинических наблюдений. При исследовании патогенеза 

нарушений ликвородинамики, в том числе гидроцефалии у детей, следу-

ет учитывать новые фундаментальные данные о наличии осцилляторного 

движения воды во внутрижелудочковой системе головного мозга (ГМ), 

синхронизированного с фазами сердечного цикла; существовании в мем-

бранах всех клеток белковых трансмембранных водных каналов – аква-

поринов; возможности фармакологической и гормональной регуляции 

как активности, так и экспрессии аквапоринов [1]. Таким образом, в свя-

зи с изменениями фундаментальных представлений о ликвородинамике 

возникла необходимость в уточнении критериев оценки состояния лик-

ворообращения с целью определения показаний к хирургическому лече-

нию гидроцефалии. К этим методам относят фазоконтрастную МРТ с 

одномоментным проведением пульсометрии, а также церебральную ок-

симетрию и допплерографическое исследование кровотока сосудов ГМ. 

Обследования выполнялись с использованием магнитно-

резонансной томографии с напряженностью магнитного поля 1,5-3 Тесла 

в соответствии с протоколом исследования и пакета программ General 

Electric в комплекте томографа Discovery750 в режиме исследования ак-

сиального тока цереброспинальной жидкости (AXCSFFlow), лазерной 

церебральной оксиметрии, транскраниальной допплерографии кровотока 

в артериях головного мозга (средняя мозговая артерия). Осуществлялась 

математическая обработка данных с использованием программ 

Mathematica 10, Digitizer, TableCurve, Excel, СlearCanvas. 
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Нами проведен всесторонний анализ 15 пациентов детского возрас-

та, поступивших в нейрохирургическое отделение № 3 (для детей) РНПЦ 

неврологии и нейрохирургии с диагнозом – гидроцефалия. Возраст паци-

ентов составил от 1 мес. до 24 мес., медиана 3 мес. Из них 10 пациентов 

мужского пола, 5 – женского. Всем пациентам МРТ-обследование про-

водилось в состоянии медикаментозного сна. При проведении процеду-

ры МРТ пациенту с помощью оптического сенсорного устройства син-

хронизировали нейровизуалиационные измерения с фазами сердечного 

цикла. Наклон магнитного среза выбирали так, чтобы плоскость среза 

была перпендикулярна продольной оси водопровода мозга в области из-

мерения. Полученные данные об объемных скоростях СМЖ в Сильвие-

вом водопроводе обрабатывали с построением интегральных графиков и 

расчѐтом систолического Vs и диастолического Vd объемов СМЖ.  

Показано, что течение СМЖ в водопроводе ГМ носит колебатель-

ный возвратно-поступательный характер и связано с фазами сердечного 

цикла. Следует отметить, что это противоречит общепринятым класси-

ческим представлениям, согласно которым движение СМЖ монотонно и 

имеет неизменно краниокаудальное направление. В норме у здоровых 

людей в фазе систолы наблюдается краниокаудальное направление тока 

СМЖ – объемная скорость течения СМЖ имеет положительные значе-

ния – СМЖ вытекает из желудочков. В фазе диастолы направление пото-

ка изменяется на противоположное.  

Для характеристики направления течения СМЖ и величины смеще-

ния потока нами был введен параметр К – показатель асимметрии пото-

ков: отношение по модулю интегрального систолического объема ЦСЖ к 

ее интегральному диастолическому объему (К=Vs/Vd). Значение К>1 

означает, что глобальный поток СМЖ в водопроводе мозга имеет кра-

ниокаудальное направление, т.е. соответствует ее нормальному физиоло-

гическому течению, как это следует из классических представлений. При 

К<1 глобальное течение СМЖ обратно предыдущему и имеет каудокра-

ниальное направление. В таких случаях, вероятно, нарушается нормаль-

ный ликвороотток, происходит накопление СМЖ в желудочках мозга, 

что следует рассматривать как объективное указание на церебральную 

патологию. При К=1 интегральный систолический и интегральный диа-

столический объемы равны – глобальное течение СМЖ в Сильвиевом 

водопроводе отсутствует. 

В нашем исследовании K>1 был у 5 (33,3 %) пациентов, K<1 у 8 

(53,3 %), незначительные колебания ликвора на уровне водопровода ГМ 

отмечены у 2 (13,4 %). Принимая во внимание положительный показа-

тель асимметрии потоков, результаты инструментальных методов диа-
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гностики и клиническую картину, было принято решение не проводить 

хирургическое лечение у 6 пациентов с расширением желудочковой си-

стемы. 9 пациентов с гидроцефалией подверглись нейрохирургическому 

лечению, при этом K<1 отмечался у 7 (77,8 %) из них. У одного из опе-

рированных пациентов с наиболее выраженной внутричерепной гипер-

тензией (плащ головного мозга не превышал 1 см) показатели цере-

бральной оксиметрии (сатурация гемоглобина в сосудах коры ГМ) были 

резко снижены: rSO2<30 % (норма 70 %) . Допплерографическое иссле-

дование скоростей кровотока сосудов ГМ в средней мозговой артерии у 

пациентов с гидроцефалией показало, что скорости кровотока были 

наиболее значимо снижены у пациентов с внутричерепной гипертензией.  

У оперированных пациентов (9 человек) причиной развития гидро-

цефалии явились перивентрикулярные кровоизлияния тяжелой степени у 

4 детей (44,5 %) из них, врожденные пороки развития – у 3 (33,3 %), ин-

фекция центральной нервной системы – у 2 (22,2 %). Для нормализации 

ликворооттока у 6 пациентов выполнены вентрикуло-перитонеальное 

шунтирование, у 1 – эндоскопическая операция: кистовентрикулостомия, 

и у 2 применяли сочетание методик эндоскопии и шунтирования. Все 

пациенты выписаны из отделения с положительной динамикой в ком-

пенсированном состоянии без клинических признаков внутричерепной 

гипертензии. 

Методы функциональной магнитно-резонансной визуализации в со-

четании с другими инструментальными неинвазивными методами диа-

гностики, такими как церебральная оксиметрия и транскраниальная до-

пплерография, позволяют получить обоснованные диагностические кри-

терии оценки церебрального водного обмена, которые могут быть ис-

пользованы для уточнения тактики лечения пациентов с гидроцефалией, 

в том числе для определения необходимости нейрохирургического вме-

шательства. Интерпретация данных фазоконтрастной МРТ, церебраль-

ной оксиметрии и допплерографии кровотока сосудов ГМ базируется на 

новой развиваемой концепции развития отека ГМ с учетом закономерно-

стей осцилляторного движения воды по нанопространствам аквапорино-

вых трансмембранных белковых каналов [1].  
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Анализ состояния использования лекарственных средств в Респуб-

лике Беларусь свидетельствует об увеличении спроса на лекарственные 

препараты растительного происхождения. Применение лекарственных 

средств растительного происхождения имеет ряд преимуществ перед ис-

пользованием их синтетических аналогов. Сложный комплекс биологи-

ческих активных веществ лекарственных растений оказывает более мяг-

кий, но в то же время достаточно выраженный лечебный эффект, что 

крайне важно при лечении заболеваний, носящих хронический характер 

[1]. Проблема фитотерапии особенно актуальна для Беларуси, где, в 

условиях радиационного загрязнения, неправильного питания, недоста-

точного потребления витаминов и минеральных веществ, значительная 

часть населения для сохранения здоровья вынуждена периодически упо-

треблять адаптогены, радиопротекторы и иммуномодулирующие препа-

раты [2, 3].  

Аптечная сеть и медицинская промышленность испытывают опре-

деленный дефицит в сырье многих лекарственных растений. Общее ко-

личество растительных лекарственных средств, зарегистрированных в 

республике, превышает 300 наименований. Потребности в таких лечеб-

ных средствах удовлетворяются, главным образом, за счет их поставки 

из-за рубежа [1]. В период с 2005 по 2010 гг. в Беларуси отмечено увели-

чение в 1,2–1,3 раза номенклатуры и объемов выпуска лекарственных 

средств из растительного сырья.  

Низкая продуктивность лекарственных растений в настоящее время 

связана с устаревшей технологией их возделывания. Характерной чертой 

производства лекарственных растений остается использование ручного 

труда при проведении прополок, что ведет к удорожанию себестоимости 

производимой продукции и не позволяет расширять посевные площади 

данных культур. Поэтому одним из важнейших элементов интенсивной 

технологии возделывания лекарственных культур является применение 

химических средств защиты растений. Среди агротехнологических факто-

ров, определяющих реализацию биологического потенциала лекарственных 



291 

растений, вклад мероприятий по борьбе с сорняками в общее количество 

сохраненного урожая составляет от 25 до 75 % [4, 5]. 

Снижение численности и вредоносности сорных растений на план-

тациях лекарственных растений является одним из важнейших факторов 

получения высоких урожаев и стабилизации объемов посевных площа-

дей. Сохранение качественного состава и высокого количественного со-

держания биологически активных веществ (БАВ) в выращиваемом ле-

карственном сырье – основа создания эффективной технологии произ-

водства фитопрепаратов.  

Нами была поставлена цель – на основании установления влияния 

гербицидов, норм и сроков их применения на урожайность сырья расто-

ропши пятнистой и его биохимические показатели обосновать систему 

защиты данной культуры от сорных растений для получения качествен-

ного сырья, соответствующего требованиям фармацевтической промыш-

ленности Республики Беларусь. 

В процессе работы проводилось изучение хозяйственной эффектив-

ности применения гербицидов почвенного действия (Прометрекс Фло, 

КС, Гезагард, КС, Стомп, КЭ, Эстамп, КЭ и Стомп профессионал, МКС), 

и послевсходовых препаратов (Миура, КЭ, Скат, КЭ, Таргет супер, КЭ) в 

посевах расторопши пятнистой, а также их влияние на накопление и со-

став флаволигнанов в получаемом лекарственном сырье. В результате 

установлена биологическая и хозяйственная эффективность применения 

довсходовых и послевсходовых гербицидов в посевах расторопши пят-

нистой, которые позволяют сохранить 3,2–5,3 ц/га урожая семян культу-

ры. Определено, что при однократном применении в посевах растороп-

ши пятнистой препаратов Миура, КЭ (хизалофоп-п-этил, 125 г/л) 

(1,0 л/га), Прометрекс Фло, КС (прометрин, 500 г/л) (2,0 л/га), Эстамп, 

КЭ (пендиметалин, 330 г/л) (3,0 л/га) и Стомп профессионал, МКС (пен-

диметалин, 455 г/л) (2,2 л/га) остаточных количеств гербицидов не обна-

ружено. Гербициды Миура, КЭ, Прометрекс Фло, КС, Эстамп, КЭ и 

Стомп профессионал, МКС включены в «Государственный реестр 

средств защиты растений (пестицидов) и удобрений, разрешенных к 

применению на территории Республики Беларусь» для их широкого про-

изводственного применения в посевах расторопши пятнистой. 

Впервые показано влияние применения гербицидов на содержание и 

соотношение основных флаволигнанов в плодах расторопши пятнистой. 

Эстамп, КЭ (3,0 л/га) проявляет высокую эффективность на посевах рас-

торопши пятнистой, и позволяет сохранить высокий урожай. Примене-

ние этого гербицида не приводит к изменениям в соотношении флаво-

лигнанов в плодах расторопши пятнистой, что важно при получении 
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стандартизированного фармацевтического сырья. Учитывая эффектив-

ность гербицидов, а также их влияние на содержание флаволигнанов в 

плодах, гербицид Эстамп, КЭ (3,0 л/га) может быть рекомендован к при-

менению на посевах расторопши пятнистой, с целью получения стандар-

тизированного лекарственного сырья. Применение противозлаковых 

гербицидов вызывает снижение содержания силимарина, а также содер-

жания отдельных флаволигнанов: силибинина и силикристина в плодах 

расторопши пятнистой. Содержание силидианина в плодах увеличивает-

ся под воздействием этих гербицидов, за исключением препарата Скат, 

КЭ (1,0 л/га). Было показано, что негативное влияние использованных 

противозлаковых гербицидов на содержание БАВ связано с тем, что 

процесс биосинтеза флаволигнанов связан с ацетил-КоА и малонил-КоА. 

По механизму действия эти препараты являются ингибиторами фермента 

ацетил-КоА-карбоксилазы, что приводит к угнетению синтеза флаволиг-

нанов в растении. В связи с этим, использование исследованных герби-

цидов является нежелательным в посевах расторопши пятнистой. 

Работа поддержана грантом БРФФИ № Б14МВ-020. 
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В последнее годы появились информация, что, кроме прямого раз-

рушения опухоли лазерным светом, положительное влияние может 

иметь облучение крови при одновременном внутривенном введении фо-

тосенсибилизатора (ФС) [1]. Такое влияние получило название фотоди-

намической модификации крови (ФДМК) [2]. Заслуживают внимания эк-

спериментальные работы, свидетельствующие о высокой эффективности 

фотодинамической терапии (ФДТ) глиальных опухолей человека и крыс 

с использованием фотосенсибилизирующего препарата Фотолон («Бел-

медпрепараты», Беларусь). Под действием лазерного излучения опреде-

ленной длины волны в крови происходят структурно-функциональные и 

биохимические изменения компонентов крови. ФДМК индуцирует изме-

нения в нервной и эндокринной системах организма. Главными мишеня-

ми оптического излучения являются гемоглобин, а также аминокислоты, 

белки, липиды, полисахариды клеточных мембран и цитоплазмы. В экс-

периментах in vitro было получено, что сенсибилизированная Фотодита-

зином и облученая лазерным светом плазма крови производит цитоток-

сическое действие на опухолевые клетки линии НEр-2 и меланомы чело-

века. Клиническая апробация метода фотомодификации сенсибилизиро-
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ванной фотодитазином циркулирующей крови была проведена в группе 

волонтеров [3]. 

Мы рассматриваем многократную ФДМК, как одну из возможнос-

тей аддитивной терапии опухолей головного мозга (ОГМ), и не исклю-

чено, что она может выступить альтернативой многократной локальной 

ФДТ ОГМ, которую технически трудно осуществить на практике. Дейст-

вительно, опубликовано сообщение о редукции отдаленных метастазов 

опухолей различных локализаций под влиянием системной ФДТ, кото-

рую мы обозначили как ФДМК [2]. Механизм феномена остается малои-

зученым, но есть основания предполагать особую роль световой альте-

рации циркулирующих опухолевых клеток. 

Цель работы: оценить противоопухолевую эффективность фотоди-

намической модификации крови крыс и мышей с перевиваемыми опухо-

лями, а также возможность комбинации ФДМК с использованием компо-

зита Фотолона с наночастицами золота. 

Материалы и методы. В первой опытной серии крысам (13 живот-

ных) на шестые сутки после инокуляции глиобластомы 101.8 проводи-

лась однократная ФДМК с Фотолоном в первом опыте и однократная 

ФДМК, сенсибилизированной композитом Фотолона с наночастицами 

золота – во втором опыте. В работе использовали аппарат Лика-Терапевт 

658±1 нм и облучатель на базе лампы Phillips, оснащенный светофильт-

ром 520 нм. Выходная мощность лазерного света на торце световода, ра-

сположенного в хвостовой вене составляла 25 мВт, доза облучения – 

7,5 Дж/см
2
, время воздействия – 5 мин. Выходная мощность света на базе 

светодиодной лампы "Philips LED"с зеленым светофильтром, располо-

женным в проекции хвостовой вены, составляла 50 мВт, доза облучения 

– 7,5Дж/см
2
, время воздействия – 5 мин. Животные контрольной группы 

не подлежали терапевтическим воздействиям.  

Во второй опытной серии нами на мышах (30 животных) изучено 

влияние ФДМК с нанокомпозитом по критерию уменьшения объема 

опухоли мышей с карциномой легких Льюис. 

При достижении размеров опухоли 5 мм животным первой группы 

была проведена однократная ФДМК, с выходной мощностью лазерного 

света 25 мВт на длине волны 658 нм, экспозицией 10 мин, дозой облуче-

ния 15Дж/см
2
. 

Животными второй группы была проведена однократная ФДМК с 

нанокомпозитом, с выходной мощностью лазерного света 25 мВт на 

длине волны 658 нм, экспозицией 10 мин, дозой облучения 15 Дж/см
2
 и с 

выходной мощностью света 25 мВт на длине волны 520нм, экспозицией 

10 мин, дозой облучения – 15 Дж/см
2
, то есть имело место комбиниро-
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ванное облучение с использованием двух источников света используе-

мых в предыдущей опытной серии. Животные контрольной группы, как 

и в первой серии, не подвергались терапевтическим воздействиям. 

Результаты. В первой опытной серии динамика выживаемости крыс 

с глиомой в группе с однократной ФДМК с Фотолоном свидетельствует 

о положительном влиянии избранного лечебного подхода. Достоверное 

удлинение жизни в группе с ФДМК (аппарат Лика-Терапевт 659±1 нм) с 

Фотолоном составило по сравнению с контрольной группой без терапев-

тических воздействий 81 %. В группе животных с ФДМК с нанокомпо-

зитов достоверное удлинение жизни, по сравнению с контрольной груп-

пой составило 60 %. 

Во второй опытной серии нами изучено влияние ФДМК с наноком-

позитом по критерию уменьшения объема опухоли мышей с карциномой 

легких Льюис. Достоверное уменьшение размеров опухолей на 35,5 %, 

39,6 %, 28,79 % в группе Фотолона наблюдалось, соответственно, на 5, 7, 

10 сутки, по сравнению с контрольной группой. Вместе с тем, в группе 

ФДМК с нанокомпозитом отмечается уменьшение размеров опухолей на 

34,7 %, 51,7 %, 31,8 %, соответственно, на 7, 10, 17 сутки, что свидетель-

ствует о более значимом эффекте, по сравнению с группой Фотолона в 

более поздние сроки наблюдения.  

Выводы. Выявлена противоопухолевая эффективность ФДМК крыс 

с глиомами 101.8 с использованием Фотолона по критерию увеличения 

средней продолжительности жизни. Использование ФДМК с нанокомпо-

зитом (Фотолон+золотые наносферы) не оптимизирует данный лечебный 

подход. 

В эксперименте на карциноме Льюис мышей выявлена противоопу-

холевая эффективность ФДМК по критерию уменьшения обьема опухо-

ли и возможность ее усиления при использовании композита Фотолона с 

наночастицами золота. 

Таким образом, доказана лечебная эффективность ФДМК с Фотоло-

ном и возможность оптимизации ФДМК композитом Фотолона с нано-

частицами золота на различных моделях животных-опухоленосителей, 

которая требует дальнейших экспериментальных исследований. 
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ФОТОННЫХ ИЗЛУЧЕНИЙ 
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При решении задачи оптимизации методик лучевой терапии злока-

чественных опухолей актуальной проблемой является получение анали-

тического выражения, которое бы одновременно описывало зависимость 

выживаемости облученных клеток и от дозы излучения, и от степени ок-

сигенации этих клеток. Считается [1-3], что радиационными поврежде-

ниями (РП), вызывающими репродуктивную гибель клеток, являются 

двунитевые разрывы (ДР) ДНК, поскольку именно для РП такого вида 

доказано наличие достоверной зависимости между их числом и выжива-

емостью клеток. Известно [4, 5], что при облучении клеток рентгенов-

ским или гамма излучением количество ДР ДНК почти линейно зависит 

от дозы излучения. Нами предлагается следующее выражение для зави-

симости выживаемости облученных клеток от дозы излучения: 
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где S – выживаемость клеток; D – поглощенная доза; k – параметр, ха-

рактеризующий вероятность репарации ДР, ne – количество структурно-

функциональных единиц хроматина, обслуживаемых собственным ком-
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плексом ферментов рекомбинационной репарации; n0 – среднее на клет-

ку количество ДР на 1 Гр поглощенной дозы.  

Если в обеих нитях ДНК доступность исходных простых поврежде-

ний для взаимодействия с кислородом одинакова, то вероятность образо-

вания ДР должна быть равна квадрату вероятности такого взаимодей-

ствия. Эта вероятность (рв) описывается выражением:  вc
в )1(1p


 , 

где  – вероятность того, что одна из молекул кислорода, которая нахо-

дится от простого повреждения на достижимом расстоянии, достигнет 

этого повреждения и трансформирует его в разрыв прежде, чем клетка 

репарирует это простое повреждение; св – концентрация кислорода внут-

ри ядра клетки;  – коэффициент, который зависит от объема области, 

находясь в которой молекула кислорода может достичь простого повре-

ждения. Тогда вероятность (рр) образования ДР зависит от концентрации 

кислорода следующим образом:  2c
p

в)1(1p


 . Очевидно, что коли-

чество таких ДР ДНК, которые образуются, прямо пропорциональны ве-

роятности рр. В то же время, при облучении, некоторое количество ради-

ационных повреждений в клетке образуется вследствие прямого дей-

ствия радиации; эти повреждения являются кислородонезависимыми [6] 

и, с учетом этого, для величины n0 окончательно можно записать:  

    









 2c
н0pн00

в)1(1)1(np)1(nn ,  (2) 

где n0н – это n0 при нормоксии;  – величина, значение которой лежит в 

пределах от 0,1 до 0,2 и выражает долю кислородонезависимых РП.  

Рассмотрим теперь параметр k в формуле (1), который, как было 

сказано выше, определяет вероятность репарации ДНК. В работе [5] па-

раметр k вводится как отношение длительности (Тнр) той части клеточно-

го цикла, в течение которой репарации РП не происходит, к общей дли-

тельности клеточного цикла, которая, в свою очередь, является сумой Тнр 

и длительности (Тр) той части клеточного цикла, в течение которой репа-

рация может произойти. Таким образом,  

нрp

нр

TT

T
k




. 

Известно, что при уменьшении оксигенации, деление клеток замед-

ляется, а при достаточно низких значениях концентрации кислорода в 

околоклеточной среде – прекращается, и клетка переходит в состояние 

G0. Рассмотрим причины и характер изменений величины k при умень-

шении концентрации кислорода. Будем исходить из модельных предпо-

ложений и результатов расчетов приведенных в работе [7], где предпола-
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галось, что клетка при подготовке репликации и деления должна выпол-

нять один и тот же объем синтетической работы и тратить на это одина-

ковое количество кислорода. Поэтому constTvд  , где Т – длительность 

той стадии клеточного цикла, при которой происходит подготовка к ре-

пликации и делению (главным образом, стадия S), vд – скорость потреб-

ления кислорода клетками в момент деления клеток. 

Учитывая, что стадия цикла во время которой происходит подготов-

ка к репликации и делению, и стадия, при которой происходит рекомби-

национная репарация ДР ДНК, совпадают, можно считать, что Тр=Т. То-

гда constvT дp  . 

При нормоксии величина Тр приобретает минимальное значение 

 minT , а 
 

r

жrm
жmд

c

ccv
vvv


 , где vm – скорость потребления кисло-

рода клетками при нормоксии, а vж – та часть v, которая тратится на 

обеспечение текущей жизнедеятельности, сг – концентрация кислорода, 

граничная между нормоксией и гипоксией, сж – такая концентрация кис-

лорода, что при с<сж клетки живы, но деление клеток не происходит и 

при этом vд=0. При этом величина сг приблизительно соответствует 

напряжению кислорода в 14 мм рт. ст. В общем случае: 








 








 

r

ж
mp

r

жr
mmin

c

cc
vT

c

cc
vT , откуда    жpжrmin ccTccT  . Таким об-

разом, при с>cг 

minнр

нр

TТ

T
k


 ,                (3) 

а при жr ccc   

 

ж

жrmin
нр

нр

cc

ccT
Т

Т
k






 .       (4) 

Из последней формулы видно, что при жcc   величина k приближа-

ется к нулю, что в соответствии с формулой (1) ведет к увеличению вы-

живаемости облученных клеток.  

Более сложным является вопрос о радиочувствительности клеток в 

условиях оксигенации, соответствующей условию сн<с<сж, где сн – такая 

концентрация кислорода, что при с<сн клетка гибнет. Мы считаем, что сж 

– это концентрация кислорода, равная приблизительно 3 мм рт. ст. При 

такой оксигенации деление клеток не происходит. Поэтому при облуче-

нии эти клетки могут существовать неопределенно долго. Проявиться 

указанные повреждения могут после улучшения оксигенации и восста-
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новления деления клеток. При лучевой терапии погибает большое коли-

чество опухолевых клеток (особенно в нормоксичной части опухоли) и 

начинается процесс реоксигенации опухолевой ткани. Однако, учитывая, 

что клетки гибнут не сразу после облучения, и часть клеток до гибели 

успевает совершить несколько делений, можно сделать вывод о том, что 

процесс реоксигенации опухоли в целом, и особенно, ее наиболее гипо-

ксических участков, протекает значительно медленнее, чем процесс ре-

парации ДР ДНК в области опухоли, в которой происходит деление кле-

ток. Поэтому, можно считать, что, перейдя за счет реоксигенации опухо-

ли из состояния с<сж в состояние сж<с<сг, клетки довольно долго нахо-

дятся при концентрациях кислорода несколько больших, чем сж и, следо-

вательно, для них также выполняется формула (4).  
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Кардиопротекторная роль аденозина достаточно широко известна. 

Одним из возможных механизмов кардиопротекторного действия этого 

аутакоида является его способность ограничивать негативное влияние 

окислительного стресса на сердце. Показано, что аденозин уменьшает 

генерацию активных форм кислорода [1] и повышает активность антиок-

сидантной системы в сердце [2]. Мы предположили, что хронический 

окислительный стресс будет способствовать повышенной генерации 

аденозина из АДФ и АТФ в сердце в качестве компенсаторного меха-

низма, поэтому будет увеличиваться вклад аденозиновых рецепторов в 

коронарорасширяющие эффекты этих соединений. Целью настоящего 

исследования явилось изучение влияния хронического окислительного 

стресса на механизм коронарной вазодилатации, вызванной АДФ и АТФ, 

а также на генерацию аденозина из этих соединений в коронарном русле. 

Материал и методы исследования. В качестве модели хронического 

окислительного стресса мы использовали трансгенных мышей линии 

Tgq*44. Для этих животных характерна повышенная экспрессия гена, 

ответственного за α-субъединицу трансмембранного сигнального белка 

Gq. Эти животные получены в Гарвардской медицинской школе (Бостон, 

США) на основе мышей линии FVB [3]. Уже в возрасте 2 месяцев у этих 

животных повышено содержание супероксид аниона в сердце, а в воз-

расте 14 месяцев у них развивается дилатационная кардиомиопатия и 

дисфункция коронарного эндотелия [4]. Исследование проводилось на 

модели изолированного сердца, перфузированного по методу Ланген-

дорфа [4]. В течение эксперимента измерялся коронарный поток (КП) – 

объѐм жидкости, протекавший через сердце в единицу времени. АДФ и 

АТФ вводились болюсно в объѐме 10 мкл. Для оценки роли аденозино-

вых рецепторов в механизме эффектов пуринов использовался антаго-

нист аденозиновых рецепторов 8-сульфофенилтеофиллин (8-СФТ,  

510
–5

 М), который добавлялся в перфузионный раствор. Кроме того, с 

помощью метода высокоэффективной жидкостной хроматографии в со-
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четании с масс-спектрометрией, измерялось выделение аденозина в эф-

флюэнте из изолированного сердца после введения исследованных со-

единений. Эксперименты были проведены на мышах двух возрастных 

групп: 2 и 8 месяцев, в качестве контроля использовались животные ли-

нии FVB соответствующих возрастов. 

Результаты и их обсуждение. АДФ и АТФ увеличивали КП у транс-

генных и у контрольных мышей. Эффекты пуринов и влияние на них 8-

СФТ не отличались у контрольных и трансгенных мышей 2-месячного 

возраста. В то же время у 8-месячных мышей линии Тgαq*44 уменьше-

ние коронарорасширяющего эффекта АДФ под влиянием 8-СФТ было 

больше в сравнении с контролем (таблица 1). Наряду с этим, выделение 

аденозина после введения АДФ у трансгенных мышей примерно в 2 раза 

выше в сравнении с контролем (таблица 2).  

 

Таблица 1 – Влияние 8-СФТ (510
–5

 М) на прирост КП, вызванный АДФ 

и АТФ (10
–9

 М) в изолированном сердце мышей линий Тgαq*44 и FVB в 

возрасте 8 месяцев – Me (25 %; 75 %) 
Соеди

нение 

контрольные мыши FVB (n=10) трансгенные мыши Тgαq*44 (n=16) 

прирост КП (мл/мин) % 

снижения 

8-СФТ 

прирост КП (мл/мин) % 

снижения 

8-СФТ 
без 8-СФТ 

в присутст-

вии 8-СФТ 
без 8-СФТ 

в присутст-

вии 8-СФТ 

АДФ 1,76 

(1,64;1,86) 

0,87 

(0,72;0,97) 

52,2 

(40,9;60,4) 

1,96 

(1,77;2,11) 

0,62* 

(0,50;0,84) 

68,9* 

(61,6;72,8) 

АТФ 2,25 

(2,09;2,39) 

1,32 

(1,10;1,57) 

42,9 

(24,9;49,0) 

2,16 

(1,77;2,36) 

1,27 

(1,77;2,36) 

43,0 

(31,3;49,0) 

Примечание: * – статистически достоверное различие при сравнении мышей 

линий Тgαq*44 и FVB по критерию Манна-Уитни (p<0,05). 

 

Полученные результаты показали, что в сердце мышей линии 

Тgαq*44 в сравнении с животными линии FVB отмечается более выра-

женный вклад аденозина в коронарорасширяющий эффект АДФ. Это 

связано с повышенной генерацией аденозина из АДФ. Указанные изме-

нения предшествуют развитию дилатационной кардиомиопатии и дис-

функции коронарного эндотелия, они обусловлены, прежде всего, повы-

шенным образование супероксид аниона. Очевидно, активация продук-

ции аденозина из АДФ в коронарном русле – компенсаторный механизм, 

минимизирующий повреждающее влияние окислительного стресса на 

сердце и коронарные сосуды. Кроме того, позитивное значение выявлен-

ного нами феномена состоит в том, что АДФ, обладающий провоспали-

тельными и проагрегантными свойствами, превращается в аденозин, для 

которого характерны противовоспалительный и антиагрегантный эффек-
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ты [5, 6]. Это препятствует развитию нарушений коронарного кровооб-

ращения. 

 

Таблица 2 – Сравнение скорости выделения аденозина из изолированных 

сердец мышей линий Тgαq*44 и FVB в базальных условиях, а также по-

сле применения АДФ и АТФ (оба в дозе 10
–9

 М) – Me (25 %; 75 %) 

 Выделение аденозина из изолированного серд-

ца мыши (пкМ/мин) 

линия FVB (n=5) линия Тgαq*44 (n=5) 

базальные условия 33,9 (22,0; 36,8) 29,9 (19,8; 39,7) 

после 

введения 

АДФ 76,4 (68,5; 93,3)  145,4 (115,3; 169,1)* 

АТФ 87,4 (47,8; 134,7) 105,4 (75,0; 173,0) 
Примечание: * – статистически достоверное различие при сравнении мышей 

линий Тgαq*44 и FVB по критерию Манна-Уитни (p<0,05).  

 

Таким образом, хронический окислительный стресс способствует 

повышенной продукции аденозина из АДФ в коронарном русле, что мо-

жет рассматриваться как компенсаторный механизм, направленный на 

минимизацию негативного воздействия активных форм кислорода на 

сердце и коронарные сосуды. 
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Благодаря развитию метода атомно-силовой микроскопии (АСМ) на 

сегодняшний день есть возможность изучения тонкой структуры поверх-

ности и микрорельефа, а также механических свойств мембран биологи-

ческих клеток, что невозможно сделать с использованием других мето-

дов. Как известно, острый коронарный синдром (ОКС) является клини-

ческим отражением дефицита доставки крови к миокарду. К настоящему 

времени показано, что реологические свойства крови: вязкость цельной 

крови и плазмы, агрегация и деформируемость эритроцитов, которые 

представляют собой «основную ткань» артериальных сосудов в ряде 

случаев определяют морфофункциональное состояние микроциркуля-

торного русла и имеют прогностическое значение в исходе реваскуляри-

зации миокарда при ОКС [1]. Изучение изменений структурно-

функционального состояния клеток крови после восстановления крово-

тока с использованием рентгенэндоваскулярной реваскуляризации мио-

карда в ранние и отдаленные сроки после ОКС является перспективным 

с точки зрения решения данной проблемы. 

Задача оценки морфо-функциональных свойств эритроцитов может 

быть решена с использованием метода АСМ, который зарекомендовал 

себя как информативный и высокочувствительный [2, 3]. В связи с выше 

изложенным целью работы являлось изучение особенностей структурно-

функционального состояния эритроцитов пациентов с ОКС в отдаленные 



304 

(3 и 6 месяцев) сроки эндоваскулярной реваскуляризации миокарда с ис-

пользованием метода АСМ. 

Забор крови производили натощак через 10-12 часов после приема 

пищи. Образцы эритроцитов готовили по методике [2]. Исследование 

геометрии, структуры поверхности и упругих свойств мембраны фор-

менных элементов крови осуществляли при помощи специализированно-

го экспериментального комплекса NT-206 (производства ОДО «Микро-

тестмашины», Беларусь). Использовали стандартные кремниевые зонды 

NSC11 («MikroMasch» Co., Эстония), жесткостью 3 Н/м. Для оценки 

упругих свойств мембраны клеток использовали метод статической си-

ловой спектроскопии. Степень агрегации эритроцитов (САЭ) определяли 

по скорости их оседания в стандартизованных [4] стеклянных капилля-

рах диаметром 3 мм и длиной 200 мм. 

Значения модуля упругости (Е) эритроцитов у пациентов с ОКС в 

исходном состоянии находились в пределах от 57,5±6,6 до 88,2±9,1 МПа, 

силы адгезии (F) - от 22,2 до 33,3 нН. Установлено, что модуль упруго-

сти эритроцитов ниже, а сила адгезии на поверхности красных клеток 

крови выше, чем у практически здоровых лиц (Е эритроцитов – от 

72,3±7,1 до 81,4±7,9 МПа, F – от 23,5 до 27,2 нН), что свидетельствует о 

дестабилизации мембран эритроцитов у пациентов с ОКС в исходном со-

стоянии [5]. 

Результаты оценки изменений параметров, характеризующих струк-

турно-функциональные свойства эритроцитов, а также сравнительной 

оценки указанных характеристик с показателями биомаркера фиброза 

кардиомиоцитов (ST2) представлены в таблице. 

Показано, что снижение концентрации ST2 через 1 месяц наблюде-

ния, сопровождается благоприятными изменениями параметров, харак-

теризующих структурно-функциональные свойства мембран клеток кро-

ви. Наиболее значимые изменения имеют место в динамике степени аг-

регации эритроцитов. У пациентов с благоприятным исходом ОКС этот 

показатель снижается через 1 месяц лечения на 37,9 %, через 3 и 6 меся-

цев – на 42,4 % и 45,3 %, соответственно. У пациентов с неблагоприят-

ным исходом ОКС этот показатель в исходном состоянии на 9,1 % выше, 

чем у лиц с благоприятным исходом заболевания, и, при сохранении 

тенденции и к его снижению, остается также выше на протяжении всего 

периода наблюдения. У пациентов, как с благоприятным, так и с небла-

гоприятным исходом ОКС, имеет место тенденции к увеличению модуля 

упругости эритроцитов. Это свидетельствует о стабилизации мембран 

красных клеток крови и выражается в тенденции к нормализации дефор-

мируемости эритроцитов. При этом у пациентов с благоприятным исхо-
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дом заболевания эти изменения более выражены. Таким образом, пред-

ставленные результаты свидетельствуют о диагностическом потенциале 

как САЭ, так и параметров АСМ, характеризующих упругие свойства 

клеточных мембран. 

 

Таблица – Параметры биомаркера фиброза кардиомиоцитов и структур-

но-функционального состояния эритроцитов при различных вариантах 

исхода ОКС 

Сроки 

наблюдения 
Исходно 1 месяц 3 месяца 6 месяцев 

Показатель благоприятный исход ОКС (n=21) 

ST2, нг/мл 30,1±5,7 19,3±4,9* 20,1±4,2* 19,2±3,9* 

САЭ, мм/2 ч 87,5±9,2 54,8±6,7* 50,4±5,7* 47,9±5,8* 

Е, МПа 89,7±12,3 91,2±12,9 96,3±13,4 104,5±13,8* 

 неблагоприятный исход ОКС (n=10) 

ST2, нг/мл 42,6±5,1 26,9±6,3* 22,4±6,8* 20,8±2,7* 

САЭ, мм/2 ч 96,3±10,1 84,5±9,8* 76,2±8,9* 72,4±9,1* 

Е, МПа 81,8±9,7 87,4±10,1 89,9±11,2 92,7±12,3 

Примечание – Различия достоверны по отношению к исходным значени-

ям при уровне значимости *р<0,01. 
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Лейкоз – это заболевание, характеризующееся трансформацией 

определенных кроветворных клеток в злокачественные, неограниченное 

размножение которых приводит к замещению ими нормальных клеток 

костного мозга и очень высокому содержанию в крови измененных лей-

коцитов. Лейкозы делятся на две основные группы – острые и хрониче-

ские. В свою очередь острые лейкозы подразделяются на лимфобласт-

ный и миебластный. Развитие ряда тяжелых заболеваний, в том числе и 

лейкоза, сопровождается образованием и накоплением в жидких средах 

организма разнообразных токсических субстанций. Наиболее адекват-

ным и информативным подходом к диагностике эндогенной интоксика-

ции является тестирование функционального состояния основных транс-

портных систем, осуществляющих сорбцию и перенос гидрофобных ме-

таболитов и лекарственных препаратов в организме. 

В настоящее время для оценки степени эндогенной интоксикации 

организма пациента по функциональному состоянию белков плазмы кро-

ви достаточно успешно используется метод флуоресцентного зондирова-

ния. Принцип этого метода заключается в оценке параметров связывания 

гидрофобных флуоресцентных зондов с транспортными белками [1]. К 

важнейшим транспортным системам крови человека относятся сыворо-

точный альбумин (ЧСА), липопротеины (ЛП) и -1-кислый гликопроте-

ин (-1-КГП). Метод флуоресцентного зондирования является одним из 

наиболее перспективных для изучения процесса функционирования бел-

ков плазмы крови в организме, для выяснения молекулярных механиз-

мов патогенеза различных заболеваний, а также для использования его в 

качестве диагностического теста. Основное значение в связывании с бел-

ками плазмы крови играет заряд молекулы низкомолекулярных гидро-

фобных лигандов: анионные преимущественно сорбируются ЧСА, кати-
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онные – -1-КГП, а незаряженные – распределяются между ЧСА и ЛП. 

Поэтому связывание низкомолекулярных гидрофобных токсинов и ле-

карственных препаратов белками крови можно анализировать с помо-

щью набора флуоресцентных зондов с различными зарядами: анионный 

– 1-анилино-нафталин-8-сульфонат (АНС), катионный – Хинальдиновый 

красный (ХК), нейтральный – Нильский красный (НК). 

Цель – применение метода флуоресцентного зондирования для 

оценки связывающей способности основных транспортных систем плаз-

мы крови – сывороточного альбумина человека, липопротеинов , -1-

кислого гликопротеина – больных с острым миелобластным лейкозом 

(ОМЛ) и хроническим миелолейкозом (ХМЛ), в комплекс лечебных ме-

роприятий, в который включены высокодозная химиотерапия (ВХТ) и 

трансплантация гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК). 

В работе была проанализирована плазма крови: 40-ка здоровых до-

норов, 30-ти пациентов с ОМЛ и 30-ти больных с ХМЛ. В качестве кон-

серванта плазмы крови был использован гепарин. Методика проведения 

эксперимента подробно описана в работе [1].  

В работе были проанализированы параметры связывания флуорес-

центных зондов в плазме крови здоровых доноров (контрольная группа) 

и больных с ОМЛ и с ХМЛ. Для анализа полученных данных нами были 

использованы пиковые значения интенсивностей зондов АНС и ХК как 

показатель общей связывающей способности альбумина и -1-кислого 

гликопротеина, соответственно. В случае зонда НК, сольватохромные 

свойства которого делают его удобным для тестирования распределения 

нейтральных гидрофобных веществ между сывороточными липопротеи-

нами и альбумином в нефракционированной плазме крови, был исполь-

зован флуоресцентный параметр – отношение пиковой интенсивности 

липопротеин-связанного зонда НК (max=554 нм) к альбумин-связанному 

зонду НК (max=592 нм) – I554/I592 [1]. 

На рисунке 1 представлены значения флуоресцентных параметров 

зондов АНС, ХК и НК в плазме крови больных с ОМЛ и с ХМЛ. Как 

видно из рисунка, наблюдается незначительное понижение связывающей 

способности альбумина по отношению к анионным лигандам (по данным 

зонда АНС) для больных с ХМЛ и практически не отличается от кон-

трольной группы для пациентов с ОМЛ. 

Отношение интенсивности флуоресценции липопротеин-связанного 

зонда НК к альбумин-связанному зонду НК, характеризующее связыва-

ющую способность липопротеинов и альбумина к нейтральным лиган-

дам, показало, что для больных с ХМЛ не происходит перераспределе-

ние нейтральных гидрофобных метаболитов между липопротеинами и 
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альбумином по сравнению с контрольной группой. Исключение состав-

ляют больные с ОМЛ. Поскольку для этой группы больных концентра-

ция альбумина (СЧСА, мг/мл.) практически остается в норме (контрольная 

группа (n=40) – СЧСА=46,8±2,5; ОМЛ (n=30) – СЧСА=44,7±2,0; ХМЛ 

(n=30) – С ЧСА=42,9±2,8), то уменьшение значения I554/I592 может быть 

вызвано как уменьшением концентрации липопротеинов (гиполипиде-

мия), так и большой загруженностью липопротеинов нейтральными гид-

рофобными лигандами (в работе концентрация липопротеинов не опре-

делялась). 

 
Рисунок 1 – Влияние различных форм лейкоза на флуоресцентные пара-

метры зондов АНС, ХК и НК в плазме крови 
 

Анализ спектров флуоресценции зонда ХК показал, что интенсив-

ность флуоресценции этого зонда в плазме крови больных для ОМЛ и 

ХМЛ значительно возрастает по сравнению со здоровыми донорами. Это 

свидетельствует, по-видимому, о повышении концентрации -1-кислого 

гликопротеина в связи с наличием воспалительного процесса. Надо от-

метить, что гематологические больные характеризуются наличием глу-

бокого иммунодефицита и вероятностью при этом высокого риска ин-

фекционных заболеваний, что может привести к значительному увеличе-

нию концентрации -1-кислого гликопротеина, как белка острой фазы 

воспаления. 

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке БРФФИ. 
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АПО-ФОРМА ЛАКТОФЕРРИНА ВЫЗЫВАЕТ СТАБИЛИЗАЦИЮ  
ГИПОКСИЯ-ИНДУЦИБЕЛЬНЫХ ФАКТОРОВ-1/2 АЛЬФА И NRF2 

 
Костевич В.А., Соколов А.В., Захарова Е.Т., Васильев В.Б. 

 

ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», 

Санкт-Петербург, Россия  

 

Введение. Известно, что железо накапливается в мозгу как во время 

нормального старения, так и в процессе нейродегенерации. Высокая 

концентрация железа, лабильные формы которого могут запускать окис-

лительный стресс с образованием активных форм кислорода, разрушаю-

щих клетку, постоянно наблюдается в мозгу при болезнях Альцгеймера 

(АБ), Паркинсона (БП), рассеянном склерозе (РС) и при других невроло-

гических заболеваниях. За последние несколько лет появилось много 

данных о нейропротективных свойствах синтетических хелаторов желе-

за, полученных при клинических обследованиях пациентов, а также на 

моделях АБ, БП и РС у лабораторных животных, и предложен новый те-

рапевтический подход. Суть его – в лечении хелаторами нейродегенера-

ции и ишемии: связывая Fe, хелаторы предотвращают образование ради-

калов кислорода и стабилизируют гипоксия-индуцибельный фактор, 

ГИФ-1a, что лежит в основе их кардио- и нейропротективного действия. 

Например, феномен прекондиционирования объясняется тем, что в ответ 

на гипоксию усиливается экспрессия сотен генов и транскрипционных 

репрессоров, зависящих от ГИФ-1a, многие из которых отвечают за вы-

живание клетки. Механизм индукции ГИФ под действием фармакологи-

ческих миметиков гипоксии, например, хелатора Fe десферала (ДФО), 

основан на ингибировании Fe-содержащих пролилгидроксилаз (PHD1-3), 

отвечающих за гидроксилирование и последующую деградацию ГИФ 

при нормоксии. Природный хелатор железа семейства трансферринов, 

лактоферрин (ЛФ) грудного и коровьего молока, слѐз, а также других 

биологических жидкостей и нейтрофилов (где белок находится преиму-

щественно в апо-форме), обладает множеством свойств: антимикробным, 

иммуномодуляторным, противоопухолевым, противовоспалительным, 

антианемическим, противоартритным. Была изучена способность апо-

формы и насыщенной железом формы ЛФ стабилизировать изоформы 

ГИФ-1а и ГИФ-2а – сходные, но не идентичные транскрипционные фак-

торы, а также транскрипционный фактор, Nrf2, ответственный за ответ 

клеток на окислительный стресс. Известно, что именно ГИФ-2а отвечает 

за гипоксическую толерантность и метаболизм железа, усиливая экс-
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прессию эритропоэтина (ЭПО), обладающего нейропротективными 

свойствами. 

Методы. Оценивали способность апо-лактоферрина (апо-ЛФ), при-

родного хелатора Fe, вызывать накопление Nrf2, ГИФ-1а/2а в мозгу мы-

шей (в сравнении с насыщенным железом белком и трансферрином), вы-

зывать экспрессию мишеней ГИФ, церулоплазмина и ЭПО. Получали 

апо-ЛФ из грудного молока хроматографией на СМ-Сефадексе, траснс-

феррин выделяли из сыворотки крови. Проводили Вестерн-блоттинг с 

моноклональными антителами к Nrf2, ГИФ-1a и ГИФ-2а, церулоплазми-

ну и ЭПО мыши. 

Результаты. Впервые показано, что апо-форма ЛФ человека при 

введении per os вызывает накопление Nrf2, ГИФ-1a/2а, усиливает экс-

прессию церулоплазмина и ЭПО в мозгу мышей через 6 дней после упо-

требления белка. Стабилизация ГИФ-1a/2а сопровождалась дозозависи-

мым (1-5 мг апо-ЛФ) антигипоксическим эффектом, увеличивая время 

жизни старых низкоустойчивых к гипоксии мышей до 140 % при острой 

гипоксии с гиперкапнией. Полученные с питьѐм, насыщенные железом 

трансферрины и апо-трансферрин человека, который не обладает свой-

ством ЛФ проникать через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ), подоб-

ным действием не обладали.  

Выводы. Впервые обнаружены свойства апо-ЛФ как антигипоксанта 

и индуктора Nrf2, ГИФ-1а и ГИФ-2а, связанные с его хелаторными свой-

ствами. Также обнаружено повышение содержания известного нейро-

протектора, ЭПО (мишень ГИФ-2а), в крови мышей, получавших апо-

ЛФ. Учитывая способность ЛФ проникать через ГЭБ, вызывая стабили-

зацию ГИФ-1а/2а и Nrf2 в мозгу, и отсутствие побочных действий при 

длительном применении per os (в отличие от ДФО), представляется пер-

спективным использовать лактоферрин по новому назначению: для ле-

чения и профилактики нейродегенеративных заболеваний и для ишеми-

ческого прекондиционирования. Нами получен патент на изобретение 

№ 2465004 – «Применение апо-формы лактоферрина человека в качестве  

антигипоксанта и стабилизатора гипоксия- индуцибельного фактора-

1альфа».  

Работа поддержана грантами РФФИ № 13-04-01186 и грантом Пре-

зидента РФ MK-5074.2016.4. 
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Одной из актуальнейших проблем современного акушерства являет-

ся преэклампсия – осложнение беременности, в основе которого лежат 

расстройства кровообращения как на микроциркуляторном, так и си-

стемном уровне. Преэклампсия стабильно занимает третье место в 

структуре материнской смертности во всем мире. Нарушения функцио-

нальной активности тромбоцитов, связанной с адгезией и агрегацией, 

приводят к повышенной кровоточивости или усилению тромбообразова-

ния и развитию патологических изменений кровообращения. При преэк-

лампсии у беременных женщин возникающая повышенная агрегацион-

ная активность тромбоцитов может вызвать компенсаторное снижение 

их числа. Затяжные процессы в снижении числа тромбоцитов способны 

привести к процессам декомпенсации, развитию НЕLLP-cиндрома: жиз-

ненно несовместимому падению числа тромбоцитов, снижению агрега-

ционной способности тромбоцитов, приводящей к трудно устранимым 

кровопотерям [1]. Агрегационная активность тромбоцитов напрямую 

связана с повышенным уровнем цитоплазматического кальция и завися-

щих от него процессов. Целью исследования явилось изучение измене-

ния кальциевого гомеостаза в тромбоцитах беременных женщин с преэк-

лампсией. 

Объектом исследования служили тромбоциты крови здоровых бе-

ременных женщин, составивших контрольную группу (23 пациентки) и 

беременных с установленным на 37-39 неделе беременности диагнозом – 

преэклампсия (19 пациенток). Забор крови у пациенток проводили при 

обязательном контроле отсутствия в течение месяца приема препаратов, 

влияющих на агрегацию тромбоцитов. Внутриклеточную концентрацию 

свободных ионов кальция ([Ca
2+

]i) в тромбоцитах определяли флуорес-

центным методом с использованием кальциевого зонда фура 2-АМ.  
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Нами получено, что в тромбоцитах, суспендированных в Хепес-

буфере, содержащем 1 ммоль/л СаCl2, базальный уровень ионов кальция 

был выше в группе женщин с преэклампсией (82,1±4,2) нмоль/л по срав-

нению с контрольной группой (60,6±3,5) нмоль/л.  

Агрегант-индуцированный переход тромбоцитов из состояния покоя 

в активированное состояние происходит посредством Са
2+

-сигнализации. 

Результаты исследования показали, что в среде с кальцием в ответ на 

действие АДФ (20 мкмоль/л) достигаются более высокие значения внут-

риклеточной концентрации ионов Са
2+

 при преэклампсии, чем в кон-

трольной группе ((254,9±30,6) нмоль/л и (215,4±17,1) нмоль/л, соответ-

ственно). 

При действии иономицина (50 нмоль/л) в присутствии тапсигаргина 

(ТГ) (1 мкмоль/л), являющегося ингибитором Са
2+

-АТФазы эндоплазма-

тического ретикулума, концентрация ионов кальция в цитоплазме тром-

боцитов, суспендированных в бескальциевой среде, здоровых беремен-

ных женщин и с преэклампсией, увеличивалась достигая равных, макси-

мальных значений (592,1±67,5) нмоль/л и (584,4±49,2) нмоль/л, соответ-

ственно. Поскольку при действии иономицина в присутствии ТГ проис-

ходит полное опустошение кальциевых депо тромбоцитов, то получен-

ные данные свидетельствуют о том, что количество цитоплазматическо-

го Са
2+

, аккумулированного во внутриклеточных пулах тромбоцитов, для 

обеих исследуемых групп было одинаковым. Через 5 мин после актива-

ции, [Ca
2+

]i в тромбоцитах здоровых беременных и с преэклампсией 

уменьшалась по сравнению с исходными максимальными значениями до 

разных уровней: (84,5±6,8) нмоль/л и (101,2±13,7) нмоль/л, соответ-

ственно, свидетельствуя о том, что скорость снижения уровня мобилизо-

ванного кальция в цитоплазме за счет его удаления Са
2+

-транспортными 

системами плазматической мембраны, была значительно ниже в группе 

беременных женщин с преэклампсией по сравнению с контрольной 

группой. Полученные данные позволяют предположить, что в тромбоци-

тах беременных женщин с преэклампсией нарушены процессы, регули-

рующие скорость экструзии ионов Са
2+

 во внеклеточную среду. 

Внутриклеточная концентрация ионов Ca
2+

 повышается за счет вы-

свобождения Са
2+

 из внутриклеточных депо и/или активации входа вне-

клеточных ионов Ca
2+

 через каналы плазматической мембраны. В 

настоящее время, методический прием с использованием бескальциевой 

среды, в которую добавляют 100 мкмоль/л ЭГТА для связывания 

примесных двухвалентных катионов, широко используется для 

определения вклада каждого из компонентов. В условиях ингибирования 

Са
2+

-АТФазы плазматической мембраны снижение уровня мобилизизо-
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ванных ионов Са
2+

 в цитозоле до базального способны обеспечить Са
2+

-

АТФазы эндоплазматического ретикулума. В тромбоцитах идентифици-

рованы 2 различные изоформы Са
2+

-АТФаз – SERCA2b и SERCA3 [2, 3]. 

Специфическим ингибитором изоформы SERCA2b, которая является 

Са
2+

-АТФазой плотной тубулярной системы, является ТГ. SERCA3, 

представленная в содержащих кислую фосфатазу органеллах, обладает 

низкой чувствительностью к ТГ, но высокой к 2,5-ди-(терт-бутил)-1,4-

гидрохинону (tBHQ).  

Добавление TГ в низкой концентрации (10 нмоль/л) приводит к ро-

сту [Ca
2+

]i из-за выхода ионов кальция из плотной тубулярной системы. 

Данные показали, что концентрация ионов кальция после добавления ТГ 

была существенно выше у пациенток с преэклампсией 

(156,5±23,2) нмоль/л, чем в контрольной группе (94,1±7,1) нмоль/л. Ана-

логичные результаты были нами получены при изучении высвобождения 

ионов кальция с использованием tBHQ (20 мкмоль/л). После его добав-

ления максимальная концентрация высвободившихся ионов кальция в 

группе с преэклампсией была (238,8±19,4) нмоль/л и 

(116,8±12,8) нмоль/л в контрольной группе.  

Таким образом, нами установлено, что в тромбоцитах беременных 

женщин с преэклампсией нарушены процессы, регулирующие снижение 

уровня мобилизизованных ионов Са
2+

 в цитозоле. Результаты настоящей 

работы свидетельствуют об изменении процессов регулирования Са
2+

-

гомеостаза в тромбоцитах беременных женщин с преэклампсией, кото-

рое может быть связано с развитием повышенной агрегационной актив-

ностью тромбоцитов при данной патологии. 
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Введение. Трутовые грибы широко распространены в средней поло-

се и являются перспективным возобновляемым источником для получе-

ния биологически активных веществ: меланинов, гликанов, хитина. Уже 

сейчас в пищевой и фармацевтической промышленности стран юго-

восточной Азии нашли широкое применение представители этой группы 

грибов: Ganoderma applanatum, Ganoderma lucidum, Lentinus edodes, 

Fomitopsis officinalis, основным компонентом которых являются мелани-

ны. Актуальным является поиск новых источников получения меланино-

вых пигментов из плодовых тел афилофороидных грибов, вызывающих 

белую и бурую гниль древесины. Меланины – высокомолекулярные ге-

терополимеры нерегулярного химического строения, образующиеся в 

результате ферментативного окисления, аутоокисления и поликонденса-

ции простых фенольных предшественников. В зависимости от источника 

получения меланины обладают различными физико-химическими свой-

ствами, которые обуславливают их уникальные биологические активно-

сти: фотопротекторную, генопротекторную, сорбционную и др. [1, 2]. 

Целью работы являлась оптимизация условий получения меланинов 

из плодовых тел трутовых грибов, исследование физико-химических 

свойств и определение возможных путей их практического использова-

ния. 

Материалы и методы исследования. Объектом исследования явля-

лись меланиновые пигменты, полученные из плодовых тел грибов, вы-

зывающих бурую гниль древесины, – трутовика окаймленного (Fomitop-

sis pinicola (Sw.)P.Karst.), и белую гниль – трутовиков настоящего (Fomes 

fomentarius (L.)T.T.Kickx), плоского (Ganoderma applanatum (Pers.)Pat.), 

ложного (Phellinus (L.)Quél.) дубового ложного (Phellinus robustus 

(P.Karst.)Bovrdot & Galzin), а так же стерильной формы трутовика ско-

шенного – чаги (Inonotus obliquus (Pers.:Fr.) Pil.f.sterilis(Vanin)Nicol).  

Меланины из плодовых тел трутовиков выделялись методом щелоч-

ной экстракции с последующим их осаждением соляной кислотой. Со-

держание углерода и водорода определяли сожжением в быстром токе 

кислорода. Азот определили микрометодом Дюма в модификации Кли-
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мовой [2]. Содержание кислорода рассчитывали по разности между мас-

сой беззольной навески и суммарным содержанием С, Н, N. Спектрофо-

тометрические измерения проводили на ―Cary 50 Bio‖ (Австралия). Ис-

следования электронного парамагнетизма осуществляли на спектрометре 

―Varian E-112‖ (США). Содержание парамагнитных центров (ПМЦ) 

определяли методом сравнения с аттестованным образцом угольного по-

рошка с известным содержанием центров.  

Результаты и их обсуждение. Меланиновые пигменты прочно связа-

ны со структурными компонентами клеток грибов, что делает невозмож-

ным их полное извлечение без изменения структурно-функциональных 

свойств [1]. Для получения нативных меланинов, были применены ща-

дящие условия экстракции. Это позволило получить меланины из раз-

личных видов трутовых грибов с характерными для них структурно-

функциональными свойствами. Выходы меланинов составили: трутовик 

ложный – 1,7 %, трутовик дубовый ложный – 1,0 %, трутовик плоский – 

6,0 %, трутовик настоящий – 8,0 %, трутовик окаймленный – 13 %, чага – 

17 %.  

Принадлежность полученных пигментов к меланинам была под-

тверждена комплексным исследованием качественных реакций на при-

сутствие в их структуре хиноидных и фенольных компонентов, наличием 

парамагнитных центров, спектральными и другими свойствами [1]. С 

практической точки зрения важной характеристикой является раствори-

мость меланинов. Полученные нами пигменты из трутовых грибов, вы-

зывающих белую гниль, растворимы в воде и не растворимы в эфире. 

Меланины, выделенные из трутовых грибов, вызывающих бурую гниль, 

относятся к группе веществ, плохо растворимых в воде и эфирах. Важ-

ными характеристиками, определяющими физико-химические свойства 

полученных меланинов являются их элементный состав, спектральные и 

парамагнитные свойства. Как видно из таблицы, существуют закономер-

ности элементного состава в зависимости от источника получения мела-

нинов. Содержание углерода в меланинах из грибов, вызывающих бурую 

гниль значительно выше, чем в меланинах из грибов-возбудителей белой 

гнили. В содержании кислорода наблюдается обратная зависимость: для 

меланинов из грибов бурой бурой гнили характерно низкое содержание 

кислорода, а для меланинов из белых гнилей – высокое. Эти результаты 

объясняют амфотерные свойства меланинов, полученных из грибов, вы-

зывающих белую гниль.   
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Таблица – Физико-химические характеристики меланинов из трутовых 

грибов 
Источник 

меланина 
Элементный состав, % ε

0,001%
, l=1 см 

[ПМЦ] 

×10
17

 

спин/г вид гриба С Н N O H/C 

УФС 

240 

нм 

УФВ 

285 

нм 

УФА 

360 

нм 

465 

нм 

Трутовик 

окаймленный 
65,9 9,0 1,5 18,1 0,14 0,081 0,044 0,021 0,008 3,6 

Трутовик плос-

кий 
46,3 6,4 6,0 30,8 0,14 0,130 0,098 0,034 0,013 8,7 

Трутовик 

настоящий 
47,4 6,2 5,7 34,9 0,13 0,157 0,118 0,058 0,023 5,9 

Трутовик лож-

ный 
42,5 5,0 2,0 38,3 0,12 0,196 0,154 0,096 0,028 3,3 

Трутовик дубо-

вый ложный 
38,5 4,7 3,2 38,7 0,12 0,213 0,169 0,093 0,026 5,2 

Трутовик ско-

шенный (чага) 
49,4 4,8 0,6 38,7 0,10 0,300 0,197 0,093 0,028 3,5 

 

Полученные меланины обладают уникальными физико-

химическими свойствами, которые обуславливают их фотопротектор-

ную, генопротекторную, сорбционную и другие активности. Генерализо-

ванное поглощение в широком диапазоне длин волн в сочетании с анти-

оксидантными свойствами обеспечивает значительное уменьшение ток-

сического действия УФ-излучения. Высокое содержание парамагнитных 

центров позволяет меланинам дезактивировать природные радикалы, за 

счет большой электронно-абсорбционной емкости этих соединений. Об-

ратимое окисление-восстановление хинон-гидрохиноновых структур 

позволяет меланинам участвовать в электронообменных процессах. Спо-

собность к эффективному комплексообразованию с ионами тяжелых ме-

таллов объясняется наличием у этих биополимеров большого количества 

функциональных групп [2].  
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Липопротеиды низкой плотности (ЛНП) плазмы крови представля-

ют собой природные липид-транспортирующие наночастицы. Обога-

щенные холестерином (атерогенные) ЛНП накапливаются в клетках 

стенки сосудов, принимая активное участие в формировании липофиб-

розных атеросклеротических бляшек, причем накопление ЛНП в стенке 

сосудов усиливается при их окислительной модификации. Нами уста-

новлено, что не перекисное окисление полиеновых ацилов фосфолипид-

ного монослоя частиц ЛНП, а альдегид-зависимая модификация апопро-

теина В-100, входящего в состав ЛНП, ответственна за опознование и 

поглощение частиц ЛНП клетками стенки сосудов. Высоко реакционно-

способные дикарбонилы (активные формы карбонилов) могут накапли-

ваться в организме в качестве вторичных продуктов свободнорадикаль-

ного окисления полиеновых липидов (малоновый диальдегид, МДА), а 

также в качестве продуктов автоокисления глюкозы (глиоксаль) и ее 

окислительных превращений по триозофосфатному пути (метилглиок-

саль). Показано, что глиоксаль и метилглиоксаль являются более актив-

ными атерогенными модификаторами ЛНП, чем МДА. Кроме того пока-

зано, что модификация концевых аминогрупп белков при реакции с ме-

тилглиоксалем приводит к генерированию супероксидного анион-

радикала. Соокисление полиеновых липидов частиц ЛНП (или фосфоли-

пидных липосом) в присутствии глюкозы сопровождается, как показано 

нами, образованием супероксидных радикалов. В соответствии с этими 

данными установлено, что окисленность частиц ЛНП у больных сахар-

ным диабетом с гипергликемией значительно выше, чем у больных ате-

росклерозом с гиперлипидемией. Обнаружено, что снижение активности 

эритроцитарных антиоксидантных ферментов при диабете связано с мо-

дификацией активного центра этих белков природными дикарбонилами, 

как видно из изменения кинетических характеристик гомогенных фер-

ментных препаратов в процессе инкубации с МДА, глиоксалем и ме-

тилглиоксалем. Показано, что МДА увеличивает жесткость культивиру-

емых эндотелиоцитов, тогда как глиоксаль, напротив, существенно 



318 

уменьшает ригидность этих клеток.Установлено, что обработка эритро-

цитов МДА увеличивает устойчивость этих клеток к гипоосмотическому 

гемолизу, в то время как изомер МДА  метилглиоксаль, напротив, дела-

ет эритроциты более чувствительными к действию гипоосмотической 

среды. Полученные данные, указывают на возможность разнонаправлен-

ного действия близких по строению низкомолекулярных дикарбонилов 

на структуру и функцию биомембран. Исследованные низкомолекуляр-

ные дикарбонилы легко диффундируют сквозь эритроцитарную мембра-

ну и способны участвовать в образовании аддуктов с аминогруппами 

белков и аминосодержащих фосфолипидов в мембране, приводя к моди-

фикации мембранной структуры. Очевидно, что диальдегид МДА может 

«сшивать» молекулы мембранных белков или участвовать в образовании 

«химерных» белок-липидных комплексов в мембране с участием амино-

фосфатидов, приводят к увеличению механической прочности мембран 

МДА-модифицированных клеток. В то же время, при взаимодействии 

метилглиоксаля с мембранными аминосоединениями, кето-группа этого 

дикарбонила остается свободной, что должно приводить к увеличению 

общей полярности метилглиоксаль-модифицированной мембраны. Под-

тверждением такой возможности являются полученные нами ранее дан-

ные, указывающие на то, что накопление в липосомальной мембране бо-

лее полярных, чем неокисленные ацилы, гидроперокси-ацилпроизводных 

фосфолипидов приводит к существенному уменьшению микровязкости, 

причем восстановление мембранных ацилгидропероксидов до еще более 

полярных спиртов сопровождается еще большим снижением микровяз-

кости липосом. По аналогии с описанным процессом, карбонильная мо-

дификация аминосоединений в мембране также должна сопровождаться 

неизбежным увеличением полярности и, как следствие, уменьшением 

микровязкости, что может влиять на осмотическую резистентность кле-

ток. Очевидно, что меньшая чувствительность к механическому растя-

жению при гипоосмотическом воздействии у более ригидных МДА-

модифицированных эритроцитов вполне объяснима увеличением проч-

ности наружных мембран вследствие образования поперечных сшивок. В 

то же время, уменьшение резистентности к гипоосмосу метилглиоксаль-

модифицированных эритроцитов объяснимо повышенной гидратацией 

мембран вследствие приобретения ими большей полярности, что должно 

приводить к «разрыхлению» мембран и снижению их механической 

прочности. При сахарном диабете отмечено увеличение содержания ме-

тилглиоксаля не только в плазме крови, но и в цитозоле эритроцитов, что 

сопровождается увеличением количества аминофосфолипида  фосфа-

тидилсерина, экспонируемого на клеточной поверхности. Это приводит 
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либо к ускоренному апоптозу красных кровяных клеток (эритроптозу), 

либо к связыванию эритроцитов с эндотелием, что создает препятствия 

для нормальной микроциркуляции. Существует, вероятно, и другой ме-

ханизм деградации модифицированных метилглиоксалем эритроцитов: 

поскольку макрофаги имеют специфичные рецепторы для фосфатидил-

серина, эритроциты с экспонированным на наружной мембране амино-

фосфатидом быстро опознаются, связываются и уничтожаются этими 

клетками. Можно полагать, что экспонирование фосфатидилсерина на 

клеточной поверхности эритроцитов обусловлено усиленным связывани-

ем аминофосфатида с метилглиоксалем, приводящим к увеличению по-

лярности фосфолипида. В соответствии с этим обработка ЛНП продук-

том окислительных превращений глюкозы – метилглиоксалем сопро-

вождается увеличением окисляемости ЛНП, вероятно, вследствие «раз-

рыхления» наружного фосфолипидного монослоя, что в конечном итоге 

приводит к захвату окислительно модифицированных частиц ЛНП клет-

ками стенки сосудов и накоплению в них эфиров холестерина из гидро-

фобного ядра частиц ЛНП. Таким образом, полученные нами данные 

свидетельствуют о существенных изменениях структуры природных ли-

пид-белковых комплексов (биомембран, липопротеидов плазмы крови) 

при их модификации низкомолекулярными природными дикарбонилами, 

что может играть важную роль в патогенезе атеросклероза и сахарного 

диабета. Приведенные результаты свидетельствуют также о едином мо-

лекулярном механизме повреждения стенки сосудов при атеросклерозе и 

сахарном диабете (включающем образование карбонил-

модифицированных ЛНП), что согласуется с известным фактом мани-

фестирования атеросклероза при наличии сахарного диабета. 

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта Российского 

научного фонда № 14-15-00245.  
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Тканевая инженерия основана на введении в организм тканеинже-

нерной конструкции, состоящей из матриц-носителей, клеток и биологи-

чески активных веществ. Тканеинженерная конструкция должна быть 

биодеградируемая, стимулировать рост нужного типа ткани, чтобы, в ко-

нечном итоге, на ее месте была сформирована новая, естественная 

ткань [1]. 

Матрицы, которые используются в тканевой инженерии, должны 

отвечать определенным требованиям. Они должны быть биологически 

совместимыми и обладать определенной механической прочностью. Для 

интеграции с окружающими тканями, матрица должна имитировать 

структуру и морфологию естественной ткани. Для формирования матриц 

используются натуральные и синтетические биодеградируемые полиме-

ры.  

Коллаген является основным белковым компонентом внеклеточного 

матрикса и распознается клетками как благоприятная среда для роста и 

пролиферации [2]. Однако добавление коллагена в состав матрицы влия-

ет на ее механические свойства.  

Целью данной работы является формирование композитных матриц 

на базе полилактогликолида и коллагена с помощью сверхкритических 

флюидных технологий и изучение их механических и биологических ха-

рактеристик. 

Материалы: сополимеры молочной и гликолевой кислот. Биополи-

мер коллаген. Медицинская биорезорбируемая сетка «Викрил». 

Методы: формирование матриксов методом монолитизации порош-

ковых материалов в сверхкритическом СО2 [3]; проведение механиче-

ских испытаний полученных композитных материалов на испытательной 

машине EZTest, модели EZ-SX, производства Shimadzu Corporation, Япо-

ния; тестирование матриц на цитотоксичность. 

Ход работы. Образцы изготавливались из мелкодисперсного (размер 

частиц 50–100 мкм) порошка полилактогликолида (марки Purasorb PDLG 

7507 производство ―Purac‖, Нидерланды) и его смеси с порошком колла-

гена I типа (размер частиц 100–200 мкм) в равных по массе пропорциях.  
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Формирование матриц – их монолитизация – происходило в пресс-

формах, помещенных в кювету высокого давления. Обработка полимер-

ных порошков проводилась при давлении CO2 – 15 МПа и температуре 

42 
о
С в течение 1 ч. Через 24 ч после сброса давления полученные поли-

мерные пластины извлекались из пресс-форм и из них вырезались образ-

цы для механического тестирования. Для проведения механических ис-

пытаний были сформированы образцы в виде пластинок длиной 20 мм и 

шириной 10 мм. В средней части пластин с двух сторон были сделаны 

вырезы таким образом, чтобы в центре была образована перетяжка ши-

риной 5 мм. Испытания проводились при комнатной температуре в усло-

виях одноосного растяжения со скоростью перемещения 1 мм/мин.  

В таблице представлены результаты механических испытаний 4 ви-

дов матриц: из чистого полимера, из полимера, армированного викри-

ловой сеткой, из полимера, смешенного с коллагеном (композитные) и 

композитные матрицы с викриловой сеткой. 

 

Таблица – Результаты механических испытаний  
Модуль Юнга, Н/мм

2 

Толщина, 

мм 
Полимер Δ 

Полимер 

+ викрил 
Δ Композит Δ 

Композит 

+ викрил 
Δ 

1 1,8 0,4 2,7 0,6 1,40 0,18 2,20 0,5 

2 1,66 0,28 2,13 0,23 1,04 0,14 1,42 0,3 

3 1,54 0,21 1,48 0,14 0,71 0,07 0,78 0,2 

Примечание: Δ – среднеквадратичное отклонение. 

 

Сравнительно низкая механическая прочность композитных образ-

цов объясняется тем, что во время обработки в сверхкритическом CO2 

пластифицируется только полимер. Частицы коллагена оказываются 

включенными в полимерную пластинку (рисунок) и являются инициато-

рами образования трещин, что снижает механическую прочность кон-

струкции. Включение в матрицы викриловой сетки, напротив, увеличи-

вает их прочность, особенно, при малых толщинах образцов. 

На цитотоксичность образцы тестировались in vitro с помощью 

культур фибробластов мыши линии NIH 3Т3. Оценка жизнеспособности 

популяции проводилась с помощью окраски метилтиазолилдифенил-тет-

разолиум бромидом (МТТ-тест). Метод основан на том, что дегидроге-

назы митохондрий восстанавливают желтый МТТ до пурпурного форма-

зана. Реакция происходит только в живых клетках с активными мито-

хондриальными ферментами. Тест показал отсутствие токсичности для 

всех типов матриц. 
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Рисунок – Микрофотография поверхности композитного образца 

 

Выводы. Все исследуемые материалы показали отсутствие токсич-

ности и могут быть использованы для формирования матриц тканеинже-

нерных конструкций. По результатам механического тестирования была 

выявлена низкая прочность композитных образцов. При внедрении вик-

риловой сетки прочность значительно возрастает, поэтому наиболее пер-

спективными для создания матриц, с точки зрения механической проч-

ности и биосовместимости, являются композиты полилактогликолида и 

коллагена с викриловой сеткой. Однако для окончательного определения 

оптимального состава и структуры матриксов необходимо проведение 

дополнительных исследований. 
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 ПРИ ПРЕВЕНТИВНОМ И ЛЕЧЕБНОМ РЕЖИМЕ ВВЕДЕНИЯ 

 БИФЕРМЕНТНОГО КОНЪЮГАТА 
СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗА-ХОНДРОИТИНСУЛЬФАТ-

КАТАЛАЗА 
 

Максименко А.В., Ваваева А.В., Звягинцева М.А., Абрамов А.А., 
Лакомкин В.Л. 

 
ФГБУ Российский кардиологический научно-производственный комплекс 

 Министерства здравоохранения Российской Федерации, Москва, Россия 

 

Использование в качестве лекарственных средств высокомолеку-

лярных соединений открыло новую страницу терапии и инициировало 

формирование «новой биологии» и биофармакологии. В настоящее вре-

мя успешно клинически используются ферментные препараты для тром-

болизиса [1], полимерные комплексы на основе фармсополимеров 

(включая метакриловые) как пероральные терапевтические средства [2], 

конъюгаты с антителами для лечения онкологических поражений [3], 

плазменные конструкции с генами физиологически активных веществ 

для развития ангиогенеза [4]. Накопление значимых и интересных ре-

зультатов наглядно свидетельствует об актуальности и продуктивности 

направления биомедицинских разработок новых лекарственных средств 

на основе высокомолекулярных соединений.  

При известной междисциплинарности и многостадийности таких 

изучений (рисунок 1) они активно развиваются. Интенсивно ведутся ра-

боты по получению разных форм высокомолекулярных производных 

пригодных для медицинского применения. Указанный подход ярко про-

является в модификации природных биокатализаторов – ферментов. Ко-

валентное присоединение к Cu, Zn-супероксиддисмутазе низкомолеку-

лярного гепарина повышало стабильность фермента против ряда воздей-

ствий [5]. Пролонгированное удержание в кровотоке, повышенную (в 

сравнении с нативным биокатализатором) стабильность против протео-

лиза и резистентность к действию ингибиторов демонстрирует бычья 

панкреатическая рибонуклеаза после еѐ конъюгирования с поли [N-(2-

гидроксипропил)метакриламидом] [6]. Такой конъюгат рибонуклеазы 

показывает улучшенную антиопухолевую активность. Модификация 

белков полиэтиленгликолем часто используется для увеличения времени 

их пребывания в организме, что отмечалось для производных гиалуро-

нидазы [7] и лизоцима [8]. Антиоксидантный эффект овальбумина и ан-
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тимикробиальная активность лизоцима повышались после их гликозили-

рования галактоманнаном [9]. Использование антиоксидантных фер-

ментных производных оказалось весьма эффективным в исследовании их 

модифицированных форм против поражающего действия окислительно-

го стресса [10].  

 
НАТИВНЫЕ ФОРМЫФЕРМЕНТОВ и БИОКАТАЛИЗАТОРЫ ДИКОГО ТИПА

МОДИФИКАЦИЯ СВОЙСТВ БЕЛКОВ С ЦЕЛЬЮ
Уменьшения или устранения Придания новых качеств

недостатков (низкая стабильность,    (селективное накопление в очаге

высокая ингибируемость в организме,    поражения, расширение терапев-
короткое время полужизни и др.)    тической активности, снижение

токсичности и др.) 

ПРИМЕНЯЕМЫЕ МЕТОДЫ
ковалентное присоединение к функциональным белковым группам низко-

и высокомолекулярных соединений, модификация N- и С-концов белковой цепи
(как например, N-ацетилирование и С-амидирование), пэгилирование, 

циклизация аминокислотной цепи по типу голова к хвосту, замена лабильных и введение
дополнительных аминокислот, рекомбинирование ДНК, олигомеризация белков их присоединением

друг к другу и др.

ОЦЕНКА ДОСТОВЕРНОСТИ ЗНАЧИМОГО ТЕРАПЕВТИЧЕСКОГО ЭФФЕКТА БЕЛКОВЫХ ПРОИЗВОДНЫХ IN VIVO

ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОЕ И ИММУННОЕ ТЕСТИРОВАНИЕ МОДИФИЦИРОВАННЫХ БЕЛКОВЫХ ФОРМ

ОПТИМИЗАЦИЯ ТЕХНОЛОГИИ ПОЛУЧЕНИЯ ФЕРМЕНТНЫХ ПРОИЗВОДНЫХ ЛЕКАРСТВЕННОГО НАЗНАЧЕНИЯ

ПЕРЕХОД ОТ ПРЕДКЛИНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ ПРОИЗВОДНЫХ К ИХ КЛИНИЧЕСКИМ ИСПЫТАНИЯМ

СОСТАВЛЕНИЕ И УТВЕРЖДЕНИЕ ДОКУМЕНТАЦИИ ПО ПРИМЕНЕНИЮ И ВЫПУСКУ БЕЛКОВЫХ ЛЕКАРСТВ

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МОДИФИЦИРОВАННЫХФЕРМЕНТНЫХСРЕДСТВ В

КЛИНИЧЕСКОЙ ПРАКТИКЕ  
 

Рисунок 1 – Условное представление многоэтапности разработки и  

исследования новых модифицированных форм ферментов  

терапевтического назначения. 

 

Развитие большинства сосудистых патологий сопровождается избы-

точным образованием активных форм кислорода – окислительным 

стрессом. Блокированию его развития и ликвидации последствий пора-

жения служат антиоксидантные ферменты [11]. Заметную сосудопротек-

тивную активность продемонстрировал полученный и исследованный 

нами биферментный конъюгат супероксиддисмутаза-

хондроитинсульфат-каталаза (СОД-ХС-КАТ) [1, 3, 10]. Интересно отме-

тить, что биомедицинское изучение конъюгата СОД-ХС-КАТ не только 

способствовало определению режимов его потенциального применения 



325 

(рисунок 1), но и обосновывало последующие задачи исследования пато-

генеза сосудистых нарушений (в частности, определения в нем места и 

времени действия окислительного стресса). 

На модели эндотоксического шока у крыс (индуцированного внут-

ривенным болюсом бактериального липополисахарида (ЛПС)) было об-

наружено достоверное повышение жизнеспособности их организма при 

превентивном (т.е. до введения инфекционного агента) режиме примене-

ния конъюгата СОД-ХС-КАТ. Показатель суточной выживаемости жи-

вотных в группе эксперимента был достоверно в 1,4 (p<0,03) раза выше, 

чем в группе контроля. Более того, использование лечебного (т.е. с вве-

дением конъюгата после, а не до введения ЛПС) режима для внутривен-

ного болюса СОД-ХС-КАТ продемонстрировало большую суточную 

выживаемость животных в экспериментальной группе в сравнении с 

контрольной (в 1,5 раза, p<0,04). Определенная значимая терапевтиче-

ская эффективность биферментного конъюгата обосновывает задачи по-

следующих этапов изучения его лечебного действия NO-зависимым и 

NO-независимым образом и выяснения роли окислительного стресса в 

патогенезе сосудистых нарушений. 

Настоящее исследование было поддержано грантом РФФИ 15-04-

03584 и Министерством здравоохранения России. 
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Простой способ установить локальные свойства материала – вдав-

ливание – широко используется для характеристики различных материа-

лов. Используя этот простой прием, А.В. Шоттом с коллегами был пред-

ложен метод оценки степени гидратации тканей (эдемометрия) [1] и раз-

работано соответствующее устройство (рисунок 1). Принцип его работы 

основан на выдавливании жидкости из ткани посредством цилиндриче-

ской упругой мембраны, под которую нагнетается воздух под давлением 

100 мм. рт. ст. (13,3 кПа). Выдавливание жидкости из ткани сопровожда-

ется понижением давления под мембраной, которое измеряется мано-

метром (рисунок 2). Этот метод позволяет точно и быстро выявить 

нарушения гидратации тканей. Такие данные могут быть использованы 

для оценки адекватности инфузионной терапии. Усовершенствование 

устройства заключалось в подключении электронного манометра и мик-

ропроцессорной системы с целью сбора и передачи данных в персональ-

ный компьютер. 

 

  
Рисунок 1 – Эдемометр Рисунок 2 – Результат измерения  

 

Это устройство наряду с выявлением нарушения гидратации может 

еще дать оценку важным механическим характеристикам живой ткани. В 

последнее время для моделирования механического поведения биологи-

ческих тканей используют модель пороэластичной среды: твердая (эла-
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стичная) среда образует матрицу с открытыми порами, жидкая среда 

находится в порах и может перетекать между ними [2]. Разработанный в 

настоящее время математический аппарат пороэластичности пригоден 

для приближенного моделирования мягких биотканей. Данный матема-

тический аппарат успешно применялся в биомеханике для моделирова-

ния механического поведения при внешних воздействиях на некоторые 

ткани человеческого организма – хрящ, мозг, внутриклеточный транс-

порт. В работе [2] предлагается способ вычисления параметров пороэла-

стичности по взаимосвязи глубины погружения цилиндрического инден-

тора в пороэластичный материал напряжения в этом материале. Этот 

способ применим и для эдемометра.  

Представим гетерогенную среду, состоящую из упругого каркаса и 

жидкости, заполняющей пространство внутри каркаса, среду, не под-

вергнутую внешней механической нагрузке [2]. Пусть 0C  количество 

жидкости, приходящееся на единицу объема этой среды без механиче-

ской нагрузки, и 0  – химический потенциал этой жидкости. При прило-

жении механической нагрузки среда деформируется с вектором переме-

щения  txxxui ,,, 321 , образуя зависимое от времени поле относительной 

деформации   2ijjiij xuxu  . Закон сохранения масс жидкости, за-

полняющей каркас, требует выполнения условия kk xJtC  , здесь 

C  – количество жидкости, приходящееся на единицу объема этой среды, 

а kJ  – поток жидкости, вызванный нагрузкой. Приращение объема жид-

кости пропорционально приращению объема среды, поэтому 

 0CCkk  ,   – объем жидкости в образце среды, тогда химический 

потенциал жидкости изменится от 0  до   и механическое напряжение 

среды, в случае линейного приближения, определяется выражением 

      0212  ijijkkijij G , здесь G  – модуль сдвига среды,   

– коэффициент Пуассона. Механическое равновесие среды определяется 

как 0 jij x . Однако в среде происходит движение жидкости, вызван-

ное механической нагрузкой. При этом градиент химического потенциа-

ла вызывает поток жидкости, согласно закону Дарси:   ii xkJ   2 , 

здесь k  – проницаемость среды,   – вязкость жидкости. Комбинация 

приведенных выше выражений [2] дает выражение, похожее на уравне-

ние диффузии CDtC 2 , с коэффициентом переноса 

      kGD  2112 , с негомогенными граничными и начальными 

условиями, и не может быть разрешимо без дополнительных взаимосвя-

зей с другими задачами. 



329 

Цилиндрический индентор в виде мембраны эдемометра радиуса R  

погружается в биологическую ткань на глубину h , при этом возникает 

сила     22 RtPtF  ,  tP  – давление в эдемометре (рисунок 3). Для меха-

нического равновесия в биологической ткани необходимо, чтобы жид-

кость свободно перемещалась в зоне контакта, соразмерного с площадью 

мембраны. В момент времени t  жидкость вытесняется на глубину поряд-

ка tD  , а релаксирующая сила может быть описана выражением: 

   
   








 





20 a

tD
g

FF

FtF
, (1) 

здесь        254.0exp304.0exp304.1g , 2atD   – эмпирическая 

функция по результатам численного математического моделирования. 

 
 

Рисунок 3 – Схема вдавлива-

ния в ткань 

Рисунок 4 – Экспериментальные данные 

(точки) и выражение (1) (линия) 

 

Уравнение равновесия позволяет вычислить силу в начальный мо-

мент времени   GhRF 80   и, следовательно, модуль сдвига, а коэффици-

ент Пуассона выражается простой формулой       120 FF . Таким 

образом, из начальных и конечных условий получаются важные характе-

ристики пороэластичности. Из приведенной на рисунке 4 кривой полу-

чилось G 35 кПа,  0,37. Посредством верификации выражения (1) по 

результатам измерения (рисунок 4) получено значение коэффициента 

переноса D 2,5·10
–7

 м
2
/с и из выражения       kGD  2112  была 

вычислена проницаемость, которая оказалась равной  

k 1,8·10
–14

 м
2
, при вязкости жидкости  4 мПа·с. 

Таким образом, простейший прием – вдавливание позволяет полу-

чить физические характеристики биологической ткани: модуль сдвига, 

коэффициент Пуассона и проницаемость. Последняя характеристика, 

вероятно, связана с микроциркуляторными процессами. 
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В соответствии с современными представлениями усиленная про-

дукция активных форм кислорода (АФК) вызывает целый комплекс па-

тологических процессов и ответных реакций клетки, ведущих к разви-

тию окислительного стресса. Раскрытие механизмов окислительного 

стресса и поиск эффективных фармакологических препаратов, защища-

ющих клеточные структуры от окислительного повреждения, является 

актуальной проблемой биофизики на протяжении многих лет. Однако 

регуляция клеточных редокс-процессов с помощью фармакологических 

препаратов представляет собой сложную и до конца не решенную зада-

чу. На необходимость поиска и изучения механизмов действия новых ан-

тиоксидантов указывает и тот факт, что природные и синтетические ан-

тиоксиданты, использование которых ориентировано на ингибирование 

известных окислительных процессов, часто не обладают ожидаемой 

клинической эффективностью при лечении и профилактике заболеваний, 

в патогенезе которых важную роль играют окислители. 

Эффективными регуляторами клеточных редокс-процессов являют-

ся природные и синтетические фенольные антиоксиданты. Несмотря на 

то, что структурные особенности фенолов, определяющие их антиокси-

дантные свойства в модельных системах, достаточно хорошо исследова-

ны, взаимосвязь между биологическим действием фенольных препаратов 

и их антиоксидантными свойствами зачастую не выявляется.  
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Ранее нами было изучено влияние синтетических водорастворимых 

фенольных серосодержащих антиоксидантов 3-(3'-трет-бутил-4'-

гидроксифенил)-пропилтиосульфонат натрия (ТС-13) и 3,5-диметил-4-

гидроксибензилтиоэтаноат калия (БЭК-11-К) на пролиферативную ак-

тивность опухолевых клеток и роль редокс-зависимых и кальций-

зависимых сигнальных механизмов в реализации отклика опухолевых 

клеток на действие антиоксидантов [1, 2]. Обнаружено, что БЭК-11-К 

стимулировал пролиферацию, а индуктор сигнальной системы 

Keap1/Nrf2/ARE фенольный антиоксидант ТС-13 ингибировал рост опу-

холевых клеток в культуре. Показано, что при действии ТС-13 путем от-

крытия пор высокой проницаемости через редокс-зависимый механизм 

индуцировался запуск митохондриально-опосредованного апоптоза.  

В настоящем исследовании изучено действие синтетических водо-

растворимых антиоксидантов ТС-13 и БЭК-11-К, а также аскорбата 

натрия на процессы окислительного гемолиза эритроцитов. В сравнении 

с другими типами клеток, включая опухолевые, в эритроцитах отсут-

ствуют такие важные внутриклеточные мишени действия фенолов, как 

белки митохондрий и белки сигнальной системы Keap1/Nrf2/ARE. От-

сутствие внутриклеточных органелл и ряда систем внутриклеточной сиг-

нализации позволяет использовать эритроциты в качестве простейшей 

клеточной модели для изучения действия новых антиоксидантов [3, 4].  

Водорастворимые фенольные антиоксиданты ТС-13 и БЭК-11-К 

синтезированы в НИИ химии антиоксидантов (Новосибирск, Россия), как 

описано ранее [5]. В работе использовали эритроциты здоровых доноров. 

Гемолиз проводили в фосфатно-солевом буфере (10 мМ 

Na2HPO4/KH2PO4, 137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, 5 мМ D-глюкозы, рН 7,4) 

путем добавления 0,2 мМ хлорноватистой кислоты к суспензии эритро-

цитов. При определении влияния антиоксидантных препаратов на гемо-

лиз эритроцитов исследуемое соединение вводили в суспензию клеток за 

5 минут до добавления хлорноватистой кислоты. Антиоксидантный эф-

фект (IА) определяли как долю неразрушенных эритроцитов, выражен-

ную в процентах.  

Показано, что исследуемые антиоксиданты в микромолярных кон-

центрациях и выше дозозависимо снижали скорость окислительного ге-

молиза эритроцитов (рисунок 1). При действии синтетических феноль-

ных антиоксидантов ТС-13 и БЭК-11-К наблюдался более сильный про-

текторный эффект, чем при действии аскорабата. В данной модельной 

системе из трех исследуемых антиоксидантов наиболее эффективным 

оказался БЭК-11-К (рисунок 2). Полученные нами результаты указывают 

на отсутствие взаимосвязи между биологическим действием фенольных 
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препаратов и их непосредственными антиоксидантными свойствами: так, 

БЭК-11-К и аскорбат натрия в микромолярных концентрациях стимули-

ровали рост клеток линии НЕр-2, а ТС-13, наоборот, вызывал их гибель 

[1, 2]. Таким образом, при разработке новых антиоксидантных препара-

тов наряду с изучением их антиоксидантных свойств важным этапом яв-

ляется изучение внутриклеточных сигнальных механизмов, регулятора-

ми которых могут выступать исследуемые соединения.  

  

Рисунок 1 – Влияние антиокси-

дантов на гемолиз эритроцитов, 

концентрация антиоксидантов – 

20 мкМ  

Рисунок 2 – Доля негемолизи-

рованных эритроцитов в  

присутствии антиоксидантов 
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Важная роль редокс-процессов в поддержании жизнедеятельности 

клеток и необходимость изучения данных процессов для понимания па-

тогенеза и коррекции многих функциональных нарушений, реализуемых 

при окислительном стрессе, обуславливает актуальность их изучения на 

протяжении последних лет. Показано, что эндогенные (пероксид водоро-

да, глутатион, аскорбиновая кислота и др.) и экзогенные (антиоксиданты, 

прооксиданты и др.) редокс-активные соединения участвуют в регуляции 

широкого спектра биохимических и физиологических процессов, вклю-

чая регенеративные и адаптационные процессы, иммунный ответ, диф-

ференцировку стволовых клеток, пролиферацию и апоптоз [1-3]. В ре-

зультате сопряженного функционирования оксидоредуктаз и низкомоле-

кулярных редокс-активных соединений, в клетках поддерживается опре-

деляющий их жизнедеятельность редокс-гомеостаз, для количественной 

характеристики которого нами обоснованы новые физико-химические 

параметры – эффективный редокс-потенциал и редокс-буферная  

емкость [4-6].  

Показано, что увеличение концентрации окислителей при наруше-

нии редокс-гомеостаза играет важную роль в процессах старения орга-

низма и развитии различных заболеваний, включая онкологические, что 

обуславливает поиск эффективных регуляторов редокс-гомеостаза. С 

другой стороны, в области противоопухолевой терапии активно ведется 
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поиск более эффективных методов индуцирования гибели опухолевых 

клеток, в основе которых лежит не просто запуск окислительного стрес-

са, а реализация «контролируемого окислительного стресса» [7-9]. Одна-

ко регуляция редокс-гомеостаза с помощью фармакологических препа-

ратов является сложной и до конца не решенной задачей. 
Обнаружено, что многие природные и синтетические антиоксидан-

ты, использование которых ориентировано на ингибирование известных 

окислительных процессов, часто не обладают ожидаемой клинической 

эффективностью при лечении и профилактике заболеваний, в патогенезе 

которых важную роль играет окислительный стресс. Поэтому поиск и 

разработка эффективных средств и технологий регуляции редокс-

гомеостаза является актуальной задачей современной медицинской био-

физики. 

Биологический эффект действия редокс-активных соединений опре-

деляется не конкретной молекулой, а группой взаимодействующих 

участников, образующих электрон-транспортные цепи. Внутриклеточ-

ные электрон-транспортные процессы, протекающие с участием редокс-

активных соединений, рассматриваются как один из способов передачи 

информации в клетках [10, 11]. В отличие от вторичных мессенджеров, 

участвующих во внутриклеточной передаче информационных сигналов, 

редокс-активные соединения функционируют как мессенджеры, перено-

сящие электроны, или редокс-мессенджеры [3, 11].  

Технологии управления функциональными свойствами клеток на 

основе регуляции клеточных электрон-транспортных процессов пред-

ставляют собой новую группу биотехнологий, которую можно назвать 

редокс-биотехнологиями [9]. Установление закономерностей протекания 

электрон-транспортных процессов при регуляции пролиферации и гибе-

ли клеток, а также изучение механизмов действия гидрофобных и гид-

рофильных редокс-активных соединений, регуляторов активности окси-

доредуктаз и регуляторов редокс-гомеостаза является необходимым эта-

пом развития таких технологий. 

В результате экспериментальных исследований, проведенных с ис-

пользованием различных редокс-активных соединений (аскорбиновая 

кислота, монофенолы, пара-бензохиноны и др.), нами описан новый путь 

редокс-регуляции программируемой гибели клеток, согласно которому 

запуск митохондриально-опосредованного апоптоза происходит в ре-

зультате кратковременного усиления локальной продукции активных 

форм кислорода (АФК) за счет участия специфических оксидоредуктаз. 

Установлено, что образующиеся в митохондриях АФК являются участ-

никами редокс-сигнальных процессов, ведущих к формированию мито-
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хондриальных пор высокой проницаемости и запуску программируемой 

клеточной гибели. Нами показано, что активация данного механизма со-

провождается снижением митохондриального мембранного потенциала 

и блокируется ингибитором пор высокой проводимости – циклоспори-

ном А. Полученные результаты позволяют предположить, что важным 

условием функционирования установленного редокс-сигнального меха-

низма является колокализация митохондриальных оксидоредуктаз, во-

влеченных в образование АФК, и мишеней действия АФК, участвующих 

в механизме запуска апоптоза. Существенным элементом предложенного 

нами механизма также является зависимость данного пути передачи сиг-

налов от величин параметров редокс-состояния клетки. 

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке Белорус-

ского республиканского фонда фундаментальных исследований (грант 

№ М15-019). 
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Важное значение в поддержании здоровья и продуктивности живот-

ных наряду с сердечно-сосудистой, эндокринной, нервной и другими си-

стемами имеет иммунная система организма. Развитие различных пато-

логических процессов в организме животных, как правило, сопровожда-

ется возникновением иммунодефицита. Зачастую этому способствуют 

нарушения в рационе, повышенное давление различных ксенобиотиков, 

вызванное ростом химизации сельскохозяйственного производства и т.п., 

что приводит к появлению системных патологий, которые требуют кор-

ректировки с помощью различных лекарственных средств. Для коррек-

ции иммунодефицита необходимо использовать иммуностимуляторы, 

которые приводят в норму иммунный статус организма, способствуют 

повышению эффективности многих лекарственных средств, лучшему 

заживлению ран, стимулируют процессы регенерации, обладают росто-

стимулирующими свойствами, оказывают адаптогенное действие и 

ослабляют влияние стрессов на организм.  
В настоящее время в ветеринарии используется широкий спектр 

иммуностимуляторов различной природы, однако продолжает оставаться 

актуальной разработка и внедрение в практику новых отечественных вы-
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сокоэффективных иммуностимулирующих препаратов для лечения и 

профилактики вирусных и паразитарных болезней животных. 
В РУП «Институт экспериментальной ветеринарии 

им. С.Н. Вышелесского» создан новый иммуностимулятор бактериаль-

ного происхождения для ветеринарии «Иммуновир» на основе липопо-

лисахаридов штамма № 22 бактерий Bacillus subtilis.  

Известно, что иммуностимулирующие препараты не только оказы-

вают влияние непосредственно на клетки иммунной системы, но и обла-

дают детоксикационным, гепатопротективным действием и антиокси-

дантным эффектом [1]. 

Целью настоящей работы являлось исследование влияния нового 

бактериального иммуностимулятора на развитие процессов пероксидно-

го окисления липидов (ПОЛ) в плазме и лимфоцитарной фракции крови 

животных, а также на уровень глутатиона в эритроцитах крови, как од-

ного из ключевых элементов антиоксидантной защиты. 
В работе использовали новый препарат «Иммуновир» и коммерче-

ский иммуностимулятор «Альвеозан» – препарат сравнения. Кровь мор-

ской свинки в объеме 100 мкл вносили в 2 мл среды RPMI 1640, содер-

жащей 0,1 % гентамицина сульфата, 1 % L-глутамина и 10 % эмбрио-

нальной сыворотки телят. К образцу добавляли 200 мкл исследуемого 

иммуностимулятора в концентрации 500 мкг/мл. Образцы помещали в 

суховоздушный СО2-инкубатор HERAcell 150 и культивировали в тече-

ние 48 часов при 37 °С в присутствии 5 % СО2.  

Лимфоциты из крови морских свинок выделяли стандартным спосо-

бом центрифугирования в градиенте плотности фиколл-урографина. 

Концентрацию продуктов ПОЛ определяли по содержанию образовав-

шегося малонового диальдегида (МДА) с помощью теста с тиобарбиту-

ровой кислотой. Концентрацию восстановленного глутатиона в эритро-

цитах, выделенных методом центрифугирования, определяли стандарт-

ным спектрофотометрическим методом с использованием реактива Элл-

мана.   
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Рисунок 1 – Влияние 

иммуностимуляторов на 

накопление МДА в плазме и цель-

ной крови животных 

Рисунок 2 – Влияние 

иммуностимуляторов на 

накопление МДА в 

лимфоцитарной фракции крови 

 

Кроме того, следует отметить, что оба иммуностимулятора суще-

ственно повышают концентрацию восстановленного глутатиона в эрит-

роцитах крови животных (рисунок 3). 

 
 

Рисунок 3 – Влияние иммуностимуляторов на концентрацию  

восстановленного глутатиона в эритроцитах 

 

Для статистической обработки экспериментальных данных исполь-

зовали пакеты программ «Microsoft Excel 2010», «Origin 7.5». Результаты 

опытов обрабатывали статистически с вычислением средней арифмети-

ческой, стандартного отклонения и достоверности различий (р) по кри-

терию Стьюдента-Фишера. 
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Установлено, что как коммерческий препарат «Альвеозан», так и 

«Иммуновир», проявляют выраженный антиоксидантный эффект, т.е. 

ингибируют свободнорадикальные процессы ПОЛ в плазме крови, при-

чем аналогичное влияние исследованных препаратов, хотя и менее вы-

раженное (на 11,0–23,2 %), наблюдается и в цельной крови животных 

(рисунок 1).  
Существенно больше амплитуда антиоксидантного эффекта имму-

ностимуляторов проявляется при исследовании лимфоцитов крови – 

уровень МДА падает на 54,5–60,5 % (рисунок 2). В ходе проведения этой 

серии экспериментов использовали два варианта: во-первых, инкубиро-

вали цельную кровь с препаратами, после чего выделяли лимфоциты и, 

во-вторых, в начале эксперимента выделяли иммунокомпетентные клет-

ки, которые и культивировали в присутствии «Иммуновира» и «Аль-

веозана». 

Таким образом, новый иммуностимулятор «Иммуновир» бактери-

ального происхождения значительно повышает уровень восстановленно-

го глутатиона в эритроцитах и подавляет процессы свободнорадикально-

го пероксидного окисления липидов как в плазме крови, так и иммуно-

компетентных клетках животных, причем его антиоксидантная актив-

ность выше, чем у известного коммерческого препарата «Альвеозан».  

 
Литература 

1. Иммунокоррекция в клинической ветеринарной медицине / 

П.А. Красочко [и др.]; под редакцией П.А. Красочко // Мн. – Техно-

перспектива. – 2008. – 507 с. 

 

 

РЕАКЦИОННЫЕ СВОЙСТВА И АНТИАГРЕГАНТНОЕ  
ДЕЙСТВИЕ ХЛОРАМИНА ТАУРИНА И ЕГО АНАЛОГОВ 
 

Мурина М.А.
1, Рощупкин Д.И.

1,2
, Серова Т.М.

1
, Сергиенко В.И.

1 

 
1
ФГБУ «Федеральный научно-клинический центр физико-химической  

медицины Федерального медико-биологического агентства», Москва 
2
ГБОУ ВПО «Российский национальный исследовательский медицинский 

университет им. Н.И.Пирогова» Минздрава, Москва, Россия 

 

В предупреждении внутрисосудистых тромбозов важную роль иг-

рают ингибиторы функций тромбоцитов (антиагреганты) и компонентов 

коагуляции плазмы крови (антикоагулянты) [1]. Нами обнаружено [2], 
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что эффективными антитромботическими соединениями являются хло-

рамины аминокислот и таурина, образующиеся в организме при актива-

ции фагоцитов [3]. Изучены физико-химические свойства, определяю-

щие их антитромботическую активность. Хлорамин таурина и его анало-

ги сильно различаются по реакционной способности с серосодержащими 

аминокислотами и пептидами. N,N-Дихлортаурин реагирует с метиони-

ном гораздо медленнее, чем N-хлортаурин (рисунок 1), а при взаимодей-

ствии с глутатионом наблюдается обратная картина.  

Непараметрическим квантовомеханическим методом B3LYP рас-

считаны молекулярные характеристики, в частности, парциальные заря-

ды Малликена для хлораминовой части и смежных атомов, определяю-

щие реакционную способность аминокислотных хлораминов Получена 

количественная корреляция реакционной способности исследуемых хло-

раминов с их молекулярными расчетными характеристиками [4].  

Наибольшая антиагрегантная активность в суспензии изолирован-

ных тромбоцитов и в обогащенной тромбоцитами плазме характерна для 

N,N-дихлортаурина что, скорее всего, обусловлено модификацией 

сульфгидрильных групп в белках–рецепторах плазматической мембраны. 

Установлено, что модификацию тромбоцитарных рецепторов АДФ (пу-

ринового рецептора P2Y12) и фибриногена (интегрина GP IIIa-IIb) мож-

но обнаружить турбидиметрическим методом, путем исследования кине-

тики агрегации тромбоцитов: зависимости начальной скорости от кон-

центрации агониста АДФ. Проведено сравнение антиагрегационного 

действия хлораминов с действием АТФ и интегрилина, соответственно 

конкурентных ингибиторов рецептора АДФ и фибриногена.  
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Рисунок 1 – Кинетические кривые взаимодействия N-хлортаурина (1) и 

N,N-дихлортаурина (2) с метионином (5 мМ). D – оптическая плотность 

при 260 нм (N-хлортаурин) или при 300 нм (N,N-дихлортаурин).  

Концентрация хлораминов по хлору 0,5 мМ. 
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Из рисунка 2 видно, что при действии на обогащенную тромбоци-

тами плазму N,N-дихлортаурина максимальная скорость агрегации 

тромбоцитов не меняется, т.е. не меняется количество активных рецеп-

торов, а уменьшается константа связывания АДФ. Такая картина, как хо-

рошо известно, характерна для случая конкурентного ингибирования. 

Можно полагать, что модификация рецептора АДФ вне активного центра 

по остаткам цистеина влечет за собой его конформационные изменения и 

уменьшение активности. В случае N-хлортаурина картина иная: при сла-

бом угнетении агрегации тромбоцитов максимальная скорость агрегации 

тромбоцитов существенно не меняется, но уменьшается константа свя-

зывания АДФ. С увеличением концентрации N-хлортаурина до 0,75 мМ, 

когда наблюдается значительное ингибирование агрегации тромбоцитов, 

максимальная скорость агрегации тромбоцитов снижается примерно в 2–

3 раза, и определенной зависимости от концентрации АДФ не наблюда-

ем. Вероятно, это обусловлено модификацией фибриногенового рецеп-

тора. Аналогичное действие на агрегацию тромбоцитов оказывал струк-

турный аналог хлорамина таурина N-метил-N-хлортаурин.  
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Рисунок 2 – Зависимость скорости агрегации тромбоцитов от концентра-

ции АДФ в двойных обратных координатах: в контроле (1), в присут-

ствии N,N-дихлортаурина в концентрации 0,25 мМ (2) и 0,5 мМ (3).  

V – начальная скорость агрегации тромбоцитов;  

[АДФ] – концентрации АДФ. 

 

Было исследовано действие ингибитора фибриногенового рецептора 

– интегрилина. Интегрилин (20–26 мкМ) оказывал действие, аналогичное 
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N-хлортаурину: скорость агрегации тромбоцитов снижалась примерно в 

2–2,5 раза и этот эффект существенно не возрастал при увеличении кон-

центрации АДФ. Можно полагать, что хлорамин таурина при низкой 

концентрации модифицирует рецептор АДФ P2Y12, а при повышенной 

концентрации дополнительно инактивирует рецептор фибриногена. 

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке РФФИ, 

грант № 16-04-00220. 

 

Литература 
1. Kluge, A.F. Acylating drugs: redesigning natural covalent inhibitors / 

A.F. Kluge, R.C. Petter // Current Opinion in Chemical Biology.– 2010.– 

Vol. 14, № 3. – P. 421–427. 

2. Противоагрегационное действие хлораминовых производных ами-

нокислот на тромбоциты в присутствии плазмы крови / 

М.А. Мурина [и др.] // Биофизика. – 1997. – № 6. – С. 1279–1285. 

3. Evidence for a role of taurine in the in vitro oxidative toxicity of neutro-

phils toward erythrocytes / E.L. Thomas [et al.] // J. Biol. Chem. – 1985. 

– Vol. 260, № 6. – P. 3321–3329. 

4. Рощупкин, Д.И. Молекуляpные xаpактеpиcтики и пpедcказание 

pеакционныx cвойcтв стpуктуpныx аналогов N-xлоpтауpина / 

Д.И. Рощупкин, К.В. Кондрашова, М.А. Мурина // Биофизика. – 

2014. – Т. 59. – С. 1045–1050. 

 

 

ИННОВАЦИОННЫЕ МЕТОДЫ ПОВЫШЕНИЯ  
ЭФФЕКТИВНОСТИ ФОТОТЕРАПИИ  

ГИПЕРБИЛИРУБИНЕМИИ НОВОРОЖДЕННЫХ ДЕТЕЙ 
 

Плавский В.Ю.
1
, Микулич А.В.

 1
, Леусенко И.А.

1, Третьякова А.И.
1,  

Плавская Л.Г.
1, Gao Jing2, Xiong Daxi2, Wu Xiaodong2 

 
1
Институт физики НАН Беларуси, Минск, Беларусь 

2
Институт биомедицинской инженерии и технологий Китайской  

академии наук, Сучжоу, Китайская Народная Республика 

 

Введение. Фототерапия – основной и наиболее распространенный 

способ лечения гипербилирубинемии новорожденных детей – синдрома, 

обусловленного избыточным накоплением билирубина в крови и под-

кожном жировом слое ребенка. Метод основан на тотальном воздействии 

на поверхность тела младенца светом плотностью мощности 0,5–
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2,0 мВт/см
2
, спектральный состав которого соответствует длинноволно-

вой полосе поглощения билирубина (λ=400–530 нм). Считается, что 

определяющую роль в снижении уровня билирубина в организме ново-

рожденных под действием света играют процессы фотоизомеризации 

пигмента – образование его конфигурационных и структурных изомеров, 

которые являются более гидрофильными соединениями, чем нативный 

билирубин, и быстрее выводятся из организма. Однако, несмотря на ши-

рокое использование фототерапевтических технологий для снижения 

уровня билирубина у новорожденных, разработка эффективных и без-

опасных для ребенка методов терапии по-прежнему остается актуальной 

проблемой. 

Цель данной работы – разработка инновационных методов повыше-

ния эффективности фототерапии за счет расширения (в пределах длин-

новолновой полосы поглощения билирубина) спектрального диапазона 

излучения светодиодных источников и оптимизации параметров воздей-

ствующего излучения. 

Результаты и обсуждение. В настоящее время нет альтернативы ис-

пользованию светодиодных источников в аппаратуре для фототерапии 

гипербилирубинемии новорожденных детей. Излучатели данного типа 

синей и сине-зеленой областей спектра значительно превосходят лампо-

вые источники (ртутные, галогенные, металлогалоидные) по совокупно-

сти спектрально-энергетических и эксплуатационных характеристик. 

Аппаратура для фототерапии желтухи новорожденных детей на основе 

светодиодных источников: а) не содержит ультрафиолетовой и инфра-

красной составляющих (оказывающих побочные неблагоприятные эф-

фекты на новорожденного); б) обеспечивает регулировку интенсивности 

воздействующего излучения в зависимости от тяжести состояния ново-

рожденного; в) превышает в десятки раз ламповые источники по ресурсу 

работы; г) характеризуется малыми масса-габаритными показателями; д) 

устойчива к механическим повреждениям и не представляет (в отличие 

от ртутных ламп) экологических проблем при нарушении ее целостности 

и при утилизации. Однако не подлежит сомнению и тот факт, что про-

стая замена ламповых источников на светодиодные в фототерапевтиче-

ских аппаратах не является гарантией более высокого лечебного эффек-

та. Как и для любого другого фототерапевтического аппарата эффектив-

ность снижения уровня билирубина в крови новорожденных определяет-

ся спектральным диапазоном и величиной плотности мощности приме-

няемого излучения, а также долей площади поверхности тела ребенка, 

которая подвергается световому воздействию. 
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В последние годы в литературе активно обосновывается положение, 

что для эффективной фототерапии гипербилирубинемии новорожденных 

детей спектральный диапазон воздействующего излучения должен соот-

ветствовать не максимуму (max=460 нм) спектра поглощения билируби-

на, связанного с альбумином, а его длинноволновому склону (=475–

490 нм). Предполагается, что повышение эффективности фототерапии 

при переходе в длинноволновую область должно достигаться за счет 

снижения экранирующего действия гемоглобина и повышения квантово-

го выхода образования люмирубина – фотопродукта билирубина, харак-

теризующегося наибольшей скоростью экскреции. Однако, клинические 

исследования, выполненные с использованием светодиодных источни-

ков, не выявили ожидаемого 1,5-кратного увеличения эффективности 

фототерапии при переходе от светодиодных излучателей с max=459 нм к 

max=505 нм или 497 нм (терапевтическое действие оказалось равнознач-

ным). 

В настоящей работе впервые показано, что эффективность фототе-

рапии гипербилирубинемии новорожденных при использовании узкопо-

лосых светодиодных источников зависит не только от положения макси-

мума спектра испускания светодиодов в пределах полосы поглощения 

билирубина, но и от ширины спектра воздействующего излучения. Уста-

новлено, что расширение спектрального диапазона излучения (рису-

нок 1) за счет добавления к свету синего диапазона с max462 нм зеле-

ной компоненты с max505 нм (в условиях одинаковой интегральной 

плотности мощности) приводит к повышению эффективности снижения 

уровня общего билирубина в крови новорожденных детей.  

По нашему мнению, одна из причин повышения эффективности фо-

тотерапии при добавлении зеленой компоненты обусловлена увеличени-

ем облучаемых объемов крови и ткани, в которых инициируются реак-

ции фотоизомеризации билирубина с повышенным выходом люмируби-

на, лежащие в основе терапевтического действия света при лечении ги-

пербилирубинемии. Этот эффект объясняется различной глубиной про-

никновения оптического излучения синей и зеленой областей спектра в 

кожу и ткань новорожденного. При этом зеленая компонента способна 

вызывать фотоизомеризацию билирубина в сосудистом русле, недоступ-

ном воздействию излучения синей области. Другая причина повышения 

терапевтической эффективности света при расширении его спектрально-

го диапазона состоит в гетерогенности спектральных характеристик би-

лирубина в условиях различного микроокружения. Причинами гетеро-

генности являются: локализация билирубина в 3 различных сайтах моле-

кулы альбумина, способного к тому же находится в различном агрегат-
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ном состоянии как в сосудистом, так и внесосудистом руслах; суще-

ственное влияние жирных кислот и лекарств, связанных с альбумином, 

на структуру билирубина. Показано также, что, билирубин, связанный с 

митохондриальными структурами клеток, характеризуется повышенной 

фотохимической устойчивостью, отличающимися спектральными свой-

ствами и способен выступать в качестве внутреннего фильтра, экрани-

рующего оптическое излучение.  
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Рисунок 1 – Спектры испускания светодиодных источников синей (1) и 

сине-зеленой (2) областей спектра (б), используемых в фототерапевтиче-

ском аппарате для лечения гипербилирубинемии. 
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Хлорамины аминокислот и таурина (2-аминоэтансульфоновой кис-

лоты) обладают антитромботической активностью благодаря их антит-

ромбоцитным (антиагрегантным) свойствам [1]. Антитромбоцитное дей-

ствие хлораминов аминокислот и таурина обусловлено ковалентной мо-

дификацией поверхностных белков. Из них наиболее важен рецептор 

P2Y12 (рецептор АДФ). Хлорамины способны химически модифициро-

вать в белках доступные сульфгидрильные группы и доступные суль-

фидные группы [2, 3]. Внеклеточная часть пуринового рецептора P2Y12 

вблизи центра связывания АДФ имеет остатки цистеина и метионина [4]. 

Следовательно хлорамины аминокислот и таурина могут инактивировать 

тромбоцитный рецептор P2Y12 путем модификации указанных амино-

кислотных остатков. Поскольку эти остатки в рецепторе P2Y12 не входят 

в центр связывания АДФ, инактивация рецептора хлораминами может 

произойти как следствие изменения его конформации.  

Цель настоящей работы состояла в том, чтобы методом регистрации 

спектров триптофановой флуоресценции обнаружить изменения под 

действием хлораминов таурина конформации сывороточного альбумина 

быка (САБ) как модели экстраклеточной части рецептора P2Y12 в тром-

боцитах. У поверхности молекулы САБ имеется свободный остаток ци-

стеина и остатки метионина, с которыми взаимодействуют некоторые 

реактивные оксиданты. Вместе с тем, молекула САБ содержит два остат-

ка триптофана; их состояние сравнительно легко контролировать с по-

мощью спектрофлуориметрии в УФ области спектра. Флуоресцентные 

характеристики остатков триптофана в белках часто используют в каче-

стве показателя конформации белковых молекул [5].  

Флуоресценция САБ ослаблялась при добавлении всех исследуемых 

хлораминов, как это показано на рисунке в случае N-хлортаурина. Эф-

фект возрастал при увеличении концентрации хлорамина. Однако даже 
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при молярном соотношении белок-хлорамин 1 к 10 снижение интенсив-

ности флуоресценции составляло всего около 20 %. Это указывает на то, 

что хлорамин таурина ослабляет флуоресценцию не в результате прямо-

го разрушения остатков триптофана, а косвенно за счет изменения мик-

роокружения. В белках микроокружение остатков триптофана влияет 

также на спектральное распределение интенсивностей. Прямым измере-

нием длины волны максимума нам не удалось обнаружить такого эффек-

та. Выявить небольшие сдвиги спектров флуоресценции белков можно 

путем определения отношения интенсивностей, измеренных в середине 

коротковолнового и длинноволнового склонах спектра [5]. Мы провери-

ли возможность обнаружения слабых спектральных сдвигов флуорес-

ценции САБ, используя отношение не интенсивностей, а светосумм. Ме-

рой светосуммы флуоресценции была площадь, ограниченная значения-

ми интенсивности и длин волн. Интенсивность измеряли в области 290–

380 нм. Находили две светосуммы, рассчитываемые примерно от сере-

дины спектра флуоресценции: коротковолновую (S1) для области 291–

339,6 нм и длинноволновую (S2) для области 339,8–379 нм. Светосуммы 

рассчитывали после смещения спектра в красную или синюю области с 

шагом 0,2 нм. Показателем спектрального смещения флуоресценции мы 

выбрали отношение светосумм: R=S1/S2. Из таблицы (R0 – исходное зна-

чение отношения) видно, что уже при незначительных смещениях спек-

тра имеет место значительное изменение отношения светосумм. 

 
Смещение спектра 

В синюю сторону  В красную сторону 

R/R0, % 104,72 103,53 102,34 101,17 100 98,84 97,68 96,54 95,41 

Сдвиг, нм 0,8 0,6 0,4 0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 

 

Хлорамины инкубировали с белком (молярное соотношение 1:1) 

3 минуты. Средние значения R/R0 в случае N-изопропил-N-хлортаурина, 

N-ацетил-N-хлортаурина и N-хлортаурина после инкубации составили 

соответственно 98,6; 97,8 и 98,6 % и при увеличении длительности инку-

бации до 20 минут существенно не изменялись. Эти величины R/R0 до-

стоверно отличались от контроля. Эти данные показывают, что изучен-

ные хлорамины таурина вызывают сдвиг спектра флуоресценции САБ в 

длинноволновую область на 0,2–0,4 нм. Аминокислотные хлорамины 

окисляют SH-группу альбумина [6]. Можно предположить, что изучен-

ные хлорамины изменяют конформацию САБ за счет локальной моди-

фикации Цис34. 
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Рисунок – Изменение спектра флуоресценции САБ (16 мкМ) через 3 мин 

после введения N-хлортаурина. Кривые: 1–контроль; 2, 3 и 4 – конечная 

концентрация хлорамина 16, 80 и 160 мкМ, соответственно.  

Возбуждение флуоресценции при 280 нм. 

 

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке РФФИ, 

грант № 16-04-00220. 
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Еще в конце двадцатых годов прошлого века Л. Михаэлис, изучая 

окислительно-восстановительные реакции ряда металлоорганических со-

единений, пришел к выводу, что процессы двухэлектронного окисления-

восстановления происходят через одноэлектронные стадии с образовани-

ем свободных радикалов в качестве промежуточных продуктов [1]. Од-

нако лишь четверть века спустя Б. Коммонером [2] и 

Л.А. Блюменфельдом [3] вместе с их коллегами было экспериментально 

показано образование свободнорадикальных центров в биологических 

системах, благодаря использованию метода спектроскопии ЭПР. Необ-

ходимо отметить, что первые спектры ЭПР биологических объектов бы-

ли зарегистрированы на лиофилизованных (замороженных, а затем вы-

сушенных в вакууме) образцах. Прошло всего несколько лет, когда мо-

дернизация спектрометров ЭПР уже позволила проводить измерения на 

водосодержащих образцах биологических тканей и изолированных фер-

ментных систем [4]. В семидесятые годы были разрешены возникшие 

противоречия между экспериментальными данными, затрагивающими 

природу свободнорадикальных парамагнитных центров в лиофильно вы-

сушенных и водосодержащих биологических объектах. Можно считать 

доказанным, что вклад в свободнорадикальный сигнал ЭПР клеток и 

тканей вносят семихиноны коэнзима Q и флавиновых коферментов – пе-

реносчиков электрон-транспортной цепи митохондрий, а также свобод-
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ные радикалы – промежуточные продукты других окислительно-

восстановительных ферментных систем клетки. Значимую лепту в реше-

ние этого вопроса внесли работы нашей исследовательской группы [5-7]. 

Было показано, что вклад убисемихинонов и флавосемихинонов в реги-

стрируемый свободнорадикальный сигнал ЭПР, а также спектральные 

характеристики этого сигнала зависят существенным образом от условий 

функционирования дыхательной цепи митохондрий. Нами проведены 

кинетические исследования свободных радикалов коэнзима Q и флаво-

протеинов в целых тканях и изолированных митохондриях, исследовано 

взаимодействие семихинонов коэнзима Q с другими переносчиками 

электрон-транспортной цепи митохондрий, изучены реакции коэнзима Q 

и флавопротеинов с активными формами кислорода и азота. 

Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ (6 грантов за 

1996-2014 гг. и грант № 15-04-05211). 
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Оптическая диагностика является многообещающим методом выяв-

ления локализации злокачественных новообразований. Необходимым 

условием его эффективного применения является наличие в сигнале от 

биологического объекта информации, которая позволяет различать нор-

мальные и патологические ткани. В ряду известных оптических методов 

исследований биообъектов флуоресцентная диагностика ближнего ИК-

диапазона обладает высокой чувствительностью и селективностью ран-

него обнаружения рака. По существу указанный метод основывается на 

анализе флуоресценции зондов в спектральном диапазоне 700–900 нм. В 

этой области наиболее низкий уровень поглощения света тканями при 

максимальной глубине проникновения излучения. Для решения задачи 

оперативного выяснения области локализации злокачественных новооб-

разований могут использоваться флуоресцирующие соединения, обла-

дающие заметно отличающимися свойствами в опухолевых тканях по 

сравнению с нормальными. Перспективными для такого рода исследова-

ний представляются полиметиновые красители (ПК), которые имеют по-

лосы поглощения и флуоресценции в спектральной области прозрачно-

сти биологических тканей. Необходимо выяснить, насколько ощутимо 

различаются спектрально-люминесцентные свойства этих люминофоров 

в опухолевых и нормальных тканях. Настоящая работа посвящена выяс-

нению обозначенных выше задач в отношении нового индотрикарбоциа-

нинового красителя. 

В качестве объекта исследований использован разработанный в ла-

боратории спектроскопии НИИПФП им. А.Н. Севченко БГУ симметрич-

ный индотрикарбоцианиновый краситель, который содержит в качестве 

заместителей полиэтиленгликоли. Фармакокинетика распределения фо-

тосенсибилизатора в тканях после внутривенного введения водного рас-

твора исследована на мышах линии Nu/Nu с помощью диффузного флу-



352 

оресцентного томографа FMT 4000 (Perkin Elmer, США) при возбужде-

нии на λ=745 нм и регистрации в полосе 770–800 нм.  

В работе использовались беспородные белые крысы с перевитыми в 

области бедра опухолями следующих штаммов: саркома М1 (SM-1), аль-

веолярный рак печени РС-1, карциносаркома Уокера (W-256). Для ис-

следований отбирались группы из 6–8 животных с опухолевыми узлами 

правильной формы. Препарат вводили внутривенно в соотношении 0,3–

1 миллиграмм на килограмм массы животных. 

Спектры флуоресценции красителя in vivo регистрировались с по-

мощью спектрометра, разработанного в НИИПФП им. А.Н. Севченко, в 

котором подвод возбуждающего излучения к исследуемому объекту и 

флуоресценции в полихроматор осуществлялись с помощью оптического 

волокна. Для учета уровня рассеянного света и собственной флуоресцен-

ции биологических тканей проводились контрольные измерения на ин-

тактных животных. Коэффициенты коррекции спектрометра по спек-

тральной чувствительности определялись путем сравнительного анализа 

спектров испускания красителя в образцах тканей, которые регистриро-

вались с помощью спектрометра и калиброванного по спектральной чув-

ствительности спектрофлуориметра Fluorolog. Спектры поглощения кра-

сителей в растворах и образцах тканей регистрировались с помощью 

спектрофотометра PV 1251A, спектры флуоресценции – с помощью 

спектрофлуориметра Fluorolog фирмы Spex.  

Максимум спектра поглощения красителя в этаноле λ=723 нм, в 

хлороформе на λ=733 нм, молярный десятичный коэффициент для обоих 

растворителях равен 2,3·10
5
 М

-1
см

-1
. Максимум спектра флуоресценции 

красителя в этаноле расположен на λ=749 нм, в хлороформе на λ=761 нм. 

Квантовый выход флуоресценции красителя в этаноле и в хлороформе 

имеет близкие значения 0,25 и 0,26, соответственно. В клетках HeLa мак-

симум полосы поглощения красителя расположен на λ=735 нм, а спектра 

флуоресценции практически совпадает со спектром в хлороформе, а 

также со спектром в тканях животных in vivo и расположен на λ=761 нм.  

При введении крысам разного количества красителя интенсивность 

его флуоресценции in vivo для мышц бедра и опухолей М1 и РС-1 увели-

чивалась пропорционально введенной дозе. Линейная зависимость этих 

параметров наблюдалась для всего промежутка времени проведения экс-

перимента. Соответствие интенсивности флуоресценции in vivo и кон-

центрации красителя в опухолевых, мышечных тканях и в коже наблю-

далось также при его экстракции из этих тканей. В совокупности полу-

ченные данные свидетельствуют, что регистрируемый сигнал флуорес-

ценции красителя в тканях in vivo пропорционален его концентрации. 
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Содержание красителя как в опухолевых тканях, так и в нормальных 

максимально в течение первых 5 ч после введения, затем начинается 

плавный спад, через 2 суток наблюдаются только следовые его количе-

ства. Для саркомы М1 индекс контрастности через 1 ч после введения 

красителя составляет 3, затем увеличивается до 4. Содержание красителя 

в карциносаркоме Уокера на всем протяжении наблюдения в 1,2–3,6 раза 

выше, чем в тканях бедра крыс. И только в опухоли РС-1 содержание 

красителя в опухолевой и в мышечных ткани бедра примерно на одина-

ковом уровне, за исключением временного интервала 60–90 мин, когда 

индекс контрастности равен или близок 2. Следовательно, существуют 

временные интервалы после введения красителя, когда возможно опре-

деление границы опухолей путем регистрации интенсивности их флуо-

ресценции. 

В ходе экспериментов in vivo на флуоресцентном томографе полу-

чены данные по распределению красителя в органах Nu/Nu мышей с 

трансплантированной подкожно на левой стороне спины опухолью. В 

контроле до введения фотосенсибилизатора изображение в целом выгля-

дит темным, с низким уровнем сигнала. После внутривенного введения 

красителя и двухчасового накопления на изображениях отчетливо визуа-

лизируется опухоль. С помощью томографа также зарегистрирована 

флуоресценция красителя локализованного в органах брюшной полости 

и определена концентрации фотосенсибилизатора. Полученные резуль-

таты подтверждены путем анализа спектров флуоресценции красителя в 

органах с помощью спектрометра с волоконным вводом. Минимальный 

уровень флуоресценции фотосенсибилизатора наблюдался в мышечных 

тканях.  

Таким образом, краситель, обладающий поглощением света и флуо-

ресценцией в области прозрачности биологических тканей, можно ис-

пользовать в качестве флуоресцентного зонда опухолевых тканей. Ин-

тенсивность зарегистрированной с поверхности тела животных флуорес-

ценции при введении красителя в диапазоне 0,3–1 мг/кг прямо пропор-

циональна его концентрации в опухолевых узлах и мышцах. В течение 2 

суток после введения краситель практически полностью выводится как 

из организма животных. Наблюдаемые особенности накопления краси-

теля в опухолях позволяют определять области локализации опухолевых 

узлов на фоне окружающих нормальных тканей. 

Работа выполнена при поддержке БРФФИ и РФФИ, а также Мини-

стерства образования РБ.  
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При нейродегенеративных патологиях происходит активация внут-

риклеточных систем генерации активных форм кислорода (АФК) и азота 

(АФА), которые приводят к модуляции про- и антиоксидантного статуса 

в нейронах и их дегенерации [1]. Эффективным способом моделирова-

ния окислительного стресса в головном мозге является введение липопо-

лисахарида (ЛПС) Escherichia coli, действие которого сопровождается 

индукцией перекисного окисления липидов (ПОЛ) и развитием систем-

ного воспаления.  

Одним из пусковых механизмов развития окислительного стресса в 

головном мозге является накопление железа в базальных ганглиях. Из-

быточное накопление железа в базальных ганглиях способствует образо-

ванию устойчивых комплексов железа с цистеином, активирующих 

ПОЛ. Индукция ПОЛ и гиперпродукция АФК и АФА, в конечном итоге, 

приводят к запуску апоптоза и гибели нейронов [2]. Инициация ПОЛ в 

данных условиях протекает по механизму реакции Фентона. Подобным 

образом происходит повреждение нейронов при синдроме Галлевордена-

Шпатца, связанного с нарушением экспрессии пантотенаткиназы-2 

(PANK-2), играющей ведущую роль в биосинтезе кофермента А (КоА) 

[3].  

Целью настоящего исследования явилось изучение возможного про-

текторного действия производных пантотеновой кислоты D-пантетина 

(ПТ) и D-пантенола (ПЛ) на показатели про/антиоксидантного статуса в 

плазме крови крыс при окислительном стрессе, моделируемом введени-

ем карбонильного железа (Fe) и ЛПС Е. coli. 

Постнатальным 10-дневным крысам линии Вистар массой 20±5 г в 

течение 5 дней внутрижелудочно вводили суспензию Fe (30 мг/кг в 1 %-
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ном растворе крахмала). Контрольные крысы аналогично получали толь-

ко раствор крахмала. Спустя 20 дней 30-дневным крысятам, получавшим 

Fe, внутрибрюшинно вводили ЛПС (200 мкг/кг), с последующим 14-

дневным пероральным введением ПЛ (группа Fe+ЛПС+ПЛ) или ПТ 

(группа Fe+ЛПС+ПТ) в дозах 200 мкг/кг. Повторное введение ЛПС в до-

зе 200 мг/кг осуществляли за 24 ч до эвтаназии крыс. 

Интенсивность процессов ПОЛ в плазме крови оценивали по содер-

жанию ТБК-реагирующих соединений (ТБКРС) [4] и N,N-диметил-п-

фенилендиамин-реагирующих соединений (ДФАРС) [5]. Содержание 

общих (белковых и небелковых) SH-групп измеряли колориметрически 

[6]. Феррооксидазную активность плазмы крови оценивали по содержа-

нию церулоплазмина (ЦП) [7]. Определение общей антиокислительной 

активности (ОАА) осуществляли в модельной системе по уровню тор-

можения ПОЛ in vitro [8].  

Исследования ПОЛ в плазме крови крыс выявило, что введение Fe и 

особенно Fe в комбинации с ЛПС сопровождалось увеличением содер-

жания ДФАРС на 10 % и ТБКРС более чем на 45 % по сравнению с кон-

тролем (р<0,05). Введение крысам ПЛ на фоне введения Fe+ЛПС приве-

ло к снижению уровня ТБКРС на 26 % по отношению к группе Fe+ЛПС 

(р<0,05). Аналогичным образом проявился эффект ПТ, однако не столь 

выраженный, как у ПЛ. Увеличение содержания продуктов ПОЛ, оче-

видно, является следствием индукции окислительного стресса под влия-

нием Fe+ЛПС, а введение модуляторов биосинтеза КоА – ПЛ и ПТ – 

способствует ослаблению процессов свободнорадикального окисления in 

vivo. 

Модулирование прооксидантно-антиоксидантного баланса в усло-

виях окислительного стресса и системного воспаления оценивали также 

по показателю ОАА плазмы крови. Оказалось, что действие только ЛПС 

сопровождалось повышением ОАА на 16 %, тогда как на фоне действия 

Fe+ЛПС ОАА оказалась ближе к контрольным значениям. Производные 

пантотеновой кислоты способствовали дальнейшему возвращению ОАА 

к уровню контроля. По-видимому, сдвиги этого показателя были обу-

словлены в первую очередь системным воспалением, но не явлениями 

ОС.  

Нами установлено, что введение и ЛПС, и Fe+ЛПС крысам способ-

ствовало повышению феррооксидазной активности плазмы, о чем можно 

судить по повышению уровня церулоплазмина. Действие ПЛ способ-

ствовало возвращению данного показателя до значений, близких значе-

ниям в группе контроля. Влияние ПТ было более слабым. 
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Введение и одного ЛПС, и комбинации Fe+ЛПС привело к 

снижению содержания общих SH-групп в плазме крови более чем на 

20 % в опытных группах (р<0,05), что можно расценить как следствие 

активации ПОЛ в плазме крови и сдвиг редокс-баланса в окисленную 

сторону. Действие на этом фоне и ПТ, и ПЛ не привело к модуляции 

данного показателя.  

Таким образом, введение препаратов железа и ЛПС в использован-

ных нами дозах приводит к напряженному состоянию прооксидантно-

антиоксидантного баланса в организме, проявляющемуся в накоплении 

конечных продуктов ПОЛ, увеличении уровня церулоплазмина, сниже-

нии содержания общих SH-групп, но сохранившейся способности анти-

оксидантных систем в плазме крови. Производные пантотеновой кисло-

ты – ПЛ и ПТ – проявляют в данных условиях определенное протектор-

ное действие в отношении показателей активности ПОЛ. 
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Редокс-потенциал клеточных и тканевых систем приобретает роль 

ключевого биофизического фактора, регулирующему процессы иниции-

рования и генерализации воспалительных реакций, клеточной адгезии, 

пролиферации и дифференциации клеток и их соотношения с развитием 

и степенью выраженности окислительного стресса [1, 2]. Объем окисли-

тельно-восстановительных реакций значительно превосходит сопровож-

дающиеся двуэлектронным переносом, что с учетом массива тиол-

дисульфидных превращений различного уровня (прежде всего, опосре-

дованных системой глутатиона и редокс-парой цистеин-цистин) объяс-

няет широкий спектр редокс-чувствительных биообъектов и физиолого-

биохимический феномен редокс-сигналирования. Число редокс-

зависимых элементов функционирования и защиты нейронов исключи-

тельно велико, что позволяет формировать гипотезу о редокс-

опосредованности важнейших нейродегенеративных синдромов [3, 4]. 

Впервые выявленный генетически детерминированный синдром нейро-

дегенерации обусловлен дефектом биосинтеза кофермента А (КоА) – 

универсального кофактора более 100 метаболических реакций, среди ко-

торых образование ацетилхолина из ацил-КоА, рассматриваемого в каче-

стве вторичного мессенджера [5]. Наконец, получил признание и стал 

экспериментальной технологией феномен «секвестирования КоА», т.е. 

образование неметаболизируемых ацил-КоА т.н. CASTOR (Coenzyme A 

sequestration, toxicity or redistribution), что с учетом редокс-свойств си-

стемы биосинтеза КоА и его роли в стабилизации внутриклеточного глу-
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татиона открывает новые возможности для модулирования редокс-

зависимых реакций при экстремальных и патологических состояниях ор-

ганизма [4]. 

Осуществлено моделирование сочетанного интоксикационно-

дисметаболического синдрома на белых крысах посредством субхрони-

ческой алкогольной интоксикации с развитием алкогольной зависимости 

и применения вальпроевой кислоты «секвестирующей» свободный КоА 

в форму вальпроил-КоА и блокирующей редокс-трансформацию 

КоА↔КоАSSКоА (КоАSS-глутатион) и, вероятно, обратимое превраще-

ние глутатиона (GSH) и его дисульфидной формы (GSSG). Избыточное 

образование из алкоголя ацетальдегида в алкогольдегидрогеназной 

(АДГ) реакции и последующее окисление в альдегиддегидрогеназной 

(АлДГ) реакции в ацетат и, далее, в ацетил-КоА позволяют обосновать 

гипотезу о возможности в дисметаболической ситуации модулировать 

систему глутатиона и его редокс-статус в ЦНС как сочетанным примене-

нием алкоголя и «секвестатора», так и применением на этом фоне ксено-

биотического предшественника КоА – D-пантенола, являющегося суб-

стратом АДГ с высоким сродством к ферменту. 

Форсированная алкогольная интоксикация (АИ) по Majchrowicz в 

модификации Е.Б. Тезикова (1991) осуществлена на половозрелых кры-

сах-самках с начальной дозой этанола 5,0 г/кг внутрижелудочно и в те-

чение последующих 4 суток в дозах от 1 до 5 г/кг в зависимости от инди-

видуальной переносимости. Одновременно с этанолом назначали валь-

проат натрия в дозе 200 мг/кг/сутки или его композицию с D-пантенолом 

в дозе 400 мг/кг/сутки. Показатели системы КоА, глутатиона и актив-

ность ферментов метаболизма этанола исследовали в больших полуша-

риях мозга используя верифицированные методы исследования и цити-

рованные ранее. 

Установлено, что в ЦНС алкоголизированных крыс происходит уве-

личение фракций кислоторастворимого КоА (КРКоА), что соответствует 

возросшему массиву метаболизма ацетата без его трансформации в 

длинноцепочечные ацил-КоА. Однако на фоне вальпроата наблюдается 

секвестирование свободной фракции кофермента, что обусловило паде-

ние КРКоА. Дополнительное назначение D-пантенола (ПЛ) предупре-

ждало эффект «секвестирования». 

Подверждены ранее известные для АИ проявления активации си-

стемы глутатиона при использовании неспецифического метода анализа 

(с нитробензоатом): увеличение GSH, GSSG, GSH+GSSG со значитель-

ной активацией глутатионредуктазы (ГР) и глутатионтрансферазы (ГТ). 

Эта активация практически нивелировалась при назначении вальпроата 
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или его композиции с ПЛ. В отличие от эффекта этанола, в последних 2-

х группах падало соотношение небелковых SH/SS групп, тогда как соот-

ношение этих групп в белках больших полушарий мозга существенно 

возрастало. При этом выявлено нарастание процесса S-

глутатионилирования белков не подвергшееся воздействию только АИ. 

На основании расчетных данных исходя из соотношения GSH/GSSG и 

Е0=–240 мВ величина редокс-потенциала (Еh) глутатиона увеличилась с 

-264,0±2,8 (контроль) до –268,5±2,0 (АИ) мВ. Возвращение показателя к 

нормальным значениям отмечено в группах с назначением вальпроата. 

Дополнительное исследование фракций глутатиона с использовани-

ем глутатионредуктазного метода и модифицированного способа пробо-

подготовки выявило иную направленность изменения соотношения 

фракций и редокс-показателя. Установлено, что при АИ уровень GSH в 

ЦНС двукратно снижается при аналогичном возрастании GSSG и прак-

тически 4-х кратном падении соотношения GSH/GSSG. Степень модули-

рования показателей возрастает при композиции вальпроата с ПЛ. Вели-

чина Еh значительно снижена до –248±5 мВ (–322±3 мВ – контроль) воз-

растала до –308±2 мВ в группе сочетанного применения вальпроата и 

ПЛ. 

На фоне развития интоксикационно-дисметаболического синдрома в 

организме подопытных животных активность ферментов метаболизма 

этанола оставалась практически стабильной, что показали результаты их 

исследования в печени за исключением группы с назначением ПЛ, где 

выявлен значительный рост активности АлДГ с высокой Км и АДГ. Ак-

тивность первого фермента в ЦНС, напротив, снижалась в группах, под-

вергнутых «секвестированию» КоА и имеющих увеличенный редокс-

потенциал глутатиона и нарушенный тиол-дисульфидный метаболиче-

ский статус. 
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Как известно, ряд веществ различной структуры, в том числе и ме-

таллы, могут вызывать генерацию активных форм кислорода (АФК) в 

клетках, в том числе и в эритроцитах. При этом в организме человека по-

стоянно функционирует система антиоксидантной защиты, которая ком-

пенсирует активность процессов радикалообразования и поддерживает 

изначально низкий уровень АФК. При патологических состояниях или 

действии на клетки различных агентов (металлы, избыток кислорода и 

др.) возникает дисбаланс между активностью ферментов 

антиоксидантной защиты и генерацией АФК, что может привести к 

развитию окислительного стресса. На эритроцитах крыс было показано, 

что in vitro воздействие Aβ-амилоида приводит к снижению активности 

ферментов антиоксидантной системы [1]. С другой стороны, известно, 

что ионы свинца могут индуцировать образование АФК в эритроцитах 

путем взаимодействия с оксигемоглобином и последующим перекисным 

окислением мембран; свинец способен изменять активность ферментов 

антиоксидантной защиты, а также концентрацию в клетках низкомоле-

кулярных антиоксидантов [2]. 

С целью выявления эффектов сочетанного воздействия амилоидных 

структур и ионов токсичных металлов на эритроциты в данной работе 

изучено образование АФК в суспензии эритроцитов человека при воз-

действии на них зрелых фибрилл лизоцима в сочетании с ацетатом свин-

ца в концентрации 7,5 мкМ. Для моделирования развития окислительно-

го стресса в эритроцитах была использована третбутилгидроперекись 

(TBH). 
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Материалы и методы. В работе использована кровь здоровых доно-

ров в гепарине, полученная из ГУ «Республиканский научно-

практический центр трансфузиологии и медицинских биотехнологий».  

Амилоидные структуры были получены по методу [3] из растворен-

ного в 10 мМ НCl (рН 2,0) лизоцима куриного яйца (Fluka) и выдержан-

ного при 65 ºС в течение 7 суток при постоянном перемешивании. Для 

определения уровня внутриклеточного образования АФК нами был ис-

пользован флуоресцентный зонд 5-(6)-хлорметил-2‘,7‘-

дихлордигидрофлуоресцеин диацетат (CM-H2DCFDA) [4]. Флуоресцент-

ные измерения проведены на спектрофлуоримтре СМ2203 («СОЛАР») 
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Рисунок 1 – Кинетика интенсивности флуоресценции CM-H2DCFDA в 

эритроцитах в зависимости от воздействия на клетки различных  

факторов: А: 1 – эритроциты в PBS-буфере (контроль) и при добавлении 

в среду инкубации: 2 – амилоидных фибрилл на основе лизоцима; 

3 – 7,5 мкМ Pb(CH3COO)2; 4 – амилоидных фибриллы на основе лизоци-

ма + 7,5 мкМ Pb(CH3COO)2; Б: 1 – эритроциты в PBS-буфере (контроль) 

и при добавлении в среду инкубации: 2 – амилоидных фибрилл на основе 

лизоцима + 1 мМ ТВН; 3 – 7,5 мкМ Pb(CH3COO)2 + 1 мМ; 4 – амилоид-

ных фибрилл на основе лизоцима + 7,5 мкМ Pb(CH3COO)2 + 1 мМ ТВН. 

 

Результаты. Известно, что CM-H2DCFDA не флуоресцирует в неиз-

менном виде. Этот зонд свободно проникает через клеточную мембрану 
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и остается во внутриклеточном пространстве, где окисляется эстеразами 

до флуоресцентной формы (DCF).  

Нами установлено, что воздействие амилоидных структур из лизо-

цима на эритроциты in vitro, а также их сочетание с ионами свинца не 

оказывает существенного влияния на параметры флуоресценции DCF в 

эритроцитах человека по сравнению с контрольными клетками (рисунок 

1 А, кривые 2 и 4). При выдерживании эритроцитов в среде, содержащей 

только ионы свинца (7,5 мкМ), в течение 20 мин наблюдали значитель-

ное увеличение интенсивности флуоресценции используемого зонда по 

сравнению с контрольными клетками, а также с клетками, подвержен-

ными воздействию амилоидов и сочетанному воздействию амилоидов и 

ионов свинца.  

Из рисунка 1 Б видно, что добавление 1 мМ TBH приводит к возрас-

танию интенсивности флуоресценции DCF в контрольных клетках, что 

демонстрирует нарастание окислительных процессов в эритроцитах 

(кривая 1). После стимуляции клеток 1 мМ TBH показано сокращение 

времени выхода на максимум кинетических кривых интенсивности флу-

оресценции DCF при воздействии на клетки амилоидных фибрилл и аце-

тата свинца. Особенно ярко это было выражено на суспензии эритроци-

тов, подвергшихся воздействию 7,5 мкМ ацетата свинца (рисунок 1 Б, 

кривая 4). 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что в эритроцитах 

человека, подвергшихся воздействию амилоидных фибрилл из лизоцима, 

а также сочетанному воздействию ионов свинца и амилоидов, значи-

тельных изменений уровня свободнорадикальных соединений по сравне-

нию с контролем не происходит. Обнаружено, что воздействие на эрит-

роциты человека in vitro 7,5 мкМ ацетата свинца стимулирует образова-

ние АФК. При этом совместное воздействие ионов свинца и амилоидных 

структур на эритроциты, подвергшиеся окислительному стрессу (инку-

бация с трет-бутилгидроперекисью), повышает уровень свободноради-

кальных процессов в клетках. 
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Ранее нами было показано, что катионный трансферрин экзокрин-

ных секретов и гранул нейтрофилов, лактоферрин (ЛФ), формирует спе-

цифический комплекс с медь-содержащим белком плазмы крови, це-

рулоплазмином (ЦП), in vivo и in vitro [1]. Для многих белков молока, 

например альфа-лактальбумина, показано формирование комплексов с 

олеиновой кислотой (HAMLET) с выраженной активностью против ра-

ковых клеток [2]. Недавно цитотоксический комплекс с олеиновой кис-

лотой был описан и для ЛФ из молока коров [3]. Целью нашей работы 

было сравнение возможности и специфичности образования in vitro и in 

vivo многокомпонентных комплексов, включающих ЛФ (человека и ко-

ровы), ЦП и олеиновую кислоту, а также функциональные последствия 

такого взаимодействия. 

В течение 1-5 часов после внутрибрюшинной инъекции крысам ЛФ 

человека либо ЛФ коровы (100 мг/кг) мы обнаружили увеличение кон-

центрации неэстерифицированных жирных кислот в 1,5-4,2 раза, а также 

образование гетерологичных комплексов ЦП крыс с ЛФ по данным Ве-

стерн-блоттинга и специфической окраски активности ЦП  

о-дианизидином. В комплексе ЦП-ЛФ, выделенном из сыворотки крыс, 

была обнаружена олеиновая кислота, что подтверждает наше предполо-

жение о возможности образования комплекса между ними in vivo. 
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При добавлении раствора олеиновой кислоты в этаноле к ЛФ мы не 

наблюдали образования мицелл, характерного для смешивания олеино-

вой кислоты с водой и физиологическим раствором. Титрование ЛФ оле-

иновой кислотой показало, что один моль ЛФ может связать до 8 моль 

олеиновой кислоты. При этом ЛФ человека и коровы практически не от-

личались по способности к связыванию жирной кислоты. Оба комплекса 

показали практически идентичную аффинность к ЦП по данным элек-

трофореза, поверхностного плазмонного резонанса и аффинной хромато-

графии на агарозном геле с иммобилизованным ЦП. Комплексы ЛФ с 

олеиновой кислотой индуцировали апоптоз раковых клеток (HL-60, THP-

1, Jurkat) и лимфоцитов, выделенных из периферической крови человека, 

а также дозо-зависимым образом инициировали гемолиз эритроцитов 

(рисунок 1 А). Однако присутствие ЦП в среде предотвращало описан-

ные цитотоксические эффекты. На рисунке 1 Б представлены данные по 

влиянию ЦП на гемолиз эритроцитов, индуцированный комплексом ЛФ 

и олеиновой кислоты.  

А Б 

0 300 600 900 1200 1500

20

30

40

50

60

70

80
1000 мкг/мл

500 мкг/мл

250 мкг/мл

С
в
е
т
о

п
р

о
п

у
с
к
а
н

и
е
, 

%

Время, с

100 мкг/мл

 

0 500 1000 1500 2000

20

30

40

50

60

70

80

С
в
е
т
о

п
р

о
п

у
с
к
а
н

и
е
, 

%

Время, мин

ЛФ-8ОА

ЦП + ЛФ-8ОА

 

Рисунок 1 – Влияние ЛФ с олеиновой кислотой на эритроциты крови че-

ловека: А – типичные кинетические кривые гемолиза эритроцитов в 

фосфатно-солевом буфере, содержащем 1 мМ СаСl2, 0,5 мМ MgCl2 

(pH 7,4), при добавлении различных концентраций ЛФ, содержащего 

8 моль олеиновой кислоты на 1 моль ЛФ; б – типичные кинетические 

кривые гемолиза эритроцитов, инициированного добавлением 

500 мкг/мл ЛФ, содержащего 8 моль олеиновой кислоты на 1 моль ЛФ,  

в отсутствие и в присутствии 300 мкг/мл ЦП 
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Таким образом, взаимодействие ЦП с комплексом ЛФ и олеиновой 

кислоты может модулировать его цитотоксическую активность.  

Исследование поддержано грантом Президента РФ MK-5074.2016.4. 
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Сердечно-сосудистые заболевания сопровождаются развитием гало-

генирующего/окислительного стресса, опосредованного галогенирую-

щей активностью фермента нейтрофилов, миелопероксидазы (МПО) [1]. 

Продукты катализа МПО, HOCl и HOBr, модифицируют практически все 

типы биомолекул, в том числе белки и липиды в составе липопротеинов 

низкой плотности (ЛНП) крови. Для модификации ЛНП с участием МПО 

важны как связывание фермента с их поверхностью, так и уровень ак-

тивности МПО [2], регулируемый рядом факторов плазмы, в том числе 

ее физиологическим ингибитором, церулоплазмином (ЦП) [3]. Прове-

денные нами исследования показали, что ЛНП, модифицированные про-

дуктами катализа МПО (HOCl и HOBr) и карбонильными соединениями 

(малоновым диальдегидом, МДА и метилглиоксалем, МГ), являются 
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провоспалительными факторами, индуцирующими секрецию МПО акти-

вированными нейтрофилами и моноцитами-макрофагами.  

Целью данной работы было получение специфических антител про-

тив ЛНП и ЦП, модифицированных HOCl и HOBr (далее ЛНП/ЦП-Cl и 

ЛНП/ЦП-Br); разработка методов иммуноферментного анализа (ИФА) 

для измерения концентрации ЛНП-Cl, ЛНП-Br, ЦП-Cl и ЦП-Br; анализ 

корреляционных связей между показателями, измеренными в плазме па-

циентов с различной степенью тяжести сердечно-сосудистых заболева-

ний. 

Нами были разработаны оригинальные методы оценки содержания 

МПО (ИФА) и ее активности (пероксиданая активность c использовани-

ем субстрата о-дианизидина), концентрации ЛНП-Cl, ЛНП-Br, ЦП-Cl и 

ЦП-Br (ИФА), а также методы оценки соотношения прооксидантной и 

антиоксидантной систем плазмы крови (пероксидазная активность плаз-

мы c использованием субстрата о-дианизидина и доля непротеолизован-

ного ЦП, обладающего антимиелопероксидазной активностью).  

Для получения антигенов ЛНП либо ЦП инкубировали с HOCl либо 

HOBr при мольном соотношении окислитель:апоВ-100=50:1, окисли-

тель:ЦП=20:1 в течение 30 мин при 37 °С. Модифицированные ЛНП от-

деляли от нативных с помощью электрофореза в 1 % геле агарозы, выре-

зали из геля зону модифицированных ЛНП. Далее подвергали препара-

тивному электрофорезу с SDS содержащийся в них апоВ-100, вырезали 

его зону из геля и использовали для иммунизации кроликов. Модифици-

рованный ЦП отделяли от не окисленного белка с помощью диск-

электрофореза в ПААГ, вырезали из геля зону модифицированного ЦП. 

Далее ЦП подвергали препаративному электрофорезу с SDS, вырезали 

белок из геля и использовали для иммунизации кроликов. Контролем 

служили препараты ЦП и апоВ-100 из нативных ЛНП, которыми имму-

низировали крыс. После 4 иммунизаций с интервалом в 2 недели были 

получены антисыворотки против апоВ-100 из ЛНП-Cl, ЛНП-Br, а также 

ЦП-Cl и ЦП-Br от кроликов. От крыс получали антисыворотку против 

нативных ЛНП и ЦП. Из сывороток выделили фракцию IgG. Для очистки 

антител от реакции с ЛНП либо ЦП, модифицированными МДА, прово-

дили негативную аффинную хроматографию на агарозе с МДА-ЛНП ли-

бо МДА-ЦП. В качестве стандарта использовали препараты ЛНП и ЦП, 

модифицированные 20-молярным избытком HOCl либо HOBr. Концен-

трацию модифицированных ЛНП и ЦП в образце плазмы крови выража-

ли в нг/мл после сравнения оптической плотности образцов с калибро-

вочными прямыми для модифицированных ЛНП и ЦП. Петля ЦП, со-

единяющая 5 и 6 домены (882-894, RRPYLKVFNPRRKL), содержит 
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связь лизин887-валин888, которая в первую очередь атакуется серино-

выми протеиназами, лишающими ЦП способности ингибировать МПО. 

В качестве антигена использовали пептид ЦП, CRRPYLKVFNPRRKL 

(881-894), конъюгированный по N-концевому остатку цистеина с амино-

группами гемоцианина виноградной улитки за счет малеимидного агента 

(сульфо-SMCC кросслинкер). Кроликов иммунизировали конъюгатом и 

после 4-ой иммунизации собирали антисыворотку, из которой выделяли 

фракцию IgG. Антитела очищали от примесей антител против гемоциана 

улитки с помощью негативной хроматографии на колонке, содержащей 

агарозу с иммобилизованным гемоцианином улитки. Полученные анти-

тела по данным Вестерн-блоттинга реагировали исключительно с 

132 кДа зоной непротеолизованного ЦП и не реагировали ни с одним из 

протеолитических фрагментов ЦП.  

При сопоставлении измеренных показателей на репрезентативном 

количестве образцов плазмы крови (n=69) от пациентов с различной сте-

пенью тяжести сердечно-сосудистых заболеваний нам удалось просле-

дить ряд корреляционных связей, хорошо согласующихся с данными, 

полученными на экспериментальных моделях исследования проатеро-

генных свойств МПО. Во-первых, пероксидазная активность МПО в 

плазме крови положительно коррелировала с концентрацией МПО и от-

рицательно – с долей непротеолизованного ЦП, являющегося эффектив-

ным ингибитором МПО. Во-вторых, концентрация МПО положительно 

коррелировала с показателями галогенирующего стресса (концентрации 

ЛНП-Cl, ЛНП-Br, ЦП-Cl и ЦП-Br) и отношением концентрации МПО к 

общей пероксидазной активности плазмы. В-третьих, показатели галоге-

нирующего стресса демонстрировали высокий уровень корреляционных 

связей между собой (коэффициенты корреляции от 0,89 до 0,96). Нако-

нец, соотношение концентрации МПО к пероксидазной активности МПО 

положительно коррелировало со всеми показателями галогенирующего 

стресса и отрицательным образом зависело от доли непротеолизованного 

ЦП в плазме. Пероксидазная активность гемоглобина, измеренная в об-

разцах плазмы больных, не коррелировала ни с одним из показателей га-

логенирующего стресса и антиоксидантной защиты, что подкрепляет ги-

потезу об участии МПО в проатерогенной модификации ЛНП. Получен-

ные результаты свидетельствуют о важной роли галогенирующего стрес-

са в атерогенной модификации ЛНП. ЦП, выполняя функцию природно-

го ингибитора МПО, препятствует такой модификации, а значит и разви-

тию атеросклероза.  

Работа поддержана РФФИ (14-04-00807, 15-04-03620, 16-54-00038). 
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Введение. Первым ответом на появление чужеродных микроорга-

низмов является стимуляция нейтрофилов, что сопровождается измене-

нием их формы, адгезией, направленным движением в очаг поврежде-

ния, усиленным потреблением кислорода («кислородным взрывом»), де-

грануляцией. Дегрануляция характеризуется слиянием цитоплазматиче-

ских гранул с фагосомой, поступлением содержащихся в гранулах фер-

ментов в фагосому и частичной секрецией этих ферментов во внеклеточ-

ное пространство. Примером патологической активности нейтрофилов 

является отторжение донорских органов при неэффективном удалении 

нейтрофилов из кровеносных сосудов во время перфузии. Логично пред-

положить, что активация нейтрофилов непосредственно в кровяном рус-

ле должна сдерживаться в норме и при воспалении. Белки острой фазы, 

концентрация которых повышается при воспалении, могут выступать ре-

гуляторами функций иммунных клеток. Увеличение молярной концен-

трации церулоплазмина (CP, ферро:O2-оксидоредуктаза) во время острой 

фазы воспаления (с 3 до 10 мкМ) уступает только увеличению концен-

трации таких мажорных белков плазмы, как фибриноген и гаптоглобин. 

Вместе с тем, в литературе нет однозначной точки зрения на функции CP 
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при воспалении. Как фермент, CP активно препятствует образованию и 

существованию свободных радикалов, обладая активностями феррокси-

дазы, купроксидазы, супероксиддисмутазы, глутатион-зависимой перок-

сидазы и NO-оксидазы. От присутствия гена CP зависит выживание 

нейронов при острофазном ответе на липополисахарид. С другой сторо-

ны, прооксидантные свойства приписывают меди, лабильно связанной с 

CP. 

Методы. В работе использовали CP, выделенный из плазмы крови с 

помощью хроматографии на UNO-Sphere Q и неомицин-агарозе. Иден-

тификацию белков проводили с помощью масс-спектрометрии фрагмен-

тов трипсинолиза. Трехмерные модели получали в сотрудничестве с 

к. ф.-м. н. В.Р. Самыгиной методами рентгеноструктурного анализа и 

рассеяния рентгеновских лучей под малыми углами. 

Результаты. Были охарактеризованы комплексы CP с катионными 

белками нейтрофильных лейкоцитов и медиаторами воспаления: лакто-

феррином, миелопероксидазой, эластазой, катепсином G, протеиназой 3, 

азуроцидином, 5-липоксигеназой, тромбином (FIIa). Анионный CP 

(pI ~ 4,7) взаимодействует с катионными белками довольно стереотипно, 

но при этом наблюдается определенное разнообразие комплексов. Была 

показана высокая аффинность компонентов в образующихся комплексах. 

Так, сродство CP к лактоферрину и к азуроцидину характеризуется 

Kd ~ 13 нМ. CP способен как in vitro, так и in vivo формировать мульти-

мерные комплексы, включающие в себя лактоферрин и миелопероксида-

зу. Была изучена трехмерная структура таких комплексов, определены 

сайты взаимодействия, включающие контакт N-концевого катионного 

кластера лактоферрина с доменами 1 и 6 CP, лигандирующими ионы ме-

ди его активного центра, а также контакт лабильной к протеолитической 

атаке петли CP, соединяющий 5 и 6 домены белка с входом в гемовый 

карман миелопероксидазы. Лактоферрин, образовав комплекс с CP, уве-

личивает его ферроксидазную активность. Связывая лабильные ионы 

меди, лактоферрин защищает CP от деградации пероксидом водорода, 

индуцирующим в присутствии меди CP сайт-специфическую продукцию 

гидроксильных радикалов. Взаимодействие CP с миелопероксидазой 

приводит к ингибированию ее прооксидантной активности. Ингибируя 

хлорирующую активность миелопероксидазы, CP уменьшает проатеро-

генную модификацию липопротеинов низкой плотности. Ингибирующий 

эффект CP зависит от целостности его молекулы: частично протеолизо-

ванный CP не эффективен как ингибитор хлорирующей активности мие-

лопероксидазы, а также не ингибирует синтез лейкотриенов 5-

липоксигеназой. Нами было изучено взаимодействие CP с ключевыми 
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медиаторами воспаления – FIIa и MIF. Образование комплекса CP с FIIa 

приводит к ингибированию ферроксидазной активности CP. Конкурент-

ное вытеснение CP из комплекса с FIIa с помощью лигандов экзосайтов I 

и II показало их участие в комплексообразовании. Протеолиз CP, опо-

средованный FIIa, приводит к выходу прооксидантных ионов меди из 

молекулы CP. Наличие протеолизованного CP в синовиальной жидкости 

больных ревматоидным артритом совпадает с наличием активных FIIa и 

активной миелопероксидазы. В синовиальной жидкости обнаруживается 

как апо-форма CP, так и свободная медь.  

Выводы. Таким образом, провоспалительные факторы, взаимодей-

ствующие с CP, влияют на целостность его молекулы и присутствие свя-

занной с ним лабильной меди, что, в конечном итоге, определяет спо-

собность CP регулировать функции нейтрофилов в кровяном русле и 

очаге воспаления. 

Работа поддержана грантами РФФИ № 15-04-03620, 16-04-01182 и 

грантом Президента РФ MK-5074.2016.4. 
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Атомно-силовая микроскопия (АСМ) является методом внешнего 

силового зондирования наноиндентором твердых тел, позволяющим 

определять морфологические (структурные, геометрические) и физико-

механические (упругие, фрикционные, адгезионные и др.) свойства по-

верхности. В АСМ наиболее часто используется опции топографии (за-

пись рельефа поверхности), микроскопии латеральных сил (фрикцион-

ных сил  сил трения скольжения острия иглы-зонда, включая зонды со 

специально модифицированной поверхностью, по исследуемой поверх-

ности), а также статической силовой спектроскопии. В последние годы 

АСМ начинает применяться в биологических и медицинских исследова-
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ниях, наблюдается быстрый рост объема публикаций, посвященных 

работам по АСМ-изучению физико-механических характеристик клеток 

человека и животных, включая раковые клетки. Повышенный интерес 

исследователей к АСМ-анализу клеток объясняется не только его до-

ступностью в связи с освоением производства АСМ во многих странах, 

включая Республику Беларусь (ОДО «Микротест машины», г. Гомель), 

уникальной возможностью исследования на микро- и наномасштабном 

уровнях клеток в мазках и в жидких средах, так и простотой подготовки 

клеток к АСМ-исследованиям. При АСМ-исследовании клеток получают 

характерный набор не взаимозаменяемых параметров их физико-

механических свойств и связанных с ними структурных свойств клеточ-

ной поверхности, которые вместе составляют физико-механический об-

раз поверхности (поверхностного слоя) клетки. Так как входящие в него 

параметры отражают способность материала клеточной поверхности от-

вечать на механическое воздействие, поэтому их значения зависят как от 

ее состава и структуры, так и условий осуществления тестирующего ме-

ханического воздействия. Основной вклад в механические свойства по-

верхностного слоя клетки вносит кортикальный слой цитоскелета, как 

опорного элемента клетки.  

Цель исследования  оценка эффективности использования физико-

механического АСМ-образа клеточной поверхности для анализа типа и 

состояния клеток человека, включая раковые клетки.  

Материалы и методы. В работе с помощью методов АСМ (микро-

скопии латеральных сил, топографии и силовой спектроскопии) изучены 

параметры локальных сил трения скольжения и адгезии между острием 

АСМ-зонда и поверхностью клетки, ее упругие характеристики (модуль 

Юнга), фрактальная размерность карт латеральных сил и карт рельефа 

участков поверхностного слоя клеток, геометрические параметры (кон-

туры, топография, диаметр, высота и др.) целых клеток. Изучались адге-

зированные к стеклянным пластинам и обработанные в 0,5 % растворе 

глутарового альдегида раковые эпителиальные клетки карциномы легко-

го человека (А549), карциномы молочной железы человека (МCF-7), 

карциномы гортани человека (HEp-2c), а также мезенхимальные стволо-

вые клетки (МСК), первичные фибробласты (ФБ) человека. 

Результаты и их обсуждение. В мировой науке сейчас активно раз-

вивается метод анализа онкологической патологии на уровне клеток с 

использованием, в основном, одного параметра – локального модуля 

упругости, оцениваемого с помощью силовой спектроскопии. Дополни-

тельная оценка параметров сил адгезии расширяет возможности выявле-

ния различия в механических ответах поверхностных слоев клеток 
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(например, раковых эпителиальных клеток различных типов). Так, выяв-

лены различия параметров сил адгезии клеток линий А549 и HEp-2c при 

отсутствии различия параметров сил упругости для этих клеток. Значе-

ния локального модуля упругости определяли, как правило, при комнат-

ных или физиологических температурах (обычно, 20 и 37 С). Известно, 

что физико-механические свойства поверхности клеток существенно за-

висят от температуры окружающей среды, а характер их температурных 

зависимостей определяется типом и состоянием клетки. Вследствие это-

го АСМ-анализ клеток целесообразно дополнять анализом температур-

ных зависимостей изучаемых свойств.  

Наиболее информативным для анализа клеток является включение в 

набор АСМ-параметров физико-механического образа клеточной по-

верхности зависимости параметров сил трения скольжения между остри-

ем АСМ-зонда и поверхностью клетки от температуры (Fтр=(Т)) в ши-

роком диапазоне температур (15-90 С) и зависимости фрактальной раз-

мерности карт латеральных сил поверхности клетки от коэффициента 

масштабирования оси z (DF=(t)). Эти параметры позволили дифферен-

цировать разные типы клеток: не только клетки нормальных тканей (ФБ 

и МСК) и раковые клетки (А549, HEp-2c, MCF-7), а также раковые клет-

ки одного типа, но разных подтипов (например, клетки с разной степе-

нью активности цитоскелета, отражающей их потенциал метастазирова-

ния  1-ый и 2-ой подтипы клеток линии А549) [1].  

Нами показано, что при температурах 20-30 С значения модуля 

упругости, сил адгезии, сил трения и фрактальной размерности карт ла-

теральных сил для раковых клеток (A549, HEp-2c, MCF-7) меньше, чем 

значения соответствующих параметров для фибробластов, что свиде-

тельствует о большей степени мягкости раковых клеток и лабильности 

их цитоскелета в сравнении с фибробластами [2]. Установлено, что по 

физико-механическим свойствам раковые клетки МCF-7 схожи с рако-

выми клетками A549 1-ого подтипа, а раковые клетки HEp-2c – раковы-

ми клетками 2-ого подтипа. 

Заключение. Выявлено различие физико-механических образов раз-

ных типов и подтипов раковых клеток, а также раковых и нераковых 

клеток. Физико-механический образ клетки может эффективно исполь-

зоваться для контроля однородности культуры клеток, анализа измене-

ния их состояния под действием факторов различной природы, а также 

для обнаружения патологии клеток, включая онкологическую патоло-

гию.  

Авторы благодарят Белорусский республиканский фонд фундамен-

тальных исследований за финансовую поддержку (Б14-042). 
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Инфаркт миокарда и острое нарушение мозгового кровообращения 

являются основными причинами смертности в мире. Их доля в структуре 

летальных исходов превышает 25 % [1]. Значительным фактором в 

успешной терапии нарушения церебрального кровотока является свое-

временная и качественная диагностика. Для исследования дисфункции 

кровообращения с успехом используется ряд методик, к которым отно-

сятся транскраниальная допплерография, компьютерная томография, 

магнитно-резонансная томография, ангиография [2]. Эффективным ме-

тодом для диагностики указанных нарушений является метод рентгено-

графии с введением контрастного вещества. Существенным недостатком 

метода является непереносимость пациентом в ряде случаев контрастно-

го вещества [3], содержащего йод, а также высокая эффективная доза ра-

диационной нагрузки (до 10 мЗв) [4]. Одним из перспективных направ-

лений в решении данной проблемы является использование контрастных 

веществ, которые регистрируются методами оптической спектроскопии. 

Ряд исследований посвящен свойствам индоцианинового зеленого кра-

сителя с регистрацией его в кровотоке методами инфракрасной спектро-

скопии в ближней области [5]. 
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Цель данного исследования заключалась в изучении элиминации 

индотрикарбоцианинового красителя из церебрального кровотока у крыс 

с индуцированной глобальной ишемией мозга при регистрации измене-

ния интенсивности сигнала в максимуме полосы флуоресценции краси-

теля, возбуждаемой полупроводниковым лазером с длиной волны 

683 нм. 

Подвод возбуждающего излучения к мозгу животного и сбор света 

флуоресценции в спектрометре осуществлялись с помощью световода, 

свободный конец которого был закреплен по оси цилиндрического дер-

жателя (наконечника) с внутренним диаметром 3 мм на расстоянии не-

скольких миллиметров от среза. Применение такого наконечника, при-

мерно, на порядок уменьшает разброс интенсивности в спектрах флуо-

ресценции красителя при съеме информации от одной точки образца и 

составляет около 7 %. Регистрация спектров начиналась сразу после вве-

дения красителя и производилась непрерывно около четырех раз в се-

кунду на протяжении всего времени наблюдения. Информация о вели-

чине сигнала в максимуме полосы флуоресценции оперативно поступала 

на монитор компьютера и затем сохранялась для дальнейшей обработки. 

Экспериментальная модель глобальной ишемии мозга достигалась 

временной (10 мин) билатеральной перевязкой сонных артерий у крыс 

самцов Вистар (n=5) под наркозом. До начала процедуры животным в 

хвостовую вену устанавливался катетер. Через 20 минут после формиро-

вания ишемии на поверхность затылочной области черепной коробки, 

тщательно освобожденной от покровных тканей и высушенной, устанав-

ливался держатель со световодом. Через катетер вводился раствор индо-

трикарбоцианинового красителя (2 мг/кг) и регистрировался сигнал убы-

вания интенсивности контрасного вещества в церебральном кровотоке. 

Группой сравнения (контроль) являлись крысы самцы Вистар (n=7), ко-

торые не подвергались операции. 

Количественный показатель – константа элиминации (Kel) красите-

ля из кровотока. Данные обрабатывались методами непараметрической 

статистики и представлены в виде медианы с интерквартильным разма-

хом М [25 %:75 %]. Различия являются достоверными при уровне значи-

мости р<0,05. 

Полученные графики изменения интенсивности сигнала флуорес-

ценции красителя от времени фитировались биэкспоненциальной зави-

симостью I(t), коэффициент аппроксимации R2=0,99. Такая кривая харак-

терна для двукамерной фармакокинетической модели изменения концен-

трации лекарственного средства в крови, отражающей наличие фазы 

распределения и медленной фазы элиминации. В данном случае Kel ин-
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дотрикарбоцианинового красителя в группе крыс, подвергнутых гло-

бальной ишемии мозга, составил 13,8 [10,8:19,4] с
–1

, тогда как в кон-

трольной группе данный показатель – 4,5 [3,8:7,9] с
–1

 (различия досто-

верны, р=0,043). 

При глобальной ишемии мозга происходит разрушение гематоэнце-

фалического барьера, что приводит к быстрому выведению красителя из 

кровеносного русла в ткани мозга, что подтверждается 3-х кратным уве-

личением Kel по сравнению с контрольной группой. 

а б 

 
 

Рисунок – а – Спектр флуоресценции индотрикарбоцианинового краси-

теля (1) и собственной люминесценции биотканей; б – динамика измене-

ния интенсивности сигнала флуоресценции индотрикарбоцианинового 

красителя в тканях мозга крыс в условиях индуцированной глобальной 

ишемии 

 

Метод регистрации изменения интенсивности сигнала флуоресцен-

ции индотрикарбоцианинового красителя в системе мозгового кровооб-

ращения крыс с помощью полупроводникового лазера длиной волны 

683 нм в условиях экспериментальной церебральной ишемии позволяет 

оценить степень нарушения кровотока по изменению фармакокинетиче-

ских параметров флуоресценции красителя. 
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Дендримеры – это сильноразветвленные синтетические макромоле-

кулы, структуру которых можно точно контролировать при синтезе, что 

позволяет успешно использовать их в нанобиотехнологии в качестве по-

средников для целевой доставки препаратов в клетки при терапии раз-

личных заболеваний. Однако в определенных концентрациях дендриме-

ры могут сами проявлять цитотоксичность, сводя на нет всю свою полез-

ность при доставке лекарств. В данной работе исследовалось влияние 

полиамидоаминных (PAMAM) дендримеров на конформацию белка ме-

тодом измерения флуоресценции. Флуоресценцию растворов белков 

обеспечивают ароматические аминокислоты (триптофан, тирозин, фе-
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нилаланин), которые в третичной структуре могут быть ориентированы 

по-разному, что обеспечивает зависимость положения и интенсивности 

пиков флуоресценции от конформации белка. Таким образом можно 

установить факт изменения конформации белка под действием различ-

ных агентов, а также оценить степень этого изменения.  

Цель работы: установить влияние гидрофильных и гидрофобных 

PAMAM дендримеров на конформацию белка тромбина методом изме-

рения флуоресценции раствора. 

Материалы и методы. В эксперименте использован белок тромбин 

(Mw 36,7 кДа), полученный в РНПЦ гематологии и трансфузиологии МЗ 

РБ. Дендримеры PAMAM G4 (формула [NH2(CH2)2NH2]:(G=4), 

Mw 14214,17 Да, содержат 64 поверхностных первичных аминогрупп) и 

PAMAM-25 % C12 G4 (формула C1006H2016N250O156, Mw 20112.35, содержат 

на поверхности 48 первичных аминогрупп и 16 групп [N-(2-

гидроксидодецил)], были приобретенны в фирме Sigma-Aldrich (USA). 

Измерение флуоресценции раствора белка производилось на приборе 

Jasco-F6300 (Japan). Возбуждение молекул белка осуществлялось на 

длине волны 280 нм, измерение флуоресценции происходило на длинах 

волн от 310 нм до 450 нм с шагом 1 нм. Длина оптического пути состав-

ляла 1 см. Конечный объем раствора в кварцевой кювете составлял 2 мл. 

Конечная концентрация тромбина составляла 0,136 мкмоль/л, конечная 

концентрация дендримеров варьировалась по отношению к концентра-

ции белка в следующем виде: 0,5; 1; 2; 3; 5; 7; 10. Для дендримера PA-

MAM G4 было произведено дополнительное измерение с отношением 

концентраций дендример-белок равным 15. Растворы тромбина и денд-

римера PAMAM G4 готовились в фосфорном буферном растворе с pH 

7,4, раствор дендримера PAMAM-25 % C12 G4 готовился в этиловом 

спирте. В данном эксперименте измеряемыми параметрами выступали 

длина волны, при которой наблюдался пик флуоресценции, и 

интенсивность пика. В качестве контроля для PAMAM G4 выступал 

раствор тромбина в фосфорном буфере, в качестве контроля для PA-

MAM-25 % C12 G4 выступал раствор тромбина с добавлением этилового 

спирта. 

Результаты. Обнаружено, что при добавлении дендримеров к рас-

творам белка при повышении молярного соотношения "дендри-

мер:белок" для PAMAM G4 наблюдается постепенное и небольшое сни-

жение интенсивности основного пика при варьирующейся длине волны 

от 338 до 342 нм. В то же время при добавлении PAMAM-25 % C12 G4 

отмечалось резкое уменьшение длины волны пика до 329 нм, которое за-
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тем оставалось постоянным, в то время как интенсивность пика возрас-

тала по сравнению с контрольным образцом (рисунок).  

Помимо этого, при добавлении дендримеров возникал второй пик 

флуоресценции в районе длин волн 410–434 нм. В случае с PAMAM G4 

этот пик обнаруживался лишь при высоких соотношениях концентраций 

дендримеров и белка (10 и 15), а также наблюдался в одном повторе в 

серии при соотношении концентраций 1:1. Для дендримера PAMAM-

25 % C12 G4 второй пик появлялся начиная с самых низких соотношений 

и при увеличении концентрации дендримеров наблюдалось постепенное 

увеличение как длины волны, так и интенсивности пика. 

 
Рисунок – Изменения интенсивности и положения максимума флуорес-

ценции тромбина в присутствии дендримеров в различных  

концентрациях. 

 

Обсуждение. При сравнении графиков зависимости длины волны и 

интенсивности пиков флуоресценции раствора тромбина при добавлении 

различных дендримеров можно заметить, что изменения по сравнению с 

контрольным образцом при добавлении гидрофильного дендримера ме-

нее выражены, чем при добавлении гидрофобного. Особый интерес 

представляет появление второго пика флуоресценции, который отсут-

ствовал в контрольных опытах и при добавлении низких концентраций 

дендримера PAMAM G4. Следовательно, дендример PAMAM-25 % C12 

G4 оказывал денатурирующее влияние на тромбин начиная с минималь-
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ных концентраций, в то время как подобное влияние дендример PAMAM 

G4 оказывал только начиная с 10-кратной молярной концентрации по 

отношению к концентрации белка, тогда как влияние низких концентра-

ций было менее выраженным. Из этого можно сделать вывод, что при-

менение в медицине гидрофобных полиамидоаминных дендримеров мо-

жет привести к нежелательным побочным эффектам в результате дена-

турации, а следовательно, к утрате функции белков (в частности тромби-

на), в то время как гидрофильные дендримеры потенциально могут не 

оказывать столь негативного влияния при низких концентрациях. 
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Известно, что динитрозильные комплексы железа (ДНКЖ) с тиол-

содержащими лигандами являются одной из основных стабилизирован-

ных форм NO в организме животных и человека. Такие соединения осу-

ществляют депонирование NO и перенос его к мишеням действия, а так-

же обладают собственным антиоксидантным действием [1]. Целью рабо-

ты являлось исследование переноса и накопления данных комплексов в 

ткани органов, а также их гипотензивного и защитного действия в ре-

зультате введения препарата ДНКЖ с лигандом глутатионом (ДНКЖ-

Глт) в организм крыс различными способами.  

Эксперименты проводились на крысах линии Wistar. В ходе опытов 

осуществлялся мониторинг среднего АД (АДср) и его изменений в ре-

зультате введения ДНКЖ-Глт. Содержание связанных с белками ДНКЖ 

в крови и ткани органов после инъекции данного препарата определя-

лось исходя из их сигналов ЭПР при g=2,03. Для оценки уровня NO, 

включая его стабилизированные формы, применялась спиновая ловушка 
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на основе комплексов ионов железа и диэтилдитиокарбамата, а для реги-

страции спиновых аддуктов использовался метод ЭПР. 

Ранее нами было показано, что внутривенное введение ДНКЖ-Глт 

способно инициировать существенный и пролонгированный гипотензив-

ный эффект, сопровождающийся значительно более слабым увеличени-

ем уровня свободного NO в организме, по сравнению с другими препара-

тами [2]. 

В данной работе проводился анализ действия ДНКЖ-Глт при его 

введении в организм путѐм внутривенной, внутрибрюшинной, внутри-

мышечной и подкожной инъекций, а также ректально.  

Установлено, что в результате внутривенного, внутрибрюшинного, 

внутримышечного и подкожного введений ДНКЖ-Глт регистрируется 

существенный и продолжительный гипотензивный эффект, причем ха-

рактер данного эффекта ДНКЖ зависит от способа его введения в орга-

низм. На начальном этапе опыта (в период до 20 мин после введения) 

наблюдается наиболее сильный гипотензивный эффект ДНКЖ-Глт, вво-

димого внутривенно, а на более позднем (от 40 мин после инъекции) – 

внутривенное и подкожное введения приводят к появлению практически 

одинаковых эффектов снижения АДср [3]. В результате ректального вве-

дения ДНКЖ-Глт гипотензивный эффект отсутствует. 

Установлено, что после подкожной инъекции снижение АДср и 

накопление связанных с белками ДНКЖ в крови и ткани органов проис-

ходят более медленно, по сравнению с внутривенным введением, причѐм 

по общей продолжительности гипотензивного эффекта эти два способа 

введения препарата практически не отличаются друг от друга. Кроме то-

го, подкожное введение препарата не приводит к образованию высоких 

концентраций ДНКЖ с белковыми лигандами в крови в начале опыта и 

характеризуется более эффективным накоплением этих форм депониро-

вания NO в легких, по сравнению с внутривенной инъекцией.  

Вероятно, что после подкожного введения эти комплексы депони-

руются, и далее сравнительно медленно переходят в кровь и в органы 

животного, причем наиболее вероятными местами их первичного депо-

нирования могут быть подкожная жировая клетчатка и лимфа. 

В другой части работы изучалось защитное действие ДНКЖ-Глт в 

условиях гиперпродукции NO в организме. Ранее нами было показано, 

что при введении данного препарата перед началом региональной ише-

мии миокарда в зоне окклюзии происходит избирательное накопление 

ДНКЖ с белковыми лигандами, инициирующих антиоксидантное дей-

ствия, а также подавление гиперпродукции NO [2]. 
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Кроме того, защитное действие ДНКЖ-Глт изучалось при есте-

ственном кровоснабжении организма в условиях воспаления, вызванного 

инъекцией липополисахаридов (ЛПС). При этом через 6 часов после вве-

дения крысам ЛПС содержание общего уровня NO в сердце, легких, пе-

чени и почках было существенно выше, чем в контроле, и наиболее за-

метный эффект наблюдался в печени животного. В другой эксперимен-

тальной группе, через 6 часов после последовательного введения живот-

ным ДНКЖ-Глт и ЛПС для сердца и почки уровень общего NO практи-

чески не менялся, а для легких и печени регистрировалось существенное 

снижение уровня NO, по сравнению с инъекцией только одного ЛПС [4]. 

Вероятно, что полученный эффект можно объяснить несколькими 

причинами. Так, увеличение уровня NO в ткани органов крыс, получав-

ших ЛПС, обусловлено образованием оксида азота с помощью iNOS. 

При этом синтез самих iNOS провоцируется прооксидантным статусом 

тканей, инициированным действием ЛПС. Поскольку вводимые ДНКЖ-

Глт характеризуются антиоксидантной активностью [1, 2], это может 

приводить к подавлению синтеза iNOS, следствием чего является сниже-

ние уровня NO в ткани легких и печени. Кроме того, присутствие в крови 

избыточного количества ДНКЖ и S-нитрозотиолов, связанных с белко-

выми лигандами [3], может выполнять роль эффективного переносчика 

NO в почки в условиях воспаления. Следовательно, введение ДНКЖ с 

глутатионом в условиях эндотоксического шока не приводит к увеличе-

нию уровня общего NO в органах крыс, и даже оказывает противовоспа-

лительное действие, подавляя гиперпродукцию NO в лѐгких и печени 

животных. 

Таким образом, наиболее существенный и продолжительный эффект 

ДНКЖ-Глт наблюдается в результате внутривенного и подкожного вве-

дения данного препарата. В результате подкожной инъекции данного со-

единения снижение АДср и накопление связанных с белками ДНКЖ в 

крови и ткани органов происходит более медленно, по сравнению с 

внутривенным введением, при этом подкожная инъекция характеризует-

ся также более эффективным накоплением этих форм депонирования NO 

в ткани лѐгких. Кроме того, данные комплексы способны инициировать 

защитный эффект, оказывая антиоксидантное действие и подавляя ги-

перпродукцию NO в ткани органов. 

Работа выполнена при частичной поддержке РФФИ, грант № 14-04-

00332а. 
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В настоящее время показано, что эмбриогенез сопровождается ин-

тенсивной продукцией оксида азота. В эмбриональных тканях показано 

наличие NO-синтаз [1]. Также установлено, что пролиферация миобла-

стов и клеток – сателлитов, образование миофибрилл – NO зависимые 

процессы [2].  

Наиболее удобны для таких исследований птичьи эмбрионы, имею-

щие большие размеры и развивающиеся независимо от материнского ор-

ганизма. Нами с помощью высокочувствительного ферментного сенсора, 

способного определять в биообъектах содержание основных физиологи-

чески значимых групп нитро- и нитрозосоединений, установлены следу-

mailto:vtitov43@yandex.ru
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ющие закономерности изменения концентрации этих соединений в раз-

личных частях эмбриона птиц [3]: 

Доноры NO в составе нитрозотиолов, динитрозильных комплексов 

железа, а также ряда высокомолекулярных нитратов начинают накапли-

ваются в птичьем эмбрионе с 1 по 3 сутки инкубации до общей концен-

трации около 150 мкМ. Они накапливаются в амнионе эмбриона [3]. С 3 

по 11 сутки содержание нитро- и нитрозосоединений в эмбрионе ста-

бильное. С 11 суток до конца эмбриогенеза происходит резкое и много-

кратное увеличение их содержания в эмбрионе до 700–1000 мкМ перед 

выводом. У птиц мясного направления продуктивности, начиная с 3 су-

ток инкубации до конца эмбриогенеза, идет интенсивная трансформация 

доноров NO до нитрата. У яичных форм этот процесс многократно менее 

интенсивен. Нитрат накапливается, преимущественно, в мышцах, а отту-

да поступает в аллантоис [3]. Но интенсивность синтеза доноров NO в 

эмбрионах всех форм примерно одинакова. В тканях цыплят яичных и 

мясных пород, после вывода, содержание доноров NO и нитрата вырав-

нивается [3].  

Эти данные дают основание для предположения, что процесс 

трансформации доноров NO до нитрата в эмбрионе птиц, в основном, 

связан с интенсификацией миогенеза. Но какова природа этой взаимо-

связи? Ответ на этот вопрос и является целью нашего исследования.  

Было исследовано влияние зеленого света – известного экзогенного 

стимулятора мясной продуктивности, на содержание нитро- и нитрозо-

соединений в тканях эмбриона [4]. Механизм стимуляции миогенеза под 

действием видимого света не известен. Но очевидно, что видимый свет 

не может внести каких-либо изменений в генотип. В наших эксперимен-

тах (использовалась энергосберегающая лампа NCL-SH10 Navigator 

мощностью 15 Вт, с зеленым светофильтром, со световым потоком 

975 лм.) установлено, что освещение стимулирует деструкцию доноров 

NO до нитрата в тканях эмбриона, не влияя на интенсивность их синтеза. 

Также нитрат накапливается, в основном, в мышцах и оттуда поступает в 

аллантоис [4]. Причем, интенсификация начинается не сразу, а на 3–5 

сутки развития эмбриона. Отмена освещения после этого срока никак не 

сказывалась на интенсивности деструкции доноров NO до нитрата в те-

чение всего оставшегося срока эмбриогенеза. Она была такой же, как и 

при сохранении освещения. Но если освещение начиналось позже 5 су-

ток, оно не влияло на интенсивность деструкции доноров NO [4].  

Следовательно, деструкция доноров NO в тканях эмбриона связана с 

факторами, появляющимися на 3–5 сутки развития птичьего эмбриона, и 

до 5 суток могут быть активированы либо внутренним, генетически обу-
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словленным механизмом, либо внешними причинами – светом. В даль-

нейшем процесс, опосредующий деструкцию доноров NO, идет до конца 

эмбриогенеза без какой-то внешней поддержки. Что же это за процесс? 

Гистологические исследования показали, что развитие мышц в эм-

брионах всех форм птиц идет с одинаковой скоростью, вне зависимости 

от интенсивности деструкции доноров NO до нитрата. То есть скорость 

морфологического развития мышц не связана с этим показателем. Но в 

эмбрионах с высокой интенсивностью деструкции доноров NO на 8 сут-

ки эмбриогенеза зафиксировано на 10–15 % меньшее содержание мы-

шечной ткани в мышечных волокнах на продольном срезе, чем в эмбри-

онах с низкой интенсивностью. В дальнейшем эта разница исчезала [4]. 

Можно предположить, что в первом случае имеет место задержка диф-

ференцировки клеток, которая также NO-зависима [3]. Также у пород с 

высокой интенсивностью эмбриональной деструкции доноров NO имело 

место некоторое увеличение числа волокон в поле зрения микроскопа на 

продольном срезе на первые сутки после вывода, по сравнению с форма-

ми, характеризующимися низкой интенсивностью [4]. Заметим, что про-

лиферация миобластов заканчивается к 12 суткам эмбриогенеза, а окис-

лительная деструкция NO в эмбрионе длится в течение всего эмбриоге-

неза. Возможно, наблюдаемый метаболизм NO связан с активацией про-

лиферации клеток – сателлитов. Последняя тоже является NO зависимым 

процессом, и активация одних клеток стимулирует активацию других. 

Все эти процессы активации пролиферации клеток регулируются раз-

личными гуморальными факторами с синтезом, либо активацией кото-

рых, возможно, и связано окисление NO [2]. 
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МЕХАНИЗМ ОСЦИЛЛИРУЮЩЕГО ДВИЖЕНИЯ ЖИДКОСТИ В  
ИНТЕРСТИЦИАЛЬНОМ ПРОСТРАНСТВЕ ГОЛОВНОГО МОЗГА 

 
Титовец Э.П. 

 
РНПЦ неврологии и нейрохирургии, Минск, Беларусь 

 

Фундаментальные данные и клиническая практика указывают на 

большую важность исследования механизмов движения жидкостей го-

ловного мозга. Механизм объемного переноса (ОП), обеспечивающий 

межклеточный транспорт информационных биологически активных мо-

лекул, питательных веществ, газов, теплоперенос и тканевой гомеостаз, 

имеет в своей основе конвекцию интерстициальной жидкости (ИЖ). 

Нарушения конвекции ИЖ неизбежно присутствуют при различных 

патологиях головного мозга: травмах, опухолях, нейродегенеративных 

заболеваниях и др. При этом универсальной патофизиологической реак-

цией головного мозга является развитие его отека – одна их основных 

причин летального исхода [1].  

Неинвазивными способами магнитно-резонансной томографии были 

получены данные, которые показывают осциллирующий характер дви-

жения жидкостей головного мозга, что невозможно объяснить на основе 

устоявшихся классических представлений [2]. Было также показано, что 

процессы конвекции ИЖ зависят от активности аквапорина AQP4, кото-

рый выполняет кинетически лимитирующую роль в церебральном вод-

ном обмене [3, 4]. 

В настоящей работе осуществлено моделирование осциллирующего 

движения ИЖ между капилляром и межклеточным пространством ГМ. 

Здесь принимается во внимание пульсирующий характер колебаний 

внутри-черепного гидростатического давления (ВГД), кинетическая роль 

AQP4 и то, что движение межклеточной жидкости в межклеточном ИП 

осуществляется по закономерностям нанофлюидики [5]. Рассматривается 

изоосмотический перенос жидкости на основе уравнения Кедем-

Качальского: 

))(( tc
va

tapv x
L

pp
tppLJ  


 , 

где Jv – объемный поток жидкости; Lp – коэффициент гидравлической 

проводимости; ap  и vp  – гидростатическое давление, соответственно, на 

артериальном и венозном концах капилляра; )(tpt  – пульсовые колебания 

ВГД; L – длина капилляра; c и t  – онкотическое давление, соответ-



386 

ственно, в плазме крови и ИЖ. Результаты моделирования представлены 

на рисунке приведенном ниже. 

 

 
Рисунок – Моделирование обмена жидкости между капилляром и 

ИПГМ. ap =36 mmHg, vp =15 mmHg, L=0,074 cm, t =1 mmHg, c

=22 mmHg; Lx 0 ; Lp=0,00217 cm/(smmHg). 

А. Формы волн внутричерепногогидростатического давления, )(tpt . Зна-

чения 8, 12, 15 (в mmHg) соответствуют пиковым интенсивностям соот-

ветствующих волн. В. Трех-мерное представление водного обмена меж-

ду капилляром и интерстициальнми пространством головного мозга на 

протяжении одного полного сердечного цикла. С и D. Величины ситоли-

ческого (S), диастолического (D) и интегрального (N) потоков. Модели-

рование выполняли с использованием программы Mathematica 10.02. 
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Представленная модель описывает колебательный характер движе-

ния ИЖ, наблюдаемый при использовании неинвазивных методов. Она 

показывает, каким образом величина и направление потоков жидкости 

связаны и определяются параметрами пульсовых волн ВД. Интересно 

отметить, что при симметричной волне ВД (показана пунктирной линией 

на А и далее на D) интегральный поток жидкости равен нулю. Кинетиче-

ское влияние AQP4 реализуется через величину Lp. Модель хорошо соот-

ветствует современным клиническим и экспериментальным данным о 

характере водного обмена тканей головного мозга в норме и патологии. 
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В настоящее время традиционные хирургические методы устране-

ния хронических заболеваний вен нижних конечностей заменяются на 

миниинвазивную эндовенозную лазерную абляцию (ЭВЛА). Метод 

ЭВЛА основан на термической деградации стенки вены под действием 

лазерного излучения. Однако остаются спорные вопросы, касающиеся 

влияния параметров лазерного воздействия на эффективность процедуры 

[1], что не позволяет принять единый протокол проведения процедуры. 

Цель данной работы – выявление роли длины волны и мощности ла-

зерного излучения, а также типа среды в эффективности ЭВЛА. В каче-

стве критерия эффективности выступала полнота деградации ткани, ко-

торую оценивали по степени денатурации коллагена − основного струк-

турного белка каркаса венозной стенки. В экспериментах контролирова-

ли степень денатурации, усадку вены и динамику температурных полей 

на внешней поверхности вены. 

Экспериментальная часть. В качестве источников излучения ис-

пользовали лазеры с длинами волн 0,97 мкм (диодный лазер), 1,56 мкм 

(допированный эрбием волоконный лазер) и 1,68 мкм (волоконный Ра-

мановский лазер). Все лазеры изготовлены ИРЭ «Полюс» (Фрязино, Рос-

сия). Мощность излучения контролировали измерителем мощности 

UP12-H (Gentec Electro-Optics). 

Для моделирования ЭВЛА ex vivo сегмент вены длиной 5 см фикси-

ровали и термостатировали в пластиковом контейнере, заполненном 

0,15 М раствором NaCl. В венозные сосуды вводили 0,5 мл гепаринизи-

рованной крови или 0,15 М раствора NaCl и вставляли оптическое во-

локно. Включение лазерного излучения и автоматической тракции во-

локна со скоростью 0,75 мм/с происходило одновременно. Корректность 

регистрации температурного поля на поверхности ткани радиометриче-

ским методом обеспечивали покрытием части ткани полимерной плен-

кой, прозрачной в ИК области чувствительности детектора термографа. 
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Динамику температурного поля регистрировали с помощью термо-

графа ИРТИС 2000 («ИРТИС», Россия) с частотой кадров 1 Гц. 

В исследовании использованы 85 фрагментов варикозно изменен-

ных стволов больших подкожных вен, удаленных при флебэктомии. Для 

каждого набора параметров воздействию лазерного излучения подверга-

ли 2-3 сегмента вен. 

Степень денатурации коллагена в обработанных образцах оценива-

ли методом дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК) в 

ячейке калориметра DSC204F (Netzch, Германия) и характеризовали ве-

личиной , где ΔHint и ΔHi − энтальпии денатурации кол-

лагена в интактных и обработанных образцах, соответственно. Значения 

 получали для трех образцов обработанной части каждого сегмента. 

Математическая модель. Для численного моделирования процессов 

распространения тепла от источника излучения до стенки вены была 

разработана математическая модель. В отличие от использованных ранее 

моделей [1], в нашей модели уравнение теплопроводности было допол-

нено слагаемым, описывающим кипение. Задача решалась с помощью 

программы, реализующей метод переменных направлений. Расчет про-

изводили для всех длин волн. 

Результаты и обсуждение. Анализ динамики температуры показал, 

что пик температуры смещается одновременно с движением торца све-

товода. Значения температуры вблизи торца волокна в разные моменты 

времени совпадают и равны Tмакс. Величина Tмакс увеличивалось по мере 

увеличения выходной мощности лазера вплоть до постоянного значения, 

лежащего в интервале 92±2 
о
С для всех режимов воздействия. 

Степень денатурации α возрастала с увеличением мощности излуче-

ния и достигала 100 % при некоторой пороговой мощности Pпор. Значе-

ния Pпор, соответствующего полной деградации каркаса стенки сосуда, 

приведены в таблице 1. 

 

Таблица 1 – Пороговые значения мощности для разных режимов лазер-

ного воздействия, Вт 

Поглощающая среда 
, мкм 

0,97 1,56 1,68 

кровь 11,0 5,0 6,0 

вода 15,0 7,0 7,5 
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Отметим отрицательную корреляцию между значениями Рпор и эфф 

– эффективными коэффициентам поглощения среды для разных  [2] 

(таблица 2) и меньшие значения Рпор для крови при одном значении  из-

лучения лазера. 

 

Таблица 2 – Эффективные коэффициенты поглощения для разных режи-

мов лазерного воздействия, 1/см
*
 

Поглощающая среда 
, мкм 

0,97 1,56 1,68 

кровь 5,1  19,4  12,6  

вода 0,8  16,8  9,6  

Значения рассчитаны на основе данных [2]. 

 

Мы предлагаем следующую последовательность событий в услови-

ях ЭВЛА: 

– поглощение лазерного излучения в объеме с характерным линей-

ным размером 1/эфф и нагрев этого объема; 

– нагрев венозной стенки происходит в результате теплообмена 

между прогреваемым объемом и окружающей средой. 

Различия величин Рпор в крови и в воде, по-видимому, обусловлены 

коагуляция крови при 80 °С [3] и карбонизацией коагулята при 300 °С 

[4]. Следствием этого является неселективное поглощение лазерного из-

лучения коагулятом, его разогрев до температур ≥700 °C [1] и ускорение 

процессов теплопереноса. В результате пороговая мощность уменьшает-

ся. Численное моделирование теплопроводности подтверждает предло-

женный механизм нагрева ткани. 

Работа выполнена при поддержке РФФИ (проект 16-02-00236). 
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Ультрафиолетовое излучение вызывает повреждение кератинов и 

тканей, содержащих кератины – кожи, роговицы, волос. Наиболее чув-

ствительны к действию УФ света ароматические аминокислоты и ци-

стин. Кератины составляют до 85 % веса волоса, что наряду с доступно-

стью материала (нет необходимости в инвазивных процедурах) делает 

волос удобным объектом для исследования механизмов фотодеградации 

этих белков. Протекающие в присутствии кислорода реакции поврежде-

ния цистина приводят к образованию целого ряда окисленных продуктов 

– сульфеновых, сульфиновых, сульфоновых кислот и цистеиновой кис-

лоты [1]. Однако при облучении волос в лабораторных условиях было 

обнаружено повышение содержания тиолов в растворимых фракциях ке-

ратинов [2]. Один из возможных механизмов образования тиолов – реак-

ция тиильного радикала с углеводами и аминокислотами с переносом 

водорода [3]. Для оценки тиолов используют чувствительный спектро-

фотометрический метод Эллмана, основанный на превращении 5,5‘-

дитионитробензойной кислоты (ДТНБ) в тионитробензойную кислоту 

(ТНБ) и смешанный дисульфид [4]. Реакция сопровождается ростом оп-

тического поглощения при 412 нм, соответствующего поглощению ТНБ.  

Целью работы было оценить влияние УФ-света на количество 

ДТНБ-активных продуктов в разных фракциях белков волоса человека.  

Методы. Объектом исследования были седые волосы добровольца 

без трихологических проблем. Использование седых волос позволяло ис-

ключить эффекты меланина. В отдельном эксперименте использовали 

волосы 5 здоровых добровольцев с естественной пигментацией волос 

(без искусственного окрашивания). Облучение волос проводили с ис-

пользованием бактерицидной лампы в течение 6 часов, интенсивность 

линии лампы на длине волны 254 нм составляла 28 мкВт/см
2
. Облучен-
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ные и необлученные образцы волос гомогенизировали в 0,1 М карбонат-

ном буфере (рН 10,3) и отделяли фракцию растворимых белков центри-

фугированием (30 минут, 900 g). Осадок нерастворимых кератинов волос 

седого добровольца трехкратно промывали водой и высушивали до по-

стоянного веса. Для оценки содержания тиолов аликвоту фракции рас-

творимых белков или суспензии нерастворимых кератинов седого доб-

ровольца смешивали с Трис-HCl буфером (0,4 М, рН 8,9) и добавляли ре-

актив Эллмана (раствор ДТНБ). Количество ДТНБ-активных продуктов 

оценивали по изменению поглощения проб при 412 нм. При анализе не-

растворимых кератинов перед измерением оптической плотности пробы 

центрифугировали. 

Результаты. Предварительные эксперименты по облучению УФ све-

том раствора окисленного глутатиона (GSSG) в течение 30 минут пока-

зали образование ДТНБ-активных продуктов в количестве 

4,8±0,2 мольных %.  

При анализе облученных и необлученных седых волос различия, 

связанные с УФ-облучением исходных образцов, были обнаружены и в 

растворимых и в нерастворимых фракциях кератинов (таблица 1). 

Из представленных в таблице 1 данных видно, что ДТНБ-активные 

продукты распределены между растворимыми и нерастворимыми кера-

тинами волос, при этом эффекты облучения УФ для растворимых и не-

растворимых белков имеют близкий порядок (196 % и 152 % от соответ-

ствующих контрольных значений, соответственно).  

 

Таблица 1 – Содержание растворимого белка и ДТНБ-активных продук-

тов в облученных и необлученных седых волосах и их фракциях. Коли-

чество ДТНБ-активных продуктов выражали в пересчете на SH, исполь-

зуя калибровочную зависимость, построенную с использованием восста-

новленного глутатиона (GSH) 

Показатель 
Единицы 

измерения 

До 

облучения 

волос 

После 

облучения 

волос 

Растворимый белок мг/г веса волоса 400±14 454±34 

ДТНБ-активные про-

дукты в растворимом 

белке 

мкг/г 

растворимого 

белка 

389±28 766±56 

ДТНБ – активные 

продукты в осадке* 
мкг/г веса 790±10 1200±20 

* осадок после гомогенизации волос, высушенный и ресуспендирован-

ный в карбонатном буфере. 
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Полученные результаты позволяют рассматривать оценку ДТНБ-

активных продуктов в растворимых и/или нерастворимых белках волоса 

как показатель реакции дисульфидной связи на УФ излучение. В соот-

ветствии с механизмом реакции Эллмана и из сопоставления результатов 

экспериментов по фотодеградации окисленного глутатиона и кератинов 

стержня волоса наиболее вероятными ДТНБ-активными продуктами яв-

ляются тиолы.  

В пигментированных волосах меланин защищает белки от действия 

УФ света, выступая в роли перехватчика фотонов и антиоксиданта. Для 

проверки гипотезы о возможности использования измерения содержания 

тиолов в кератинах волоса при оценке эффектов УФ света использовали 

пигментированные волосы 5 добровольцев. Образцы волос облучали по 

описанной схеме и оценивали содержание тиолов во фракции раствори-

мого белка. В контрольных (необлученных) волос содержание тиолов 

составляло 1,0±0,2 мг/г белка, а после облучения волос – 1,9±0,7 мг/г. 

Таким образом, содержание ДТНБ-активных продуктов (предположи-

тельно, тиолов) в растворимых белках увеличилось до 181±80 %, что со-

поставимо с эффектом УФ при облучении образца седых волос. 
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Избирательность воздействия является одним из основных преиму-

ществ метода фотодинамической терапии (ФДТ) при лечении злокаче-

ственных новообразований. Достигается она, в том числе благодаря се-

лективному накоплению фотосенсибилизаторов (ФС) в ткани-мишени. 

Стандартный протокол ФДТ предусматривает введение препарата в ор-

ганизм путем внутривенной инъекции, поэтому локализация и контраст-

ность накопления ФС зависит от процессов транспорта в кровеносной 

системе. Большинство используемых в клинической практике ФС в кро-

вотоке находятся в виде комплексов с различными типами белков сыво-

ротки крови [1].  

Полиметиновые красители (ПК) считаются перспективными для ис-

пользования в ФДТ, поскольку эти соединения имеют интенсивную по-

лосу поглощения в дальней красной области (720-750 нм) – в так называ-

емой «полосе прозрачности», где глубина проникновения света в биоло-

гические ткани существенно повышена. Однако большинство ПК явля-

ются гидрофобными соединениями, которые слабо- или нерастворимы в 

воде. Это приводит к агрегации ПК в водной среде, следствием которой 

может являться значительное изменение их фотофизических характери-

стик. Образование комплексов ПК с белками сыворотки крови также 

может влиять как на их фармакокинетическое поведение в крови, так и 

на фотофизические характеристики данных соединений. 

В данной работе исследовано связывание полиметиновых красите-

лей с белками сыворотки крови и проведена оценка влияния комплексо-

образования на спектральные и фотохимические характеристики поли-

метиновых красителей в процессе фотовоздействия в условиях in vitro. 

В работе использовали индотрикарбоцианиновые красители, синте-

зированные в лаборатории спектроскопии НИИ ПФП им. Севченко [2] – 

Р154 и его производное Р220, полученное путем замещения двух кар-

боксильных групп молекулами полиэтиленгликоля с молекулярной мас-

сой 400 кДа. Стоковые растворы ПК с концентрацией 5×10
–4

 моль/л го-

товили в этаноле (Р154) и в дистиллированной воде (Р220). Спектры по-
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глощения и люминесценции регистрировали с помощью спектрофлуо-

риметра СОЛАР СМ 2203. Оценку связывания ПК с компонентами сы-

воротки крови человека проводили методом эксклюзионной гель-

хроматографии на колонках Sigma (1,5×50 см) с гелем Sephadex G-200, 

уравновешенным фосфатно-солевым буфером Дюльбекко рН 7,4 (ФСБ). 

Фотооблучение образцов проводили, используя полупроводниковые ла-

зеры (λизл=660 нм и 740 нм) с регулируемой (2-400 мВт) мощностью из-

лучения.  

Гель-хроматографическое разделение образцов сыворотки, окра-

шенной ПК, позволило установить, что исследуемые соединения обра-

зуют комплексы с белками сыворотки крови человека и выходят из ко-

лонки вместе с фракциями сывороточного альбумина (САЧ) и липопро-

теинов высокой и низкой плотности (рисунок 1).  

Для Р154 относительное количество пигмента, связанного с САЧ, 

почти в 2 раза больше, чем доля пигмента, связанного с липопротеинами. 

В то же время Р220 проявляет более высокое в сравнении с Р154 срод-

ство к липопротеинам – с этими компонентами сыворотки крови связы-

вается более половины суммарного количества пигмента. Анализ харак-

теристик связывания методом тушения флуоресценции показал, что рас-

положение мест связывания на молекуле САЧ для катионных ПК отли-

чается от мест связывания, характерных для молекул хлоринов, имею-

щих анионные боковые группы. 
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Рисунок 1 – Связывание красителей Р220 (левая панель) и Р154 

(правая панель) с белками сыворотки крови человека: 

1 –оптическая плотность фракций в максимуме поглощения ПК,  

2 – концентрация белка во фракциях 
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Исследование спектральных характеристик ПК показало, что в вод-

ном растворе (ФСБ рН 7,4) максимумы поглощения красителей смещены 

в коротковолновую область. По мере роста концентрации сыворотки в 

образце от 0 до 0,5 % наблюдается сдвиг максимума полосы поглощения 

Р154 от 704 нм (в ФСБ) до 730 нм. Дальнейший рост содержания сыво-

ротки в водной среде вызывает незначительное смещение положения 

максимума, достигая 732 нм при Ссыв≥0,95 %. 
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Рисунок 2 – Влияние сыворотки на спектральные характеристики ПК 

 

Следует отметить, что для получения схожего эффекта для Р220 

требуется существенно большие количества сывороточных белков. Так, 

при росте концентрации сыворотки в образце с 0 до 0,95 % положение 

максимума полосы поглощения данного красителя смещается от 709 нм 

до 716 нм. Максимальный длинноволновой сдвиг максимума поглоще-

ния для Р220 (до 729 нм) в водных растворах наблюдается при концен-

трации сыворотки ≥2 %.  

Представленные результаты показывают, что образование комплек-

сов с белками плазмы крови существенно влияет на фотофизические ха-

рактеристики полиметиновых красителей, что необходимо учитывать 

при разработке протоколов применения данных соединений в ФДТ. 
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Эритроцит, являющийся высокоспециализированной клеткой, ак-

тивно участвует в метаболических процессах, связанных с поддержанием 

гомеостаза на уровне целого организма. Эритроциты чувствительны к 

окислительным повреждениям, поскольку в их липидах достаточно вы-

сока концентрация субстратов окисления (полиненасыщенные жирные 

кислоты), а в составе эритроцита присутствует потенциальный промотор 

окислительных процессов – гемоглобин. Именно эти обстоятельства де-

лают эритроциты чрезвычайно удобной клеточной моделью для иссле-

дования как механизмов развития окислительных повреждений, так и 

для оценки антиоксидантных (АО) и мембранопротекторных свойств 

различных соединений [1-3]. Ранее было установлено существование фи-

зико-химической системы регуляции процессов перекисного окисления 

липидов (ПОЛ) на уровне клеток и тканей различных биологических 

объектов [4, 5]. Показано, что соотношение сумм более легко (ЛО) – и 

более трудноокисляемых (ТО) фракций фосфолипидов (ФЛ), т.е. 

ΣЛОФЛ/ΣТОФЛ, характеризует способность липидов к окислению, а со-

отношение основных фракций ФЛ тканей млекопитающих фосфатидил-

холин/фосфатидилэтаноламин (ФХ/ФЭ) и мольное отношение [стери-

ны]/[ФЛ] отражают структурное состояние мембранной системы клетки 

или органа [4]. Как известно, эритроциты должны обладать, с одной сто-

роны, механической стабильностью, что необходимо для сохранения це-
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лостности клетки, а, с другой стороны, способностью к обратимым из-

менениям формы и размера, что наблюдается при прохождении эритро-

цита в микроциркуляционном русле через кровеносные капилляры. При 

этом возвращение к исходному состоянию мембраны эритроцита после 

деформации должно происходить достаточно быстро [6]. 

Целью работы явилось выявление взаимосвязей как между парамет-

рами системы регуляции ПОЛ в эритроцитах крови лабораторных мы-

шей, так и формой эритроцитов и составом их липидов. 

Объектами исследования явились белые беспородные мыши (самцы 

и самки) в возрасте 2 и 5 месяцев, забой которых проводили декапитаци-

ей. Общее количество мышей в экспериментах 60 особей. Кровь отбира-

ли в пробирки, обработанные 5 %-ным раствором цитрата натрия. Эрит-

роциты отделяли от других элементов крови центрифугированием. Для 

фиксации структурного состояния клеток использовали 25 %-ный рас-

твор глутарового альдегида. Изображения эритроцитов от каждой мыши 

индивидуально регистрировали, используя оптический микроскоп Axio 

Imager Z2m (Carl Zeiss, Германия), находящегося в ЦКП «Новые матери-

алы и технологии» ИБХФ РАН. Липиды выделяли по методу Блая и Дай-

ера в модификации Кейтса. Содержание пероксидов определяли методом 

йодометрического титрования. Анализ антиокислительной активности 

(АОА) липидов проводили на метилолеатной окислительной модели. Об 

интенсивности процессов ПОЛ в плазме крови мышей судили по содер-

жанию продуктов, реагирующих с 2-тиобарбитуровой кислотой. Количе-

ство белка определяли модифицированным биуретовым методом. Разде-

ление ФЛ на фракции осуществляли методом ТСХ. Количественный со-

став ФЛ ит стеринов определяли спектрофотометрически (ПЭ-5400ви, 

Россия). Модификацию АО статуса крови осуществляли либо проведе-

нием экспериментов в разные сезоны, либо однократным per os введени-

ем мышам оливкового масла в расчете 0,2 мл на 20 г массы мыши.  

Коэффициенты линейной регрессии обратной корреляции между 

величиной АОА липидов и содержанием в них пероксидов для разных 

групп мышей различаются при достоверных различиях способности ли-

пидов к окислению и отношения ФХ/ФЭ, а также интенсивности ПОЛ в 

плазме крови. Величины коэффициентов линейной регрессии обратной 

корреляции между отношениями ΣЛОФЛ/ΣТОФЛ и ФХ/ФЭ также суще-

ственно различаются в группах мышей с разным АО статусом. Выявлено 

наличие прямой корреляции между относительным содержанием лизо-

форм ФЛ и сфингомиелином (СМ) в группах 5-ти месячных мышей Оче-

видно, способность СМ стабилизировать мембрану нивелирует лизиру-

ющий эффект лизоформ ФЛ, что обеспечивает поддержание архитекто-



399 

ники эритроцитов крови у более старых мышей в форме дискоцитов и 

эхиноцитов (формы обратимой трансформации эритроцитов) (рисунок 1) 

[1]. Наиболее вариабельными показателями внутри группы мышей явля-

ются доля ФЛ в составе общих липидов, отношения ФХ/ФЭ и особенно 

[стерины]/[ФЛ], т.е. параметров, отражающих структурное состояние 

мембран эритроцитов. 

 

 
Рисунок 1 – Эритроциты крови 5-ти месячных мышей: 

 а – самка; б – самец 

 

Таким образом, взаимосвязанные изменения АО статуса, состава 

липидов и формы эритроцитов крови обусловливают использование па-

раметров их системы регуляции ПОЛ для оценки последствий воздей-

ствия факторов разной природы на организм. 
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Злокачественные опухоли молочной железы имеют существенные 

различия в морфологическом строении, рецепторном статусе и молеку-

лярно-генетических признаках. В зависимости от наличия или отсут-

ствия рецепторов эстрогенов (ER), прогестерона (PR) и гена HER2, коди-

рующего белок – рецептор человеческого эпидермального фактора роста 

2 типа (Her-2/neu), в клиниках определяют 4 основных молекулярно-

генетических подтипа рака молочной железы (РМЖ): люминальный А, 

люминальный Б, Her2-положительный и базально-подобный или три-

жды-негативный. Однако сходные по гистологическому строению опу-

холи нередко имеют различную химиочувствительность, поэтому инди-

видуализация химиотерапии онкологических пациентов в настоящее 

время является крайне актуальной задачей. В настоящее время в мире 

интенсивно ведутся исследования по изучению роли ацетилхолинэстера-

зы (АХЭ) в процессах онкогенеза, которая участвует в клеточной проли-

ферации, дифференцировке, адгезии и апоптозе злокачественных клеток 

опухолей различной этиологии. 
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В данной работе методами мануального обследования, маммогра-

фии и ультразвукового исследования (УЗИ) оценивали степень регрессии 

злокачественно трансформированной молочной железы после проведе-

ния неоадъювантной полихимиотерапии (НПХТ) и сравнивали получен-

ные клинические показатели с чувствительностью клеток РМЖ в пер-

вичной культуре из биоптатов железы пациентки к назначенным химио-

препаратам до начала терапии. 

Первичную культуру получали из трепан-биоптатов опухоли мо-

лочной железы пациенток с первично верифицированным диагнозом 

РМЖ. Образцы помещали в суховоздушный СО2-инкубатор 

HERAcell 150 и культивировали во влажной атмосфере, содержащей 5 % 

СО2, при 37 ºС в течение 48 ч. Культивирование клеток в условиях in 

vitro проводили в отсутствие и в присутствии противоопухолевых лекар-

ственных средств, которые были в дальнейшем использованы при НПХТ 

пациенток. Лекарственные средства вносили в первичную культуру кле-

ток РМЖ в концентрациях, соответствующих клинически значимым до-

зам, применяемым в онкологической практике.  

Концентрацию белка [Cб] в суспензии клеток оценивали по стан-

дартному методу Лоури.  

Активность АХЭ определяли стандартным методом с использовани-

ем реактива Эллмана. Измерение активности АХЭ во всех образцах про-

водилось в одинаковом временном интервале, в котором оптическая 

плотность в клеточной суспензии линейно зависела от количества гидро-

лизованного субстрата, поэтому процедуру пересчета активности фер-

мента в абсолютных единицах (нмоль/мг белка в мин) упростили до 

оценки увеличения оптической плотности в минуту в пересчете на 1 мг 

белка: Ак=∆Dк/[Cб]·t для образцов, культивируемых без химиопрепара-

тов, и Ах=∆Dх/[Cб]·t для образцов, культивируемых в присутствии назна-

ченных пациентке химиопрепаратов, где t – время измерения оптической 

плотности в процессе гидролиза в минутах. При отношении Ах/Ак<1 

наблюдалось ингибирование активности АХЭ в результате действия хи-

миопрепаратов. При отношении Ах/Ак≥1 химиопрепараты или не влияли 

на опухолевые клетки в первичной культуре, или усиливали клеточную 

пролиферацию. 

Нами были сопоставлены данные по чувствительности опухолевых 

клеток к химиопрепаратам в условиях in vitro до назначения НПХТ 

(Ах/Ак) пациенткам с РМЖ (46 человек) и результаты посттерапевтиче-

ского клинического обследования этих же больных. Совпадение предва-

рительного прогноза по значению Ах/Ак и степени регрессии опухоли 

после НПХТ составило при мануальном обследовании 75 %, при рентге-
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нологическом – 67 % и УЗИ – 60 %. Оценка степени регрессии после 

НПХТ в клинике не всегда однозначна для разных методов обследова-

ния. Например, для отдельной пациентки с Her2-позитивным подтипом 

РМЖ мануальное обследование свидетельствовало о полном отсутствии 

регрессии после НПХТ, маммография – о 63 % регрессии, а УЗИ – о ре-

грессии в 81 %. Результаты обследования пациенток с наиболее агрес-

сивным трижды-негативным подтипом РМЖ представлены в таблице. 

Таким образом, разработанный нами метод определения чувстви-

тельности клеток РМЖ в первичной культуре к химиопрепаратам [1] 

позволяет дополнительно оценить вероятную регрессию опухоли молоч-

ной железы отдельной пациентки после НПХТ. 

 

Таблица – Показатели чувствительности клеток РМЖ к химиопрепара-

там в первичной культуре Ах/Ак и данные клинического обследования 

пациенток с трижды-негативным подтипом опухоли после НПХТ  

№ Ах /Ак 
Мануальное 

обследование (%) 
УЗИ (%) 

Маммография 

(%) 

1 0,53 60 89 92 

2 0,85 57 0 71 

3 0,50 62 68 68 

4 1,24 38 71 50 

5 0,28 0 93 67 

6 0,18 100 83 100 

7 0,67 56 рост на 9 % рост на 30 % 

8 1,57 40 63 0 

9 0,52 40 66 64 

10 0,02 20 22 13 

11 0,28 28 34 0 

12 0,27 20 100 0 

13 0,41 40 90 100 

14 0,46 рост на 20 % рост в 3,5 р 10 

15 0,65 0 0 0 

16 0,68 40 82 – 

17 0,27 100 88 41 

18 0,60 43 89 рост в 7,3 р 

Совпадение (%) 83 83 65 
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Динитрозильные комплексы железа (ДНКЖ) являются одними из 

важнейших физиологических производных оксида азота (NO). Эти ком-

плексы являются вазодилататорами, участвуют в транспорте NO и 

редокс-регуляции метаболизма различных организмов [1, 2]. В живых 

системах лигандами ДНКЖ чаще всего являются SH-группы тиолов [1]. 

Вместе с тем, особый интерес представляет изучение антиоксидантного 

действия ДНКЖ, которое может определять их протекторные свойства. 

С помощью ЭПР-спектроскопии спиновых ловушек исследовали 

влияние ДНКЖ c глутатионовыми лигандами (формула: (RS)2Fe(NO)2) на 

продукцию супероксидных радикалов в изолированных митохондриях 

сердец крыс. В качестве спиновой ловушки использовали TIRON [3]. 

Показано, что при нормоксии (~21 % O2) скорость образования сво-

бодных радикалов (семихинонов) TIRON существенным образом зависит 

от концентрации ДНКЖ в суспензии митохондрий (рисунок 1). В кон-

центрации ≥1 мМ эти комплексы вызывали практически полное исчезно-

вение сигнала ЭПР семихинона TIRON. Нужно отметить, что для спино-

вой ловушки TIRON характерна высокая константа скорости взаимодей-

ствия с супероксидными радикалами [3]. Таким образом, исследуемые 

ДНКЖ должны иметь сравнимую или даже более высокую константу 
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скорости взаимодействия с супероксидом, чем TIRON. На рисунке 1 

представлена зависимость интенсивности сигнала ЭПР семихинона TI-

RON в суспензии митохондрий миокарда крысы от содержания кислоро-

да в газовом потоке и концентрации ДНКЖ в среде инкубации. Из ри-

сунка видно, что глутатионовые ДНКЖ эффективно перехватывают су-

пероксидные анион-радикалы при разных значениях парциального дав-

ления кислорода, включая условия глубокой гипоксии. При концентра-

циях этих комплексов, равных 0,1-1 мкМ, в течение более длительной 

инкубации наблюдалось постепенное увеличение сигнала ЭПР семихи-

нона TIRON. Представляется вероятным, что при низких концентрациях 

ДНКЖ происходит их более полное разрушение в реакции с суперокси-

дом, причѐм в других условиях нельзя исключить возможность регене-

рации комплексов NO с участием митохондрий [2]. 

Кроме того, как видно из рисунка 2, глутатионовые ДНКЖ уже в 

концентрации 20 мкМ эффективно ингибируют медь-индуцированное 

перекисное окисление липопротеидов низкой плотности (ЛНП). Уровень 

окислительной модификации ЛНП оценивали по образованию диеновых 

коньюгатов, которые являются вторичными продуктами перекисного 

окисления липидов и имеют максимум оптического поглощения при 

234 нм. Важно, что восстановленный глутатион (GSH) был существенно 

менее эффективен, чем содержащие этот тиол ДНКЖ. Окисление ЛНП 

подавляли также ДНКЖ с фосфатными лигандами (рисунок 2). Однако 

после задержки, накопление диеновых коньюгатов возобновлялось, что 

может быть обусловлено меньшей стабильностью фосфатных ДНКЖ. 

Эти результаты согласуются с антиоксидантным действием ДНКЖ в 

системе перекисного окисления липосом из яичного фосфатидилхолина, 

которое индуцировалось гидрофобным азоинициатором (AIBN). Кинети-

ку образования свободных радикалов оценивали по люминол-зависимой 

хемилюминесценции. Установлено, что глутатионовые и фосфатные 

ДНКЖ существенно снижают уровень образующихся в этих условиях 

свободнорадикальных интермедиатов, в том числе и супероксида. Вме-

сте с тем, GSH и NO усиливают люминол-зависимую хемилюминесцен-

цию. Этот факт может быть связан с образованием тиильных радикалов 

при окислении GSH, а также продукцией пероксинитрита в реакции NO с 

супероксидом. Важно, что ДНКЖ с различными лигандами ингибирова-

ли хемилюминесценцию, вызванную SIN-1, при декомпозиции которого 

продуцируется NO и супероксид. 
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Рисунок 1 − Влияние различных концентраций глутатионовых ДНКЖ на 

продукцию супероксида митохондриями при различном парциальном 

давлении О2. Добавки в инкубационную смесь: сукцинат и антимицин A. 

 

 

Рисунок 2 − Влияние глутатионовых и фосфатных ДНКЖ (20 мкМ) и 

GSH (40 мкМ) на Cu
2+

-индуцированное перекисное окисление липидов в 

ЛНП из крови человека. Концентрация Cu
2+

 равна 20 мкМ  
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Таким образом, в различных системах генерирования свободных ра-

дикалов динитрозильные комплексы железа проявляют свойства эффек-

тивных антиоксидантов, причѐм эти свойства ДНКЖ не сводятся к анти-

радикальному действию входящих в них компонентов. 

Работа поддержана грантами РФФИ № 14-04-01710 и 15-04-05211. 
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Полиметиновые красители являются перспективными фотосенсиби-

лизаторами (ФС) для целей фотодинамической терапии [1, 2]. Такие со-

единения обладают интенсивной полосой поглощения в области 700-

800 нм, т.е. в спектральном диапазоне наибольшей «прозрачности» био-

логических тканей. Это позволяет значительно увеличить глубину фото-

активации молекул ФС. Использование полиметиновых красителей в фо-

тодинамической терапии во многом осложняется их слабой растворимо-

стью в водных растворах. Для решения данной проблемы можно исполь-

зовать в качестве ФС конъюгаты полиметиновых красителей с различ-

ными водорастворимыми соединениями (полимеры, углеводы и т.д.). 

Подобная химическая модификация красителей позволяет не только по-
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высить водорастворимость, но и в ряде случаев увеличить селективность 

их накопления в опухоли. Изменения физико-химических свойств ФС 

при конъюгации должны оказывать значительное влияние на процессы 

их взаимодействия с различными биологическими структурами, процес-

сами локализации в клеточных и тканевых структурах. Целью данной 

работы являлось исследование влияния введения полиэтиленгликоля в 

структуру молекул индотрикарбоцианиновых красителей на процессы их 

накопления и локализации в клетках in vitro.  

В работе исследовали наноструктурированный индотрикарбоциани-

новый краситель, конъюгированный с двумя молекулами полиэти-

ленгликоля (ПКм), а также исходный краситель (ПК) без таких замести-

телей (рисунок 1) [2]. Указанные соединения разработаны и синтезиро-

ваны в лаборатории спектроскопии НИИПФП им. А.Н. Севченко БГУ. 

Локализацию ФС в клетках изучали методом лазерной сканирующей 

конфокальной микроскопии на флуоресцентном микроскопе Leica TCS 

SPE (Германия). Накопление красителей в клетках регистрировалась с 

использованием проточной цитофлуориметрии на цитометре FC 500 

(США). 

 
Рисунок 1 – Структурные формулы ПК и ПКм 

 

Поскольку спектрально-флуоресцентные характеристики исследуе-

мых красителей отличаются незначительно, то анализ средней интенсив-

ности флуоресценции клеток с использованием техники проточной ци-

тометрии позволяет количественно сравнивать кинетики накопления 

пигментов. Результаты исследований показали, что скорость и равновес-

ный уровень накопления в клетках К562 исследуемых красителей суще-

ственно различаются. При физиологических условиях, скорость накоп-

ления наноструктурированного полиметинового красителя в клетках в 

несколько раз больше. Вследствие этого, равновесный уровень его 

накопления в клетках К562 в 5 раз больше.  

Процесс накопления индотрикарбоцианиновых красителей является 

температурно-зависимым. Уменьшение температуры среды инкубации 

приводит к значительному торможению процессов накопления исследу-

емых красителей. При температуре 40 °С максимальный уровень накоп-
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ления ФС в клетках наблюдается спустя 10 минут после начала инкуба-

ции и отличается более чем в 3 раза по сравнению с уровнем накопления 

при физиологических условиях. 

Результаты флуоресцентной конфокальной микроскопии свидетель-

ствуют о существенных различиях в характере внутриклеточной локали-

зации исследуемых ФС (рисунок 2). В случае инкубации клеток К562 в 

присутствии ПК наблюдается слабая флуоресценция плазматической 

мембраны. Свечение цитоплазмы незначительно, в ней наблюдаются 

лишь отдельные сайты, флуоресцирующие в области испускания ФС. 

При окраске ПКм наблюдается диффузная прокраска всех цитоплазма-

тических структур клеток. 

Идентификация преимущественных сайтов внутриклеточной лока-

лизации ФС возможна с использованием метода флуоресцентной коло-

кализации. С этой целью использовались флуоресцентные зонды, обла-

дающие избирательностью накопления в митоходриях (Mito Tracker 

Green FM) и эндоплазматическом ретикулуме (ER-tracker Green). Иссле-

довалось перекрытие флуоресцентных изображений клеток, при их од-

новременной окраске ФС и колокализаторами. Математическая обработ-

ка полученных изображений осуществлялась в программе ImageJ. Полу-

ченные результаты свидетельствуют, что сайты с повышенной флуорес-

ценцией ПК в цитоплазме соответствуют митохондриальным структу-

рам, тогда как в эндоплазматическом ретикулуме данный краситель 

практически не накапливается. Использование техники колокализации 

для клеток, окрашенных ПКм, подтверждает вывод об отсутствии пре-

имущественной окраски каких-либо цитоплазматических структур. 

 

а 

 

б 

 
Рисунок 2 – Изображения клеток К562 в свете флуоресценции 

 ПКм (а) и ПК (б) 
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Полученные данные показывают, что присутствие полиэтиленгли-

коля в молекулах полиметиновых красителей оказывает существенное 

влияние на процессы взаимодействия их с клетками: увеличивается ско-

рость и уровень накопления ФС в клетках, значительно изменяется ха-

рактер распределения пигмента между цитоплазматическими структура-

ми клеток. 

Работа выполнена при поддержке БРФФИ (Ф16МВ-006) и Мини-

стерства образования РБ. 
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