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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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