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è

ãäå
îçíà÷àåò ìèøåíü,

R è R' êàæäûé íåçàâèñèìî îçíà÷àåò
íåçàìåùåííóþ (C1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó,
çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó,

íåçàìåùåííûé àðèë èëè çàìåùåííûé àðèë, ãäå
àðèë  âë åòñ  ðàäèêàëîì, âûáðàííûì èç ãðóïïû,
âêëþ÷àþùåé ôåíèë, íàôòèë, òåòðàãèäðîíàôòèë,
èíäàíèë, èíäåíèë, ïèðèäèë, ïèðàçèíèë,
ïèðèìèäèíèë, ïèððîëèë, ïèðàçîëèë, èìèäàçîëèë,
òèàçîëèë, îêñàçîëèë, èçîîêñàçîëèë, òèàäèàçîëèë,
îêñàäèàçîëèë, òèîôåíèë, ôóðàíèë, õèíîëèíèë,
èçîõèíîëèíèë; m îçíà÷àåò 0, 1 èëè 2; è n îçíà÷àåò
1 èëè 2. Îïèñàíû òàêæå áèáëèîòåêà ñîåäèíåíèé,
ñïîñîá èäåíòèôèêàöèè ñîåäèíåíèé, ñïîñîá
èäåíòèôèêàöèè ïîòåíöèîíàëüíîãî ëèãàíäà.
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü
îòêðûòèþ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ. 5 í. è 15 ç.ï.
ô-ëû, 8 èë., 4 òàáë.
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(54) METHOD FOR FINDING LIGANDS

(57) Abstract: 
FIELD: organic chemistry, medicine, pharmacy.
SUBSTANCE: invention relates to a conjugate

target - compound chosen from the following group:

and

wherein

means a target; each among R and R' means
independently unsubstituted (C1-C20)-aliphatic
group, substituted (C1-C20)-aliphatic group,
unsubstituted aryl or substituted aryl wherein
aryl is a radical chosen from the group
comprising phenyl, naphthyl, tetrahydronaphthyl,
indanyl, indenyl, pyridyl, pyrazinyl,
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pyrimidinyl, pyrrolyl, pyrazolyl, imidazolyl,
thiazolyl, oxazolyl, isooxazolyl, thiadiazolyl,
oxadiazolyl, thiophenyl, furanyl, quinolinyl,
isoquinolinyl; m = 0, 1 or 2; n = 1 or 2. Also,
invention describes library of compounds, method
for identifying compounds, method for identifying
the potential ligand. Proposed invention can
promote to discovery of medicinal preparations.

EFFECT: valuable method for finding ligands.
20 cl, 8 dwg, 4 tbl, 21 ex
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RU 2 295 518 C2

Ïðåäïîñûëêè ñîçäàíè  èçîáðåòåíè 
Ñïîñîá îòêðûòè  ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ îáû÷íî íà÷èíàåòñ  ñ øèðîêîãî

ôóíêöèîíàëüíîãî ñêðèíèíãà áèáëèîòåê ñîåäèíåíèé ñ öåëüþ èäåíòèôèêàöèè îãðàíè÷åííûõ
ïðèìåðîâ ñðîäñòâà äë  ïîñëåäóþùåé îïòèìèçàöèè â ìåäèöèíñêîé õèìèè. Îäíàêî, íå âñå
ïðåäñòàâë þùèå èíòåðåñ ìèøåíè ïîääàþòñ  òàêîìó ñêðèíèíãó. Â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ
àíàëèç, êîòîðûé îòâåòñòâåíåí çà âûñîêîýôôåêòèâíûé ñêðèíèíã, íåäîñòóïåí. Â äðóãèõ
ñëó÷à õ ìèøåíü ìîæåò õàðàêòåðèçîâàòüñ  ìíîãî÷èñëåííûìè òèïàìè ñâ çûâàíè , òàê ÷òî
ðåçóëüòàòû òàêèõ ñêðèíèíãîâ íåîäíîçíà÷íû è èõ òðóäíî èíòåðïðåòèðîâàòü. Â äðóãèõ
ñëó÷à õ óñëîâè  àíàëèçîâ äë  ïðîâåäåíè  âûñîêîýôôåêòèâíûõ èñïûòàíèé  âë þòñ 
òàêèìè, ÷òî îíè ñïîñîáíû ïðèâåñòè ê ñëó÷àéíûì îøèáî÷íûì ðåçóëüòàòàì. Â ðåçóëüòàòå,
ñóùåñòâóåò íåîáõîäèìîñòü â àëüòåðíàòèâíûõ ñïîñîáàõ íàõîæäåíè  ëèãàíäîâ, êîòîðûå
íåîá çàòåëüíî çàâèñ ò îò ôóíêöèîíàëüíûõ èñïûòàíèé.

Îïèñàíèå ÷åðòåæåé
Ôèã.1À  âë åòñ  ñõåìàòè÷åñêîé èëëþñòðàöèåé îäíîãî âàðèàíòà îñóùåñòâëåíè  ñïîñîáà

ïðèñîåäèíåíè . Áåëîê, ñîäåðæàùèé ãðóïïó -SH, ðåàãèðóåò ñ ìíîæåñòâîì ïîòåíöèàëüíûõ
ëèãàíäîâ. Îïðåäåë åòñ  ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä, êîòîðûé îáëàäàåò ïðèñóùèì åìó
ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ ìèøåíüþ, è ëèãàíä ïðåâðàùàåòñ  âî âêëþ÷àþùèé
èäåíòèôèöèðîâàííóþ ñâ çóþùóþ äåòåðìèíàíòó (ïðåäñòàâëåíî êðóãîì), êîòîðà  íå
âêëþ÷àåò äèñóëüôèäíóþ ñîñòàâë þùóþ.

Ôèã.1Á  âë åòñ  ñõåìàòè÷åñêèì èçîáðàæåíèåì òåîðèè ïîñëå ïðèñîåäèíåíè . Êîãäà
áåëîê, ñîäåðæàùèé ãðóïïó -SH, óðàâíîâåøèâàåòñ , êàê ìèíèìóì, îäíèì ñîäåðæàùèì
äèñóëüôèä ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî â ïðèñóòñòâèè
âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà, óñòàíàâëèâàåòñ  ðàâíîâåñèå ìåæäó ìîäèôèöèðîâàííûì è íå
ìîäèôèöèðîâàííûì áåëêîì. Åñëè ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä íå îáëàäàåò ñâîéñòâåííûì åìó
ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ áåëêîì-ìèøåíüþ, ðàâíîâåñèå ñìåùàåòñ  â ñòîðîíó íå
ìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà. È íàîáîðîò, åñëè ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä îáëàäàåò
ñâîéñòâåííûì åìó ñðîäñòâîì ê áåëêó, ðàâíîâåñèå ñìåùàåòñ  â ñòîðîíó
ìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà.

Ôèã.2À è 2Á ïðåäñòàâë þò ïðèìåð ýêñïåðèìåíòà ïî ïðèñîåäèíåíèþ. Ôèãóðà 2À
ïðåäñòàâë åò ðàçðåøåííûé ìàññ-ñïåêòð ðåàêöèè òèìèäèëàòñèíòàçû ("TS") ñ ïóëîì 10
ðàçëè÷íûõ ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ ñ íåáîëüøèì èëè âîîáùå ñ îòñóòñòâóþùèì ñðîäñòâîì
ê ñâ çûâàíèþ ñ TS. Ôèã.2Â ïðåäñòàâë åò ðàçðåøåííûé ìàññ-ñïåêòð ðåàêöèè TS ñ ïóëîì 10
ðàçëè÷íûõ ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ, ãäå îäèí èç ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ õàðàêòåðèçóåòñ 
ïðèñóùèì åìó ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ ôåðìåíòîì.

Ôèã.3À, 3Á è 3Â äåìîíñòðèðóþò âëè íèå êîíöåíòðàöèè âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà â
ïðèâåäåííîì â êà÷åñòâå èëëþñòðàöèè ýêñïåðèìåíòå ïî ïðèñîåäèíåíèþ. Ôèã.3À
ïðåäñòàâë åò ðàçðåøåííûé ìàññ-ñïåêòð, êîãäà ðåàêöè  ïðîâîäèòñ  áåç 2-ìåðêàïòîýòàíîëà.
Ôèã.3Á ïðåäñòàâë åò ðàçðåøåííûé ìàññ-ñïåêòð, êîãäà òàêà  æå ðåàêöè  ïðîõîäèò â
ïðèñóòñòâèè 0,2 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà. Ôèã.3Â ïðåäñòàâë åò ðàçðåøåííûé ìàññ-ñïåêòð,
êîãäà òà æå ðåàêöè  ïðîâîäèòñ  â ïðèñóòñòâèè 20 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà.

Ôèã.4À, 4Á è 4Â äåìîíñòðèðóþò âëè íèå ÷èñëà îïòèìàëüíûõ ëèãàíäîâ â áèáëèîòåêå â
òèïè÷íîì ýêñïåðèìåíòå ïî ïðèñîåäèíåíèþ. Ôèãóðà 4À ïðåäñòàâë åò ýêñïåðèìåíò ïî
ïðèñîåäèíåíèþ ñ èñïîëüçîâàíèåì áèáëèîòå÷íîãî ïóëà, âêëþ÷àþùåãî 20 ïîòåíöèàëüíûõ
ëèãàíäîâ. Ôèãóðà 4Â ïðåäñòàâë åò ýêñïåðèìåíò ïî ïðèñîåäèíåíèþ ñ èñïîëüçîâàíèåì
áèáëèîòå÷íîãî ïóëà, âêëþ÷àþùåãî 50 ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Ôèãóðà 4Ñ ïðåäñòàâë åò
ýêñïåðèìåíò ïî ïðèñîåäèíåíèþ ñ èñïîëüçîâàíèåì áèáëèîòå÷íîãî ïóëà, âêëþ÷àþùåãî 100
ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ.

Ôèã.5  âë åòñ  ñõåìàòè÷åñêèì èçîáðàæåíèåì òîãî, êîãäà ïåðâîíà÷àëüíî âûáðàííà 
ñâ çóþùà  äåòåðìèíàíòà RD èñïîëüçîâàëàñü äë  ñîçäàíè  áèáëèîòåêè ñîåäèíåíèé,
âêëþ÷àþùèõ RD, à òàêæå åå âàðèàíòû. Ýòà ôèãóðà èëëþñòðèðóåò ýêñïåðèìåíò ïî
ïðèñîåäèíåíèþ, êîãäà ìîäèôèöèðîâàííà  áèáëèîòåêà âêëþ÷àëà ñîåäèíåíèå, êîòîðîå
âêëþ÷àëî âàðèàíò ïåðâîé ñâ çóþùåé äåòåðìèíàíòû, RD', a òàêæå âòîðóþ ñâ çóþùóþ
äåòåðìèíàíòó RE. Êàê ïîêàçàíî, ýòè äâå ñâ çóþùèå äåòåðìèíàíòû çàòåì ñîåäèí þòñ  äðóã
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ñ äðóãîì ñ îáðàçîâàíèåì êîíúþãèðîâàííîé ìîëåêóëû, â êîòîðîé îòñóòñòâóåò äèñóëüôèäíà 
ñâ çü.

Ôèã.6 ñõåìàòè÷åñêè ïðåäñòàâë åò äâà ýêñïåðèìåíòà ïî ïðèñîåäèíåíèþ, êîòîðûå
èñïîëüçóþòñ  äë  èäåíòèôèêàöèè äâóõ ñâ çóþùèõ äåòåðìèíàíò, RD è RE, êîòîðûå çàòåì
ñîåäèí þòñ  äðóã ñ äðóãîì ñ îáðàçîâàíèåì êîíúþãèðîâàííîé ìîëåêóëû.

Ôèã.7 ñõåìàòè÷åñêè ïðåäñòàâë åò äâà ýêñïåðèìåíòà ïî ïðèñîåäèíåíèþ, ãäå âòîðà 
ñâ çóþùà  äåòåðìèíàíòà RE èäåíòèôèöèðóåòñ  ïðè íàëè÷èè ñâ çûâàíè  RD. Îäíàæäû
èäåíòèôèöèðîâàííûå äâå ñâ çóþùèå äåòåðìèíàíòû çàòåì ñîåäèí þòñ  ñ îáðàçîâàíèåì
êîíúþãèðîâàííîé ìîëåêóëû.

Ôèã.8 ñõåìàòè÷åñêè ïðåäñòàâë åò îäèí âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  ñïîñîáà ïðèñîåäèíåíè ,
ãäå èñïîëüçóåòñ  óäëèíèòåëü, âêëþ÷àþùèé ïåðâóþ è âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíûå ãðóïïû. Êàê
ïîêàçàíî, ìèøåíü, âêëþ÷àþùà  ãðóïïó -SH, ñâ çûâàåòñ  ñ óäëèíèòåëåì, âêëþ÷àþùèì
ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó X, êîòîðà  ñïîñîáíà îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ
ðåàêöèîííîñïîñîáíîé ãðóïïîé -SH, è âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó -SR1', êîòîðà 
ñïîñîáíà îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü. Îáðàçóþùèéñ  â ðåçóëüòàòå ïðèñîåäèíåíè 
óäëèíèòåë  êîìïëåêñ çàòåì ñâ çûâàåòñ  ñ ð äîì ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Óäëèíèòåëü
ïðåäîñòàâë åò îäíó ñâ çóþùóþ äåòåðìèíàíòó (êðóã) è ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä
ïðåäîñòàâë åò âòîðóþ ñâ çóþùóþ äåòåðìèíàíòó (êâàäðàò), è â ðåçóëüòàòå ñâ çóþùèå
äåòåðìèíàíòû ñîåäèí þòñ  äðóã ñ äðóãîì ñ îáðàçîâàíèåì êîíúþãèðîâàííîãî ñîåäèíåíè .

Êðàòêîå èçëîæåíèå ñóùíîñòè èçîáðåòåíè 
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì íàõîæäåíè  ëèãàíäîâ, èñïîëüçóþùèì òåõíîëîãèþ

ïðèñîåäèíåíè .
Ñîãëàñíî îäíîìó àñïåêòó èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîíúþãàòó, âêëþ÷àþùåìó

ñîåäèíåíèå-ìèøåíü, âûáðàííîìó èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

è

ãäå
îçíà÷àåò ìèøåíü,

R è R' êàæäûé íåçàâèñèìî îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó,
çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë èëè çàìåùåííûé àðèë;

m îçíà÷àåò 0, 1 èëè 2; è
n îçíà÷àåò 1 èëè 2.
Â îñîáîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìèøåíüþ  âë åòñ  ïîëèïåïòèä èëè

áåëîê, êîòîðûé ìîæåò áûòü, íàïðèìåð, âûáðàí èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ôåðìåíòîâ,
ðåöåïòîðîâ, ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè, ëèãàíäîâ ðåöåïòîðîâ, ôàêòîðîâ ðîñòà, öèòîêèíîâ,
èììóíîãëîáóëèíîâ,  äåðíûõ áåëêîâ, êîìïîíåíòîâ òðàíñäóêöèè ñèãíàëà è àëëîñòåðè÷åñêèõ
ðåãóë òîðíûõ ôåðìåíòîâ. Êîâàëåíòíà  ñâ çü ìåæäó ñâ çüþ -S-S- è ñîåäèíåíèåì-ìèøåíüþ
ìîæåò áûòü îáðàòèìîé èëè íåîáðàòèìîé.

Â äðóãîì àñïåêòå èçîáðåòåíèå êàñàåòñ  áèáëèîòåêè ñîåäèíåíèé, ãäå êàæäûé ÷ëåí èìååò
ôîðìóëó, âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
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è

,

ãäå R è R' êàæäûé íåçàâèñèìî îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó,
çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë

èëè çàìåùåííûé àðèë;
m îçíà÷àåò 0, 1 èëè 2 è
n îçíà÷àåò 1 èëè 2.
Áèáëèîòåêà ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîäåðæèò, êàê ìèíèìóì, 5 ÷ëåíîâ, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî,

êàê ìèíèìóì, îêîëî 100 ÷ëåíîâ è àòîìíà  ìàññà îòäåëüíûõ ÷ëåíîâ áèáëèîòåêè
ïðåäïî÷òèòåëüíî îòëè÷àåòñ  íà, êàê ìèíèìóì, 5 åäèíèö ìàññû, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî
ïðèìåðíî íà 10 àòîìíûõ åäèíèö ìàññû.

Â äðóãîì àñïåêòå èçîáðåòåíèå êàñàåòñ  ñïîñîáà, âêëþ÷àþùåãî:
à) èäåíòèôèêàöèþ ïåðâîãî ñîåäèíåíè  ôîðìóëû RDSSR1, êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñ

áåëêîì-ìèøåíüþ;
á) èäåíòèôèêàöèþ âòîðîãî ñîåäèíåíè  ôîðìóëû RESSR1, êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñ

áåëêîì-ìèøåíüþ è
â) îáðàçîâàíèå êîíúþãèðîâàííîãî ñîåäèíåíè , âêëþ÷àþùåãî RD è RE, ãäå RD è RE

êàæäûé íåçàâèñèìî îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, çàìåùåííóþ
(Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë è çàìåùåííûé àðèë; è R1 îçíà÷àåò
íåçàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ10)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ10)-àëèôàòè÷åñêóþ
ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë. Â îñîáîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  äàííîãî ñïîñîáà
èäåíòèôèêàöè  âòîðîãî ñîåäèíåíè , êîòîðîå ïðèñîåäèí åòñ  ê ìèøåíè, îñóùåñòâë åòñ  â
ïðèñóòñòâèè ïåðâîãî ñîåäèíåíè .

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  RDSSR1 è RESSR1 êàæäûé íåçàâèñèìî
âûáèðàåòñ  èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

Ñòðàíèöà: 7

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 295 518 C2

è

ãäå
R è R' êàæäûé íåçàâèñèìî îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó,

çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë
èëè çàìåùåííûé àðèë;
m îçíà÷àåò 0, 1 èëè 2 è
n îçíà÷àåò 1 èëè 2.
Åùå â îäíîì àñïåêòå èçîáðåòåíèå êàñàåòñ  ñïîñîáà, âêëþ÷àþùåãî
à) ïðåäîñòàâëåíèå ìèøåíè ñ àíêåðíîé ãðóïïîé, ñïîñîáíîé îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ

ñâ çü èëè îáðàçîâûâàòü êîîðäèíàöèîííóþ ñâ çü ñ ìåòàëëîì â èíòåðåñóþùåì ñàéòå èëè
áëèçêî ê íåìó;

á) ñâ çûâàíèå ìèøåíè ñ óäëèíèòåëåì ñ îáðàçîâàíèåì ïðè ýòîì êîìïëåêñà ìèøåíü-
óäëèíèòåëü, ãäå óäëèíèòåëü âêëþ÷àåò ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, êîòîðà  îáðàçóåò
ëèáî êîâàëåíòíóþ ñâ çü, ëèáî êîîðäèíàöèîííóþ ñâ çü ñ ìåòàëëîì, è âòîðóþ
ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü;

â) ñâ çûâàíèå êîìïëåêñà ìèøåíü-óäëèíèòåëü ñ ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì, êîòîðûé
âêëþ÷àåò ãðóïïó, ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ âòîðîé ôóíêöèîíàëüíîé
ãðóïïîé;

ã) îáðàçîâàíèå êîâàëåíòíîé ñâ çè ìåæäó êîìïëåêñîì ìèøåíü-óäëèíèòåëü è
ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì è

ä) èäåíòèôèêàöè  ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà, ïðèñóòñòâóþùåãî â êîíúþãàòå ìèøåíü-
óäëèíèòåëü-ëèãàíä.

Â îñîáûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  äàííîãî ñïîñîáà àíêåðíà  ãðóïïà âûáèðàåòñ  èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ðåàêöèîííîñïîñîáíîãî ýëåêòðîôèëà, ðåàêöèîííîñïîñîáíîãî
íóêëåîôèëà è ñàéòà êîîðäèíàöèè ñ ìåòàëëîì.

Èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó, âêëþ÷àþùåìó:
à) ïðåäîñòàâëåíèå ìèøåíè ñ ðåàêöèîííîñïîñîáíûì íóêëåîôèëîì â ïðåäñòàâë þùåì

èíòåðåñ ìåñòå èëè áëèçêî ê èíòåðåñóþùåìó ìåñòó;
á) ñâ çûâàíèå ìèøåíè ñ óäëèíèòåëåì ñ îáðàçîâàíèåì ïðè ýòîì êîìïëåêñà ìèøåíü-

óäëèíèòåëü, â êîòîðîì óäëèíèòåëü âêëþ÷àåò ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, êîòîðà 
ðåàãèðóåò ñ íóêëåîôèëîì íà ìèøåíè ñ îáðàçîâàíèåì êîâàëåíòíîé ñâ çè, è âòîðóþ
ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü;

â) ñâ çûâàíèå êîìïëåêñà ìèøåíü-óäëèíèòåëü ñ ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì, êîòîðûé
ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü;

ã) îáðàçîâàíèå äèñóëüôèäíîé ñâ çè ìåæäó êîìïëåêñîì ìèøåíü-óäëèíèòåëü è
ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì ñ îáðàçîâàíèåì ïðè ýòîì êîíúþãàòà ìèøåíü-óäëèíèòåëü-ëèãàíä
è

ä) èäåíòèôèêàöè  ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà, ïðèñóòñòâóþùåãî â êîíúþãàòå ìèøåíü-
óäëèíèòåëü-ëèãàíä.

Ðåàêöèîííîñïîñîáíûì íóêëåîôèëîì íà ìèøåíè ìîæåò áûòü, íàïðèìåð, ãðóïïà -SH èëè
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çàìàñêèðîâàííà  ãðóïïà -SH è óäëèíèòåëü ìîæåò èìåòü ôîðìóëó:

ãäå
R îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20) -

àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë è çàìåùåííûé àðèë;
R' îçíà÷àåò Í, -SR1, ãäå R1 îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ10)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó,

çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ10)-àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë è çàìåùåííûé àðèë;
Õ îçíà÷àåò óõîä ùóþ ãðóïïó è ïð ìîóãîëüíèêè â êàæäîé ôîðìóëå ïðåäñòàâë þò

ñâ çóþùóþ äåòåðìèíàíòó.
Â îñîáîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óäëèíèòåëü ïðåäñòàâëåí ôîðìóëîé:
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ãäå
R' îçíà÷àåò âîäîðîä, -SR1, ãäå R1 îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (C1-Ñ10)àëèôàòè÷åñêóþ

ãðóïïó, çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ10)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë è çàìåùåííûé
àðèë, è ïð ìîóãîëüíèêè ïðåäñòàâë þò ñâ çóþùóþ äåòåðìèíàíòó.

Â äðóãîì àñïåêòå èçîáðåòåíèå êàñàåòñ  êîìïëåêñà áåëîê-óäëèíèòåëü, ãäå áåëîê
îáðàçóåò êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ óäëèíèòåëåì, âêëþ÷àþùèì ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó,
êîòîðà  ñïîñîáíà îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü, è âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó,
ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü âòîðóþ êîâàëåíòíóþ ñâ çü.

Åùå â îäíîì àñïåêòå èçîáðåòåíèå êàñàåòñ  êîìïëåêñà áåëîê-óäëèíèòåëü, ãäå áåëîê
ó÷àñòâóåò â îáðàçîâàíèè êîîðäèíàöèîííîé ñâ çè ìåòàëëà ñ óäëèíèòåëåì, âêëþ÷àþùèì
ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, êîòîðà  ñïîñîáíà îáðàçîâûâàòü êîîðäèíàöèîííóþ ñâ çü ñ
ìåòàëëîì, è âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü.

Êîìïëåêñû äàëåå ìîãóò âêëþ÷àòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü ìåæäó âòîðîé ôóíêöèîíàëüíîé
ãðóïïîé è ñîåäèíåíèåì, ñïîñîáíûì îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü.

Îïèñàíèå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè 
Äàííîå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò áûñòðûé è ýôôåêòèâíûé ñïîñîá èäåíòèôèêàöèè

ëèãàíäîâ, êîòîðûå ñïîñîáíû ñâ çûâàòüñ  ñ âûáðàííûìè ñàéòàìè íà ïðåäñòàâë þùèõ
èíòåðåñ ìèøåí õ. Ñàìè ëèãàíäû, èäåíòèôèöèðîâàííûå ñ ïîìîùüþ ïðèâåäåííûõ çäåñü
ñïîñîáîâ, íàõîä ò ïðèìåíåíèå, íàïðèìåð, â êà÷åñòâå íàïðàâë þùèõ ñîåäèíåíèé äë 
ðàçðàáîòêè íîâûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ. ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ, èíãèáèòîðîâ ôåðìåíòîâ,
ìå÷åíûõ ñîåäèíåíèé, äèàãíîñòè÷åñêèõ ðåàãåíòîâ, îáëàäàþùèõ ñðîäñòâîì ðåàãåíòîâ äë 
î÷èñòêè áåëêîâ è èì ïîäîáíûõ âåùåñòâ.

Åñëè íå óêàçûâàåòñ  èíà÷å, èñïîëüçóåìûå â êîíòåêñòå òåõíè÷åñêèå è íàó÷íûå òåðìèíû
èìåþò çíà÷åíè , êîòîðûå îáû÷íî ïîí òíû ñïåöèàëèñòó â òîé îáëàñòè, ê êîòîðîé îòíîñèòñ 
äàííîå èçîáðåòåíèå. Ññûëêè, êàê, íàïðèìåð, Singleton è äð., Dictionary of
Microbiology and Molecular Biology, 2-îå èçä., J.Wiley & Sons (Íüþ-Éîðê, NY 1994) è March,
Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure, 4-îå èçä., John Wiley &
Sons (Íüþ-Éîðê, NY 1992), ïðåäîñòàâë þò ñïåöèàëèñòó â äàííîé îáëàñòè îáùèé îðèåíòèð
â îòíîøåíèè ìíîãèõ òåðìèíîâ, èñïîëüçóåìûõ â íàñòî ùåé çà âêå.

Ñîãëàñíî îäíîìó èç àñïåêòîâ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåäîñòàâë þòñ  ñîåäèíåíè .
Åñëè íå óêàçàíî èíà÷å ïð ìî èëè êîñâåííî, ýòè ñîåäèíåíè  ìîãóò áûòü â âèäå îòäåëüíîãî
ýíàíòèîìåðà, äèàñòåðåîìåðà, ãåîìåòðè÷åñêîãî èçîìåðà èëè èõ ñìåñåé. Â ñëó÷àå
ñîåäèíåíèé, ñîäåðæàùèõ äâîéíûå ñâ çè, òî ñ ó÷åòîì ðàñïîëîæåíè  çàìåñòèòåëåé
îòíîñèòåëüíî ïëîñêîñòè ýòèõ äâîéíûõ ñâ çåé ìîãóò ñóùåñòâîâàòü Z- èëè Å-èçîìåðû èëè èõ
ñìåñü, åñëè íå óêàçàíî èíà÷å.

Îïðåäåëåíè 
Îïðåäåëåíè  èñïîëüçóåìûõ â êîíòåêñòå òåðìèíîâ âêëþ÷àþò:
Òåðìèí "àëèôàòè÷åñêèé" èëè "íåçàìåùåííûé àëèôàòè÷åñêèé" îòíîñèòñ  ê óãëåâîäîðîäó

ñ ïð ìîé öåïüþ, ñ ðàçâåòâëåííîé öåïüþ, ê öèêëè÷åñêîìó èëè ïîëèöèêëè÷åñêîìó
óãëåâîäîðîäó è âêëþ÷àåò àëêèëüíûå, àëêåíèëüíûå, àëêèíèëüíûå, öèêëîàëêèëüíûå,
öèêëîàëêåíèëüíûå è öèêëîàëêèíèëüíûå îñòàòêè.

Òåðìèí "àëêèë" èëè "íåçàìåùåííûé àëêèë" îòíîñèòñ  ê îñòàòêó íàñûùåííîãî
óãëåâîäîðîäà.

Òåðìèí "àëêåíèë" èëè "íåçàìåùåííûé àëêåíèë" îòíîñèòñ  ê îñòàòêó óãëåâîäîðîäà ñ, êàê
ìèíèìóì, îäíîé äâîéíîé óãëåðîä-óãëåðîäíîé ñâ çüþ.

Òåðìèí "àëêèíèë" èëè "íåçàìåùåííûé àëêèíèë" îòíîñèòñ  ê îñòàòêó óãëåâîäîðîäà ñ, êàê
ìèíèìóì, îäíîé òðîéíîé óãëåðîä-óãëåðîäíîé ñâ çüþ.

Òåðìèí "àðèë" èëè "íåçàìåùåííûé àðèë" îòíîñèòñ  ê ìîíî- èëè ïîëèöèêëè÷åñêèì
íåíàñûùåííûì ãðóïïàì, ñîäåðæàùèì, êàê ìèíèìóì, îäíî àðîìàòè÷åñêîå êîëüöî. Òåðìèí
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âêëþ÷àåò ãåòåðîàðèëû, êîòîðûå ñîäåðæàò îäèí èëè íåñêîëüêî ãåòåðîàòîìîâ â, êàê
ìèíèìóì, îäíîì àðîìàòè÷åñêîì êîëüöå. Íàãë äíûå ïðèìåðû àðèëîâ âêëþ÷àþò ôåíèë,
íàôòèë, òåòðàãèäðîíàôòèë, èíäàíèë, èíäåíèë, ïèðèäèë, ïèðàçèíèë, ïèðèìèäèíèë,
ïèððîëèë, ïèðàçîëèë, èìèäàçîëèë, òèàçîëèë, îêñàçîëèë, èçîîêñàçîëèë, òèàäèàçîëèë,
îêñàäèàçîëèë, òèîôåíèë, ôóðàíèë, õèíîëèíèë, èçîõèíîëèíèë è èì ïîäîáíûå.

Òåðìèí "çàìåùåííûé", êîãäà îí èñïîëüçóåòñ  ïðè ìîäèôèêàöèè êàêîãî-òî ó÷àñòêà,
îòíîñèòñ  ê çàìåùåííîìó âàðèàíòó ýòîãî ó÷àñòêà, ãäå, êàê ìèíèìóì, îäèí àòîì âîäîðîäà
çàìåùåí äðóãîé ãðóïïîé, âêëþ÷àþùåé, íî íå îãðàíè÷èâàþùåéñ  ýòèì: àëèôàòè÷åñêóþ
ãðóïïó, àðèë, àëêèëàðèë, F, Cl, I,
Br, -ÎÍ, -NO2, -CN, -CF3, -ÑÍ2CF3, -CH2Cl, -CH2OH, -ÑÍ2CH2ÎÍ, -CH2NH2, -ÑÍ2SO2ÑÍ3, -OR
x, -C(O)Rx, -COORx, -C(O)N(Rx)2, -OC(O)Rx, -OCOORx, -OC(O)N(Rx)2, -N(Rx)2, -S(O)2R

x è -NR
xC(O)Rx, ãäå êàæäûé èç Rx îçíà÷àåò íåçàâèñèìî âîäîðîä, çàìåùåííóþ àëèôàòè÷åñêóþ
ãðóïïó, íåçàìåùåííóþ àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, çàìåùåííûé àðèë èëè íåçàìåùåííûé àðèë.
Êðîìå òîãî, çàìåñòèòåëè ïðè ñìåæíûõ ãðóïïàõ â êàêîì-òî ó÷àñòêå ìîãóò âìåñòå
îáðàçîâûâàòü öèêëè÷åñêóþ ãðóïïó.

Òåðìèí "àíòàãîíèñò" èñïîëüçóåòñ  â ñàìîì øèðîêîì ñìûñëå è âêëþ÷àåò ëþáîé ëèãàíä,
êîòîðûé ÷àñòè÷íî èëè ïîëíîñòüþ áëîêèðóåò, èíãèáèðóåò èëè íåéòðàëèçóåò áèîëîãè÷åñêóþ
àêòèâíîñòü, ïðî âë åìóþ ìèøåíüþ, êàê, íàïðèìåð, áèîëîãè÷åñêà  ìîëåêóëà-ìèøåíü
(ÁÌÌ). Òàêæå òåðìèí "àãîíèñò" èñïîëüçóåòñ  â ñàìîì øèðîêîì ñìûñëå è âêëþ÷àåò ëþáîé
ëèãàíä, êîòîðûé èìèòèðóåò áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, ïðî âë åìóþ ìèøåíüþ, êàê,
íàïðèìåð, ÁÁÌ, íàïðèìåð, ïóòåì ñïåöèôè÷åñêîãî èçìåíåíè  ôóíêöèè èëè ýêñïðåññèè
òàêîé ÁÁÌ, èëè ýôôåêòèâíîñòè ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ ÷åðåç òàêóþ ÁÁÌ, èçìåí   ïðè ýòîì
(ïîâûøà  èëè ïîäàâë  ) óæå ñóùåñòâóþùóþ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü èëè èíèöèèðó 
íîâóþ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü.

Òåðìèí "óäëèíèòåëü" îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëå ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé ïðèìåðíî îò 30 äî
1,500 äàëüòîí è ñîäåðæàùåé ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, ñïîñîáíóþ ðåàãèðîâàòü ñ
ãðóïïîé íà ìèøåíè, è âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, êîòîðà  ñïîñîáíà ðåàãèðîâàòü ñ
ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì èëè ÷ëåíàìè áèáëèîòåêè ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ ñ
îáðàçîâàíèåì äèñóëüôèäíîé ñâ çè.

Òåðìèí "ëèãàíä" îòíîñèòñ  ê îáúåêòó, îáëàäàþùåìó ïîääàþùåìóñ  èçìåðåíèþ
ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ ìèøåíüþ. Îáû÷íî ãîâîð ò, ÷òî ëèãàíä îáëàäàåò ïîääàþùèìñ 
èçìåðåíèþ ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ, åñëè îí ñâ çûâàåòñ  ñ ìèøåíüþ ñ âåëè÷èíîé Êd èëè Êi

ìåíåå, ÷åì ïðèìåðíî 100 ìÌ, ïðåäïî÷òèòåëüíî ìåíåå ïðèìåðíî 10 ìÌ è áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî ìåíåå ïðèìåðíî 1 ìÌ. Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  ëèãàíä íå  âë åòñ  ïåïòèäîì, à ïðåäñòàâë åò íåáîëüøóþ ìîëåêóëó. Ëèãàíä
ñ÷èòàåòñ  íåáîëüøîé ìîëåêóëîé, åñëè åå ìàññà ïðèìåðíî ìåíåå 2000 äàëüòîí, îáû÷íî
ïðèìåðíî ìåíåå 1500 äàëüòîí. Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  ìàññà ëèãàíäà â âèäå íåáîëüøîé ìîëåêóëû ñîñòàâë åò ïðèìåðíî ìåíåå 1000
äàëüòîí, îáû÷íî ìàññà ïðèìåðíî ìåíåå 750 äàëüòîí è ÷àùå ìåíåå, ÷åì ïðèìåðíî 500
äàëüòîí.

Òåðìèí "ñâ çóþùà  äåòåðìèíàíòà", èìå  â âèäó óäëèíèòåëü, îòíîñèòñ  ê ó÷àñòêó
óäëèíèòåë , êîòîðûé ó÷àñòâóåò â ïðèñîåäèíåíèè ê ìèøåíè, êàê, íàïðèìåð,
ïðåäñòàâë þùà  ïîëèïåïòèä ìèøåíü.

Òåðìèí "ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä" îòíîñèòñ  ê ñîåäèíåíèþ, êîòîðîå îáëàäàåò
ðåàêöèîííîñïîñîáíîé ãðóïïîé èëè áûëî òàê ìîäèôèöèðîâàíî, ÷òîáû îáëàäàòü
ðåàêöèîííîñïîñîáíîé ãðóïïîé, êîòîðà  ñïîñîáíà îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ
äîïîëíèòåëüíîé èëè ñîâìåñòèìîé ðåàêöèîííîñïîñîáíîé ãðóïïîé íà ìèøåíè.
Ðåàêöèîííîñïîñîáíà  ãðóïïà ëèáî íà ïîòåíöèàëüíîì ëèãàíäå, ëèáî íà ìèøåíè ìîæåò áûòü
çàìàñêèðîâàíà, íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ çàùèòíîé ãðóïïû.

Òåðìèí "ïîëèíóêëåîòèä", êîãäà èñïîëüçóåòñ  â åäèíñòâåííîì èëè ìíîæåñòâåííîì ÷èñëå,
îáû÷íî îòíîñèòñ  ê ëþáîìó ïîëèðèáîíóêëåîòèäó èëè ïîëèäåçîêñèðèáîíóêëåîòèäó, êîòîðûå
ìîãóò áûòü íåìîäèôèöèðîâàííûìè ÐÍÊ èëè ÄÍÊ èëè ìîäèôèöèðîâàííûìè ÐÍÊ èëè ÄÍÊ.
Òàê, íàïðèìåð, ïîëèíóêëåîòèäû, êàê çäåñü îïðåäåëåíî, âêëþ÷àþò áåç îãðàíè÷åíè 
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îäíîöåïî÷å÷íóþ è äâóöåïî÷å÷íóþ ÄÍÊ, ÄÍÊ, âêëþ÷àþùóþ îäíîöåïî÷å÷íûå è
äâóöåïî÷å÷íûå ó÷àñòêè, îäíîöåïî÷å÷íóþ è äâóöåïî÷å÷íóþ ÐÍÊ è ÐÍÊ, âêëþ÷àþùóþ
îäíîöåïî÷å÷íûå è äâóöåïî÷å÷íûå ó÷àñòêè, ãèáðèäíûå ìîëåêóëû, âêëþ÷àþùèå ÄÍÊ è ÐÍÊ,
êîòîðûå ìîãóò áûòü îäíîöåïî÷å÷íûìè èëè, ÷òî áîëåå òèïè÷íî, äâóöåïî÷å÷íûìè èëè
âêëþ÷àòü îäíîöåïî÷å÷íûå è äâóöåïî÷å÷íûå ó÷àñòêè. Â äîïîëíåíèå ê ýòîìó òåðìèí
"ïîëèíóêëåîòèäû", êàê îí èñïîëüçóåòñ  â êîíòåêñòå, îòíîñèòñ  ê òðåõöåïî÷å÷íûì
ó÷àñòêàì, âêëþ÷àþùèì ÐÍÊ èëè ÄÍÊ, èëè è ÐÍÊ, è ÄÍÊ. Öåïè â òàêèõ ó÷àñòêàõ ìîãóò
ñîñòî òü èç îäíîé è òîé æå ìîëåêóëû èëè èç ðàçíûõ ìîëåêóë. Ó÷àñòêè ìîãóò âêëþ÷àòü âñå
èç îäíîé èëè íåñêîëüêèõ ìîëåêóë, íî áîëåå òèïè÷íî âêëþ÷àþò òîëüêî ó÷àñòîê èç
íåêîòîðûõ ìîëåêóë. Îäíà èç ìîëåêóë òðåõñïèðàëüíîãî ó÷àñòêà ÷àñòî  âë åòñ 
îëèãîíóêëåîòèäîì. Òåðìèí "ïîëèíóêëåîòèä" êîíêðåòíî âêëþ÷àåò äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâûå
êèñëîòû è ðèáîíóêëåèíîâûå êèñëîòû, êîòîðûå ñîäåðæàò îäíî èëè íåñêîëüêî
ìîäèôèöèðîâàííûõ îñíîâàíèé. Òàêèì îáðàçîì, äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâûå êèñëîòû èëè
ðèáîíóêëåèíîâûå êèñëîòû ñ îñòîâîì, ìîäèôèöèðîâàííûì äë  óñòîé÷èâîñòè èëè ïî äðóãèì
ïðè÷èíàì,  âë þòñ  "ïîëèíóêëåîòèäàìè", êàê çäåñü èìååòñ  â âèäó ýòîò òåðìèí. Áîëåå
òîãî, ÄÍÊ èëè ÐÍÊ, ñîäåðæàùèå íåîáû÷íûå îñíîâàíè , êàê, íàïðèìåð, èíîçèí, èëè
ìîäèôèöèðîâàííûå îñíîâàíè , êàê, íàïðèìåð, òðèòèëèðîâàííûå îñíîâàíè , âêëþ÷àþòñ  â
ðàìêè òåðìèíà "ïîëèíóêëåîòèäû", êàê çäåñü îïðåäåëåíî. Îáû÷íî òåðìèí "ïîëèíóêëåîòèä"
îõâàòûâàåò âñå õèìè÷åñêè, ôåðìåíòàòèâíî è/èëè ìåòàáîëè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûå
ôîðìû íåìîäèôèöèðîâàííûõ ïîëèíóêëåîòèäîâ, à òàêæå õèìè÷åñêèå ôîðìû ÄÍÊ è ÐÍÊ,
õàðàêòåðíûõ äë  âèðóñîâ è êëåòîê, âêëþ÷à  ïðîñòûå è ñëîæíûå êëåòêè.

Âûðàæåíèå "çàùèùåííûé òèîë", êàê ýòî èñïîëüçóåòñ  â êîíòåêñòå, îòíîñèòñ  ê òèîëó,
êîòîðûé áûë ïîäâåðãíóò ðåàêöèè ñ êàêîé-òî ãðóïïîé èëè ìîëåêóëîé äë  îáðàçîâàíè 
êîâàëåíòíîé ñâ çè, ÷òî äåëàåò åãî ìåíåå ðåàêöèîííîñïîñîáíûì, è ñ êîòîðîãî ìîæåò áûòü
ñí òà çàùèòà äë  ðåãåíåðàöèè ñâîáîäíîãî òèîëà.

Âûðàæåíèå "îáðàòèìà  êîâàëåíòíà  ñâ çü", êàê ýòî èñïîëüçóåòñ  â êîíòåêñòå,
îòíîñèòñ  ê êîâàëåíòíîé ñâ çè, êîòîðà  ìîæåò áûòü ðàñùåïëåíà, ïðåäïî÷òèòåëüíî â
óñëîâè õ, â êîòîðûõ ìèøåíü íå ïîäâåðãàåòñ  äåíàòóðàöèè. Ïðèìåðû âêëþ÷àþò, íå
îãðàíè÷èâà ñü ýòèì, äèñóëüôèäû, îñíîâàíè  Øèôôà, ñëîæíûå òèîýôèðû,
êîîðäèíàöèîííûå êîìïëåêñû, ñëîæíûå ýôèðû áîðíîé êèñëîòû è èì ïîäîáíûå ñîåäèíåíè .

Âûðàæåíèå "ðåàêöèîííîñïîñîáíà  ãðóïïà" îçíà÷àåò õèìè÷åñêóþ ãðóïïó èëè
ñîñòàâë þùóþ, ïðåäîñòàâë þùóþ ìåñòî, ïðè êîòîðîì ìîæåò áûòü îáðàçîâàíà êîâàëåíòíà 
ñâ çü, êîãäà òàêà  ãðóïïà ïðèñóòñòâóåò âìåñòå ñ ñîâìåñòèìîé èëè äîïîëíèòåëüíîé
ðåàêöèîííîñïîñîáíîé ãðóïïîé. Íàãë äíûìè ïðèìåðàìè  âë þòñ  ãðóïïà -SH, êîòîðà 
ìîæåò ðåàãèðîâàòü ñ äðóãîé ãðóïïîé -SH èëè ñ ãðóïïîé -SS- ñ îáðàçîâàíèåì äèñóëüôèäà,
ãðóïïà -NH2, êîòîðà  ìîæåò ðåàãèðîâàòü ñ àêòèâèðîâàííîé êàðáîêñèëüíîé ãðóïïîé -ÑÎÎÍ ñ
îáðàçîâàíèåì àìèäà, ãðóïïà -NH2, êîòîðà  ìîæåò ðåàãèðîâàòü ñ àëüäåãèäîì èëè êåòîíîì
ñ îáðàçîâàíèåì îñíîâàíè  Øèôôà, è òîìó ïîäîáíûå ãðóïïû.

Âûðàæåíèå "ðåàêöèîííîñïîñîáíûé íóêëåîôèë", êàê îíî èñïîëüçóåòñ  â êîíòåêñòå,
îòíîñèòñ  ê íóêëåîôèëó, ñïîñîáíîìó îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ ñîâìåñòèìîé
ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïîé äðóãîé ìîëåêóëû â óñëîâè õ, â êîòîðûõ ìèøåíü íå
äåíàòóðèðóåòñ  èëè íå ïîâðåæäàåòñ . Íàèáîëåå ïîäõîä ùèìè íóêëåîôèëàìè  âë þòñ 
òèîëû, ñïèðòû è àìèíû. Ïîäîáíûì æå îáðàçîì, âûðàæåíèå "ðåàêöèîííîñïîñîáíûé
ýëåêòðîôèë", êàê îíî èñïîëüçóåòñ  â êîíòåêñòå, îòíîñèòñ  ê ýëåêòðîôèëó, ñïîñîáíîìó
îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ ñîâìåñòèìîé ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïîé äðóãîé ìîëåêóëû
ïðåäïî÷òèòåëüíî â óñëîâè õ, â êîòîðûõ ìèøåíü íå äåíàòóðèðóåòñ  èëè íå ïîâðåæäàåòñ 
êàêèì-òî èíûì îáðàçîì. Íàèáîëåå ïîäõîä ùèìè ýëåêòðîôèëàìè  âë þòñ  èìèíû,
êàðáîíèëû, ýïîêñèäû, àçèðèäèíû, ñóëüôîíàòû, äèñóëüôèäû, àêòèâèðîâàííûå ñëîæíûå
ýôèðû, àêòèâèðîâàííûå êàðáîíèëû è ïîëóàöåòàëè.

Âûðàæåíèå "èíòåðåñóþùèé ñàéò" îòíîñèòñ  ê ëþáîìó ìåñòó íà ìèøåíè, ñ êîòîðûì
ìîæåò ñâ çûâàòüñ  ëèãàíä. Íàïðèìåð, êîãäà ìèøåíüþ  âë åòñ  ôåðìåíò, èíòåðåñóþùèé
ñàéò ìîæåò âêëþ÷àòü àìèíîêèñëîòû, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ èëè íàõîä òñ  â ïðåäåëàõ
ïðèìåðíî 10 àíãñòðåì (áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî â ïðåäåëàõ ïðèìåðíî 5 àíãñòðåì) îò
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ñâ çûâàåìîãî ñóáñòðàòà, èíãèáèòîðà, àêòèâàòîðà, êîôàêòîðà èëè àëëîñòåðè÷åñêîãî
ìîäóë òîðà ôåðìåíòà. Êîãäà ôåðìåíòîì  âë åòñ  ïðîòåàçà, èíòåðåñóþùèé ñàéò âêëþ÷àåò
ñâ çûâàþùèé ñóáñòðàò êàíàë îò Ð6 äî Ð6', îñòàòêè, âîâëå÷åííûå â êàòàëèòè÷åñêóþ
ôóíêöèþ  (íàïðèìåð, êàòàëèòè÷åñêà  òðèàäà è îêñè-àíèîííà  äûðêà), è ñâ çûâàþùèé ñàéò
ëþáîãî êîôàêòîðà (íàïðèìåð, ìåòàëë, êàê, íàïðèìåð, öèíê). Êîãäà ôåðìåíòîì  âë åòñ 
ïðîòåèíêèíàçà, èíòåðåñóþùèé ñàéò âêëþ÷àåò ñâ çûâàþùèé ñóáñòðàò êàíàë â äîáàâëåíèå ê
ñàéòó ñâ çûâàíè  ÀÒÔ. Êîãäà ôåðìåíòîì  âë åòñ  äåãèäðîãåíàçà, èíòåðåñóþùèé ñàéò
âêëþ÷àåò îáëàñòü ñâ çûâàíè  ñóáñòðàòà, à òàêæå ñàéò, çàíèìàåìûé ÍÀÄ/ÍÀÄ⋅Í. Êîãäà
ôåðìåíòîì  âë åòñ  ãèäðîëàçà, êàê, íàïðèìåð, PDE4, èíòåðåñóþùèé ñàéò âêëþ÷àåò
îñòàòêè, ñâ çàííûå ñ öÀÌÔ, à òàêæå îñòàòêè, âîâëå÷åííûå â ñâ çûâàíèå êàòàëèòè÷åñêèõ
äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ.

Òåðìèíû "ìèøåíü", "ìîëåêóëà-ìèøåíü" è "ÌÌ" èñïîëüçóþòñ  âçàèìîçàìåí åìî è â
ñàìîì øèðîêîì ñìûñëå è îòíîñ òñ  ê õèìè÷åñêîìó èëè áèîëîãè÷åñêîìó îáúåêòó, ó êîòîðîãî
ñâ çûâàíèå ëèãàíäà îêàçûâàåò âëè íèå íà ôóíêöèþ ìèøåíè. Ìèøåíüþ ìîæåò áûòü
ìîëåêóëà, ó÷àñòîê ìîëåêóëû èëè ñîâîêóïíîñòü ìîëåêóë. Ñâ çûâàíèå ëèãàíäà ìîæåò áûòü
îáðàòèìûì èëè íåîáðàòèìûì. Êîíêðåòíûå ïðèìåðû ìîëåêóë-ìèøåíåé âêëþ÷àþò
ïîëèïåïòèäû èëè áåëêè (íàïðèìåð, ôåðìåíòû, âêëþ÷à  ïðîòåàçû, íàïðèìåð, öèñòåèí-,
ñåðèí- è àñïàðòèëïðîòåàçà), ðåöåïòîðû, ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè, ëèãàíäû ðåöåïòîðîâ,
ôàêòîðû ðîñòà, öèòîêèíû, èììóíîãëîáóëèíû,  äåðíûå áåëêè, êîìïîíåíòû òðàíñäóêöèè
ñèãíàëà (íàïðèìåð, êèíàçû, ôîñôàòàçû), àëëîñòåðè÷åñêèå ðåãóë òîðíûå ôåðìåíòû è èì
ïîäîáíûå âåùåñòâà, ïîëèíóêëåîòèäû, ïåïòèäû, óãëåâîäû, ãëèêîïðîòåèíû, ãëèêîëèïèäû è
äðóãèå ìàêðîìîëåêóëû, êàê, íàïðèìåð, êîìïëåêñû íóêëåèíîâà  êèñëîòà-áåëîê, õðîìàòèí
èëè ðèáîñîìû, ñòðóêòóðû, ñîäåðæàùèå äâîéíîé ëèïèäíûé ñëîé, êàê, íàïðèìåð, ìåìáðàíû,
èëè ñòðóêòóðû, ïðîèçâîäíûå îò ìåìáðàí, êàê, íàïðèìåð, ïóçûðüêè. Îïðåäåëåíèå
ñïåöèàëüíî âêëþ÷àåò áèîëîãè÷åñêèå ìîëåêóëû-ìèøåíè ("ÁÌÌ"), êàê óêàçàíî íèæå.

Òåðìèí "áèîëîãè÷åñêà  ìîëåêóëà-ìèøåíü" èëè "ÁÌÌ", êàê ýòî èñïîëüçóåòñ  â êîíòåêñòå,
îòíîñèòñ  ê îäíîé áèîëîãè÷åñêîé ìîëåêóëå èëè ê ìíîæåñòâó áèîëîãè÷åñêèõ ìîëåêóë,
ñïîñîáíûõ îáðàçîâûâàòü äðóã ñ äðóãîì áèîëîãè÷åñêè âàæíûé êîìïëåêñ, â ñëó÷àå êîòîðîãî
àãîíèñò, ïðåäñòàâë þùèé íåáîëüøóþ ìîëåêóëó, èëè àíòàãîíèñò îêàçûâàþò âëè íèå íà
ôóíêöèþ ÁÌÌ. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ÁÌÌ  âë åòñ 
áåëêîì èëè åãî ÷àñòüþ, èëè ÁÌÌ âêëþ÷àåò îäíó èëè íåñêîëüêî àìèíîêèñëîò è îíà îáëàäàåò
ðåàêöèîííîñïîñîáíîé ãðóïïîé èëè ñïîñîáíà áûòü ìîäèôèöèðîâàíà òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû
îáëàäàòü ðåàêöèîííîñïîñîáíîé ãðóïïîé, ñïîñîáíîé îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ
ñîåäèíåíèåì, ñîäåðæàùèì äîïîëíèòåëüíóþ ðåàêöèîííîñïîñîáíóþ ãðóïïó. Íàãë äíûå
ïðèìåðû ÁÌÌ âêëþ÷àþò: ôåðìåíòû, ðåöåïòîðû, ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè, ëèãàíäû
ðåöåïòîðîâ, ôàêòîðû ðîñòà, èììóíîãëîáóëèíû,  äåðíûå áåëêè, êîìïîíåíòû òðàíñäóêöèè
ñèãíàëà, ãëèêîïðîòåèíû, ãëèêîëèïèäû è äðóãèå ìàêðîìîëåêóëû, êàê, íàïðèìåð, êîìïëåêñû
íóêëåèíîâà  êèñëîòà-áåëîê, õðîìàòèí èëè ðèáîñîìû, ñòðóêòóðû, ñîäåðæàùèå äâîéíîé
ëèïèäíûé ñëîé, êàê, íàïðèìåð, ìåìáðàíû, èëè ñòðóêòóðû, ïðîèçâîäíûå îò ìåìáðàí, êàê,
íàïðèìåð, ïóçûðüêè. Ìèøåíü ìîæåò áûòü ïîëó÷åíà ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè, âêëþ÷à 
âûäåëåíèå è î÷èñòêó èç ïðèðîäíîãî èñòî÷íèêà, õèìè÷åñêèé ñèíòåç, ïðîäóöèðîâàíèå ïóòåì
ðåêîìáèíàöèè è ëþáóþ êîìáèíàöèþ ïåðå÷èñëåííûõ è ïîõîæèõ ñïîñîáîâ.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûå áåëêîâûå ìèøåíè âêëþ÷àþò: áåëêè ïîâåðõíîñòè êëåòîê è
ðàñòâîðèìûå áåëêè ðåöåïòîðîâ, êàê, íàïðèìåð, ðåöåïòîðîâ ïîâåðõíîñòè ëèìôîöèòîâ;
ôåðìåíòû; ïðîòåàçû (íàïðèìåð, àñïàðòèëïðîòåàçà, öèñòåèíîâà  ïðîòåàçà, ìåòàëëî-
ïðîòåàçà è ñåðèíîâà  ïðîòåàçà); ñòåðîèäíûå ðåöåïòîðû;  äåðíûå áåëêè; àëëîñòåðè÷åñêèå
ôåðìåíòû; ôàêòîðû êîàãóë öèè; êèíàçû (ñåðèí/òðåîíèí-êèíàçû è òèðîçèíêèíàçû);
ôîñôàòàçû (ñåðèí/òðåîíèí-, òèðîçèíôîñôàòàçà è ôîñôàòàçû äâîéíîé ñïåöèôè÷íîñòè,
îñîáåííî ÐÒÐ-1Â, ÒÑ-ÐÒÐ è LAR); òèìèäèëàòñèíòàçó, áàêòåðèàëüíûå ôåðìåíòû, ôåðìåíòû
ãðèáîâ è âèðóñíûå ôåðìåíòû (îñîáåííî òå, êîòîðûå ñâ çàíû ñ ÂÈ×, ýïèäåìè÷åñêèì
ãðèïïîì, ðèíîâèðóñîì è âèðóñîì ñàðêîìû Ðàóñà /RSV/); ïðåîáðàçóþùèå ñèãíàë ìîëåêóëû;
ôàêòîðû òðàíñêðèïöèè; áåëêè èëè ôåðìåíòû, ñâ çàííûå ñ ñèíòåçîì èëè ðàçëîæåíèåì ÄÍÊ
è/èëè ÐÍÊ; èììóíîãëîáóëèíû; ãîðìîíû è ðåöåïòîðû äë  ðàçëè÷íûõ öèòîêèíîâ. Íàãë äíûå
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ïðèìåðû ðåöåïòîðîâ âêëþ÷àþò, íàïðèìåð, ýðèòðîïîýòèí (ÅÐÎ), êîëîíèåñòèìóëèðóþùèé
ðåöåïòîð ãðàíóëîöèòîâ (G-CSF), êîëîíèåñòèìóëèðóþùèé ðåöåïòîð ãðàíóëîöèòíîãî
ìàêðîôàãà (GM-CSF), òðîìáîïîýòèí (ÒÐÎ), èíòåðëåéêèíû, íàïðèìåð, IL-2, IL-3, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-10, IL-11, IL-12, ãîðìîí ðîñòà, ïðîëàêòèí, ÷åëîâå÷åñêèé ïëàöåíòàðíûé
ëàêòîãåí (LPL), ìåðöàòåëüíûé íåéðîòðîôè÷åñêèé ôàêòîð (CNTF), îíêîñòàòèí,
ðåãóëèðóåìûé ïî àêòèâàöèè íîðìàëüíûõ Ò-êëåòîê ýêñïðåññèðîâàííûé è ñåêðåòèðîâàííûé
öèòîêèí (RANTES), MIPb, IL-8, èíñóëèí, èíñóëèíîïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà 1 (IGF-1),
ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà (EGF), ãåðåãóëèí-à è ãåðåãóëèí-b, ôàêòîð ðîñòà ñîñóäèñòîãî
ýíäîòåëè  (VEGF), ïëàöåíòàðíûé ôàêòîð ðîñòà (PLGF), ôàêòîðû ðîñòà òêàíè (TGF-α è
TGF-β) è ôàêòîð ðîñòà íåðâíîé òêàíè (NGF). Äðóãèå ìèøåíè âêëþ÷àþò ðàçëè÷íûå
íåéðîòðîôèíû è èõ ëèãàíäû, äðóãèå ãîðìîíû è ðåöåïòîðû, êàê, íàïðèìåð, ôàêòîðû
ìîðôîãåíåçà êîñòåé, ôîëëèêóëîñòèìóëèðóþùèé ãîðìîí (FSH) è ëþòåèíèçèðóþùèé ãîðìîí
(LH), ëèãàíä CD40, ôàêòîð-1 è -2 àïîïòîçà (ÀÐ-1 è ÀÐ-2), ð53, bax/bc12, mdm2,
caspases (1, 3, 8 è 9, ÷ëåíû ñåìåéñòâà cysteine asfiartyl protease /öèñòåèí-àñïàðòèë-
ïðîòåàç/), êàòåïñèíû, ðåöåïòîð IL-1/IL-1, ÂÀÑÅ, ÂÈ×-èíòåãðàçà, PDE IV, ãåïàòèò Ñ-
ãåëèêàçà, ãåïàòèò Ñ-ïðîòåàçà, ïðîòåàçà ðèíîâèðóñà, òðèïòàçà, cPLA (öèòîçîëüíà 
ôîñôîëèïàçà À2), CDK4, c-jun-êèíàçà, àäàïòîðû, êàê, íàïðèìåð, Grb2, GSK-3, ÀÊÒ, ÌÅÊÊ-
1, ÐÀÊ-1, raf, TRAF's 1-6, Tie2, ErbB 1 è 2, FGF, PDGF. PARP, CD2, ðåöåïòîð C5a, CD4,
CD26, CD3, TGF-α, NF-kB, IKKβ, STAT 6, íåéðîêèíèí-1, CD45, Cdc25A, SHIP-2,
÷åëîâå÷åñêèé ð53, IgE/IgER, ZAP-70, lck, syk, ITK/BTK, TACE (ôåðìåíò, ïðåâðàùàþùèé
ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëè /TNF-α/), êàòåïñèí S, Ê è F, CD11à, LFA/ICAM, VLA-4, CD28/B7,
CTLA4, TNF-α è -β (è ðåöåïòîðû TNF ð55 è ð75), CD40L, ð38 map-êèíàçû, IL-2, IL-4, IL-
13, IL-15, Rac 2, ÐÊÑ theta, IL-8, TAK-1, jnk, IKK2 è IL18.

Ñïîñîá ïðèñîåäèíåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ïðåäîñòàâë åò íîâûå ñïîñîáû íàõîæäåíè  ëèãàíäîâ, êîòîðûå

îñíîâûâàþòñ  íà ñïîñîáå, íàçûâàåìîì "ïðèñîåäèíåíèå". Ïîòåíöèàëüíûå ëèãàíäû
êîâàëåíòíî ñâ çûâàþòñ  èëè ïðèñîåäèí þòñ  ê ìèøåíè è çàòåì èäåíòèôèöèðóþòñ . Êàê
îòìå÷àëîñü ðàíåå, â îäíîì àñïåêòå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñïîñîá âêëþ÷àåò:

à) ñâ çûâàíèå ìèøåíè, êîòîðà  âêëþ÷àåò õèìè÷åñêè ðåàêöèîííîñïîñîáíóþ ãðóïïó â
èíòåðåñóþùåì ìåñòå èëè áëèçêî ê èíòåðåñóþùåìó ìåñòó, ñ ñîåäèíåíèåì, êîòîðîå
ñïîñîáíî îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ õèìè÷åñêè ðåàêöèîííîñïîñîáíîé ãðóïïîé;

á) îáðàçîâàíèå êîâàëåíòíîé ñâ çè ìåæäó ìèøåíüþ è ñîåäèíåíèåì, ïðè ýòîì ïîëó÷àþò
êîíúþãàò ìèøåíü-ñîåäèíåíèå, è

â) èäåíòèôèêàöè  êîíúþãàòà ìèøåíü-ñîåäèíåíèå.
Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  èñïîëüçóþò ìíîæåñòâî ñîåäèíåíèé, òàê

÷òî ñïîñîá âêëþ÷àåò:
à) ïîëó÷åíèå ìèøåíè, êîòîðà  âêëþ÷àåò õèìè÷åñêè ðåàêöèîííîñïîñîáíóþ ãðóïïó â

èíòåðåñóþùåì ìåñòå èëè áëèçêî ê èíòåðåñóþùåìó ìåñòó;
á) ñìåøèâàíèå ìèøåíè ñ ð äîì ñîåäèíåíèé, êîòîðûå ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü

êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ õèìè÷åñêè ðåàêöèîííîñïîñîáíîé ãðóïïîé, è ãäå, êàê ìèíèìóì, îäíî
ñîåäèíåíèå îáðàçóåò êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ ìèøåíüþ; è

â) èäåíòèôèêàöè  ñîåäèíåíè , êîòîðîå îáðàçîâàëî êîâàëåíòíóþ ñâ çü â êîíúþãàòå
ìèøåíü-ñîåäèíåíèå.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìèøåíüþ  âë åòñ  áåëîê è
õèìè÷åñêè ðåàêöèîííîñïîñîáíîé ãðóïïîé â íåì  âë åòñ  ãðóïïà -SH öèñòåèíîâîãî îñòàòêà.
Åñëè èíòåðåñóþùèé ñàéò íå âêëþ÷àåò ïðèðîäíûé öèñòåèíîâûé îñòàòîê, òîãäà ìèøåíü
ìîæåò áûòü ìîäèôèöèðîâàíà ñ öåëüþ âêëþ÷åíè  öèñòåèíîâîãî îñòàòêà â èíòåðåñóþùèé
ñàéò èëè áëèçêî ê íåìó. Ñ÷èòàþò, ÷òî öèñòåèí ðàñïîëîæåí áëèçêî ê èíòåðåñóþùåìó ñàéòó,
åñëè ðàñïîëîæåí â ïðåäåëàõ 10 àíãñòðåì îò èíòåðåñóþùåãî ñàéòà, ïðåäïî÷òèòåëüíî â
ïðåäåëàõ 5 àíãñòðåì îò èíòåðåñóþùåãî ñàéòà. Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè îñòàòêàìè äë 
ìîäèôèêàöèè  âë þòñ  òàêèå, êîòîðûå ïîääàþòñ  ðàñòâîðåíèþ. Äîñòóïíîñòü ðàñòâîðåíèþ
ìîæåò áûòü ðàññ÷èòàíà, èñõîä  èç ñòðóêòóðíûõ ìîäåëåé, ïðè èñïîëüçîâàíèè ñòàíäàðòíûõ
÷èñëîâûõ (Lee, Â. & Richards, F.M., J. Mol. Biol 55:379-400 (1971); Shrake, A. & Rupley,
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J.A., J. Mol. Biol. 79:351-371 (1973)) èëè àíàëèòè÷åñêèõ (Connolly, M.L., Science 221:
709-713 (1983); Richmond, T.J., J.Mol. Biol. 178:63-89 (1984)) ñïîñîáîâ. Íàïðèìåð,
ïîòåíöèàëüíûé âàðèàíò ñ öèñòåèíîì ðàññìàòðèâàåòñ  êàê ïîääàþùèéñ  ðàñòâîðåíèþ,
åñëè îáúåäèíåííà  ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè àòîìà óãëåðîäà â β-ïîëîæåíèè (βÑ) èëè àòîìà

ñåðû â γ-ïîëîæåíèè (γS) áîëåå 21 Å2 ïðè ðàñ÷åòå ïî ñïîñîáó Lee è Richards (Lee, Â. &
Richards, F.M., J.Mol.Biol 55:379-400 (1971)). Ýòà âåëè÷èíà ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 33%
îò òåîðåòè÷åñêîé ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè, äîñòóïíîé áîêîâîé öåïè â âèäå öèñòåèíà, êàê
îïèñàíî Creamer è äð. (Creamer, Ò.Ð. è äð., Biochemistry 34:16245-16250 (1995)).

Òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû îñòàòîê ïðåâðàùàëñ  â öèñòåèí èëè â äðóãîé
ñîäåðæàùèé ãðóïïó -SH àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê, íå ó÷àñòâó  â îáðàçîâàíèè âîäîðîäíîé
ñâ çè ñ àòîìàìè îñòîâà èëè ÷òîáû îí îáðàçîâûâàë ñ îñòîâîì ìàêñèìóì îäíó âîäîðîäíóþ
ñâ çü. Òàêæå ìåíåå ïðåäïî÷òèòåëüíû îñòàòêè äèêîãî òèïà, ãäå áîêîâà  öåïü ó÷àñòâóåò â
îáðàçîâàíèè íåñêîëüêèõ (>1) âîäîðîäíûõ ñâ çåé ñ äðóãèìè áîêîâûìè öåï ìè. Âàðèàíòû,
äë  êîòîðûõ âñå ñòàíäàðòíûå ðîòàìåðû (óãîë ξ 1 -60°, 60° èëè 180°) ìîãóò ïðèâåñòè ê
íåáëàãîïðè òíûì ñòåðè÷åñêèì êîíòàêòàì ñ àòîìàìè N, αÑ, Ñ, Î èëè βÑ ëþáîãî äðóãîãî
îñòàòêà, òàêæå ìåíåå ïðåäïî÷òèòåëüíû. Íåáëàãîïðè òíûå êîíòàêòû îïðåäåë þòñ  êàê
ìåæàòîìíûå ðàññòî íè , êîòîðûå ñîñòàâë þò ìåíåå 80% îò ñóììû âàí-äåð-âààëüñîâûõ
ðàäèóñîâ îáðàçóþùèõ êîíòàêò àòîìîâ. Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè ,
ãäå èíòåðåñóþùèé ñàéò  âë åòñ  âîãíóòîé îáëàñòüþ, îñòàòêè, íàõîä ùèåñ  íà êðàþ òàêîãî
ñàéòà (êàê, íàïðèìåð, ïåðåìû÷êà èëè ñîñåäí   âûïóêëà  îáëàñòü), áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíû
äë  ïðåâðàùåíè  â öèñòåèíîâûå îñòàòêè. Âûïóêëîñòü è âîãíóòîñòü ìîãóò áûòü ðàññ÷èòàíû
íà îñíîâàíèè âåêòîðîâ ïîâåðõíîñòè (Duncan, Â.S. & Olson, A., J.Biopolymers 33:219-229
(1993)) èëè ïóòåì îïðåäåëåíè  äîñòóïíîñòè ïðîá âîäû, ïîìåùåííûõ âäîëü ìîëåêóë ðíîé
ïîâåðõíîñòè (Nicholls, À. è äð., Proteins 11:281-296 (1991); Brady, G.P., Jr. & Stouten, P.F.,
J.Comput. Aided Mol. Des. 14:383-401 (2000)). Îñòàòêè ñ êîíôîðìàöèåé îñòîâà, êîòîðà 
íîìèíàëüíî çàïðåùåíà äë  L-àìèíîêèñëîò (Ramachandran, G.N. è äð., J.Mol.Biol. 7:95-99
(1963); Ramachandran, G.N. & Sasisekharahn, V., Adv.Prot. Chem. 23:283-437 (1968)),
 âë þòñ  ìåíåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ìèøåí ìè äë  ìîäèôèêàöèè â öèñòåèí. Çàïðåùåííûå
êîíôîðìàöèè îáû÷íî îòëè÷àþòñ  ïîëîæèòåëüíûì çíà÷åíèåì óãëà φ.

Äðóãèìè ïðåäïî÷òèòåëüíûìè âàðèàíòàìè  âë þòñ  òå, â êîòîðûõ îñòàòêè,
ïðåâðàùåííûå â öèñòåèí è ïðèñîåäèíåííûå òàê, ÷òîáû ñîñòàâèòü -Cys-SSR1, îáëàäàëè áû
êîíôîðìàöèåé, êîòîðà  íàïðàâë åò àòîìû R1 ê èíòåðåñóþùåìó ñàéòó. Äë  èäåíòèôèêàöèè
òàêèõ ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ ìîãóò áûòü ïðèìåíåíû äâå îáû÷íûå ìåòîäèêè.
Ñîãëàñíî ïåðâîé ìåòîäèêå ïðîâîäèòñ  ïîèñê îñîáûõ ñòðóêòóð (Hobohm, U. è äð., Protein
Science 1:409-417 (1992)) â áàíêå äàííûõ äë  áåëêîâ (Berman, Í.Ì. è äð., Nucleic
Acids Research 28:235-242 (2000)) äë  èäåíòèôèêàöèè ñòðóêòóðíûõ ôðàãìåíòîâ,
ñîäåðæàùèõ ïðèñîåäèíåííûé ñ ïîìîùüþ äèñóëüôèäíîé ñâ çè öèñòåèí â ïîëîæåíèè j, â
êîòîðûõ àòîìû îñòîâà îñòàòêîâ j-1, j è j+1 ôðàãìåíòà ìîãóò áûòü íàëîæåíû íà àòîìû
îñòîâà îñòàòêîâ i-1, i è i+1 ìîëåêóëû-ìèøåíè ñî ñðåäíèì ñòàíäàðòíûì îòêëîíåíèåì
(RMSD) ìåíåå 0,75 êâàäðàòíûõ àíãñòðåì. Åñëè â ôðàãìåíòàõ îïðåäåë þò, ÷òî ìåñòî
àòîìà βÑ îñòàòêà, ñâ çàííîãî äèñóëüôèäíîé ñâ çüþ ñ öèñòåèíîì â ïîëîæåíèè j, áëèæå ê
ëþáîìó àòîìó èíòåðåñóþùåãî ñàéòà, ÷åì àòîìà βÑ îñòàòêà i (âèäîèçìåíåííîãî â
öèñòåèí), ïîëîæåíèå i ñ÷èòàåòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíûì. Ñîãëàñíî àëüòåðíàòèâíîé ìåòîäèêå
îñòàòîê â ïîëîæåíèè i ñ ïîìîùüþ ðàñ÷åòîâ âèäîèçìåí þò â öèñòåèí è ñîåäèí þò ñ S-
ìåòèëüíîé ãðóïïîé ÷åðåç äèñóëüôèäíóþ ñâ çü.

Â äîïîëíåíèå ê ïðèáàâëåíèþ îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ öèñòåèíîâ ê èíòåðåñóþùåìó ñàéòó
ìîæåò áûòü æåëàòåëüíûì óäàëåíèå îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ïðèðîäíûõ öèñòåèíîâ (è çàìåíà
èõ àëàíèíàìè, íàïðèìåð), êîòîðûå ðàçìåùàþòñ  âíå èíòåðåñóþùåãî ñàéòà. Òàêèå ìóòàíòû,
ãäå îäèí èëè íåñêîëüêî ïðèðîäíûõ öèñòåèíîâ óäàëåíû èëè îòäåëåíû, ñîñòàâë þò äðóãîé
àñïåêò äàííîãî èçîáðåòåíè . Ðàçëè÷íûå ðåêîìáèíàíòíûå, õèìè÷åñêèå, ñèíòåòè÷åñêèå è/èëè
äðóãèå ìåòîäèêè ìîãóò áûòü ïðèìåíåíû äë  ìîäèôèêàöèè ìèøåíè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû
îíà îáëàäàëà æåëàåìûì ÷èñëîì ñâîáîäíûõ ãðóïï -SH, êîòîðûå äîñòóïíû äë 
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ïðèñîåäèíåíè . Òàêèå ìåòîäèêè âêëþ÷àþò, íàïðèìåð, ñàéò-íàïðàâëåííûé ìóòàãåíåç
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîäèðóþùåé ïîëèïåïòèä-ìèøåíü òàêèì
îáðàçîì, ÷òî êîäèðóåòñ  ïîëèïåïòèä ñ ðàçíûì ÷èñëîì îñòàòêîâ öèñòåèíà. Îñîáåííî
ïðåäïî÷òèòåëåí ñàéò-íàïðàâëåííûé ìóòàãåíåç, èñïîëüçóþùèé àìïëèôèêàöèþ ñ ïîìîùüþ
ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) (ñì., íàïðèìåð, ïàòåíò ÑØÀ ¹4,683,195, âûäàííûé
28 èþë  1987, è Current Protocols In Molecular Biology, ãëàâà 15 (Ausubel è äð.,
èçä., 1991). Äðóãèå ìåòîäèêè ñàéò-íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà òàêæå õîðîøî èçâåñòíû â
äàííîé îáëàñòè è îïèñàíû, íàïðèìåð, â ñëåäóþùèõ ïóáëèêàöè õ: Ausubel è äð., ñì. âûøå,
ãëàâà 8; Molecular Cloning: A Laboratory Manual., 2-îå èçäàíèå (Sambrook è äð., 1989);
Zoller è äð., Methods Enzymol. 100:468-500 (1983); Zoller & Smith, DNA 3:479-488 (1984);
Zoller è äð., Nucl. Acids Res., 10:6487 (1987); Brake è äð., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81:4642-4646 (1984); Botstein è äð., Science 229:1193 (1985); Kunkel è äð.,
Methods Enzymol. 154:367-82 (1987), Adelman è äð., DNA 2:183 (1983); è Carter è äð.,
Nucl. Acids Res., 13:4331 (1986). Ìîãóò òàêæå ïðèìåí òüñ  êàññåòíûé ìóòàãåíåç (Wells
è äð., Gene, 34:315 [1985]) è ðåñòðèêöèîííûé ñåëåêöèîííûé ìóòàãåíåç (Wells è äð.,
Philos. Trans. R.Soc. London SerA, 317:415 [1986]).

Âàðèàíòû àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ñ çàìåùåíèåì áîëåå ÷åì îäíîé
àìèíîêèñëîòû ìîãóò áûòü ãåíåðèðîâàíû îäíèì èç íåñêîëüêèõ ïóòåé. Åñëè àìèíîêèñëîòû
ðàñïîëîæåíû áëèçêî äðóã ê äðóãó â ïîëèïåïòèäíîé öåïè, îíè ìîãóò áûòü ïîäâåðãíóòû
ìóòàöèè îäíîâðåìåííî, èñïîëüçó  îäèí îëèãîíóêëåîòèä, êîòîðûé êîäèðóåò âñå æåëàåìûå
çàìåùåíè  àìèíîêèñëîò. Åñëè, îäíàêî, àìèíîêèñëîòû ðàñïîëîæåíû íà íåêîòîðîì
ðàññòî íèè äðóã îò äðóãà (íàïðèìåð, ðàçäåëåíû áîëåå, ÷åì äåñ òüþ àìèíîêèñëîòàìè),
áîëåå òðóäíî ãåíåðèðîâàòü åäèíñòâåííûé îëèãîíóêëåîòèä, êîòîðûé êîäèðóåò âñå èç
æåëàåìûõ èçìåíåíèé. Âìåñòî ýòîãî ìîæåò áûòü ïðèìåíåí îäèí èç äâóõ àëüòåðíàòèâíûõ
ñïîñîáîâ. Â ïåðâîì ñïîñîáå îòäåëüíûé îëèãîíóêëåîòèä ãåíåðèðóåòñ  äë  çàìåùåíè 
êàæäîé àìèíîêèñëîòû. Îëèãîíóêëåîòèäû çàòåì îäíîâðåìåííî ïîäâåðãàþò ãèáðèäèçàöèè â
îäíîöåïî÷å÷íóþ ìàòðè÷íóþ ÄÍÊ, è âòîðà  öåïü ÄÍÊ, êîòîðà  ñèíòåçèðóåòñ  èç ìàòðèöû,
áóäåò êîäèðîâàòü âñå æåëàåìûå çàìåùåíè  àìèíîêèñëîò. Àëüòåðíàòèâíûé ñïîñîá
âêëþ÷àåò äâà èëè íåñêîëüêî êðóãîâ ìóòàãåíåçà äë  ïîëó÷åíè  æåëàåìîãî ìóòàíòà.

Êàê òîëüêî îáðàçóåòñ  êîíúþãàò ìèøåíü-ñîåäèíåíèå, îí ìîæåò áûòü îïðåäåëåí ñ
ïðèìåíåíèåì ð äà ñïîñîáîâ. Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïðèìåí þò
ìàññ-ñïåêòðîñêîïèþ. Êîíúþãàò ìèøåíü-ñîåäèíåíèå ìîæåò áûòü äåòåêòèðîâàí
íåïîñðåäñòâåííî ïðè ìàññ-ñïåêòðîñêîïèè èëè êîíúþãàò ìèøåíü-ñîåäèíåíèå ìîæåò áûòü
ðàçäåëåí íà ôðàãìåíòû ïåðåä îïðåäåëåíèåì. Àëüòåðíàòèâíî, ñîåäèíåíèå ìîæåò áûòü
âûñâîáîæäåíî â ìàññ-ñïåêòðîìåòðå è çàòåì èäåíòèôèöèðîâàíî. Êàê áîëåå ïîäðîáíî
îïèñàíî íèæå, ïðèìåíåíèå ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè äë  èäåíòèôèêàöèè ñîåäèíåíè  â
êîíúþãàòå ìèøåíü-ñîåäèíåíèå òàêèì ëåãêèì è íàäåæíûì ñïîñîáîì  âë åòñ  îäíèì èç
óäèâèòåëüíûõ è íåîæèäàííûõ îòêðûòèé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Êàê êîíúþãàò ìèøåíü-
ñîåäèíåíèå, òàê è ìàññ-ñïåêòðîìåòð (ÌÑ), âêëþ÷àþùèé êîíúþãàò ìèøåíü-ñîåäèíåíèå,
ñîñòàâë þò àñïåêòû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

Ñ ïîìîùüþ ÌÑ îïðåäåë þò ìîëåêóëû íà îñíîâàíèè îòíîøåíè  ìàññû ê çàð äó (m/z) è
òàêèì îáðàçîì ìîæíî ðàçäåë òü ìîëåêóëû, îñíîâûâà ñü íà èõ ðàçìåðàõ (îáçîð â ðàáîòå
Yates, Trends Genet.16: 5-8 [2000]). Ìàññ-ñïåêòðîìåòð ñíà÷àëà ïðåîáðàçóåò ìîëåêóëû â
ãàçîôàçíûå èîíû, çàòåì îòäåëüíûå èîíû ðàçäåë þòñ  â ñîîòâåòñòâèè ñ îòíîøåíè ìè m/z
è çàòåì ðåãèñòðèðóþòñ . Macc-àíàëèçàòîð,  âë þùèéñ  íåîòúåìëåìîé ÷àñòüþ ìàññ-
ñïåêòðîìåòðà, èñïîëüçóåò ôèçè÷åñêîå ñâîéñòâî (íàïðèìåð, ýëåêòðè÷åñêèå èëè ìàãíèòíûå
ïîë , èëè âðåì  ïðîëåòà /ÒÎÐ/) äë  ðàçäåëåíè  èîíîâ ñ îïðåäåëåííûì çíà÷åíèåì m/z,
ïîïàäàþùèõ çàòåì íà äåòåêòîð èîíîâ. Ìàññ-ñïåêòðîìåòðû ñïîñîáíû áûñòðî ãåíåðèðîâàòü
äàííûå è ïîýòîìó îáëàäàþò áîëüøèìè âîçìîæíîñò ìè äë  âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî
àíàëèçà. Ìàññ-ñïåêòðîñêîïè  ìîæåò áûòü ïðèìåíåíà ëèáî òîëüêî îäíà, ëèáî â êîìáèíàöèè
ñ äðóãèìè ñðåäñòâàìè îïðåäåëåíè  èëè èäåíòèôèêàöèè ñîåäèíåíèé, êîâàëåíòíî ñâ çàííûõ
ñ ìèøåíüþ. Äîïîëíèòåëüíûå îïèñàíè  ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèõ ìåòîäèê âêëþ÷åíû â
ñòàòüè Fitzgerald è Siuzdak, Chemistry & Biology 3: 707-715 [1996]; Chu è äð., J. Am.
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Chem. Soc. 118: 7827-7835 [1996]; Siudzak, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11290-11297
[1994]; Burlingame è äð., Anal. Chem. 68: 599R-651R [1996]; Wu è äð., Chemistry & Biology 4:
653-657 [1997]; è Loo è äð., Am. Reports Med. Chem. 31: 319-325 [1996]).

Êîíúþãàò ìèøåíü-ñîåäèíåíèå ìîæåò áûòü èäåíòèôèöèðîâàí ñ èñïîëüçîâàíèåì äðóãèõ
ñðåäñòâ. Íàïðèìåð, ìîæíî ïðèìåí òü ðàçëè÷íûå õðîìàòîãðàôè÷åñêèå ìåòîäèêè, êàê,
íàïðèìåð, æèäêîñòíà  õðîìàòîãðàôè , òîíêîñëîéíà  õðîìàòîãðàôè  è èì ïîäîáíûå, äë 
ðàçäåëåíè  êîìïîíåíòîâ ðåàêöèîííîé ñìåñè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ïîâûñèòü âîçìîæíîñòü
èäåíòèôèêàöèè êîâàëåíòíî ñâ çàííîé ìîëåêóëû. Òàêèå õðîìàòîãðàôè÷åñêèå ìåòîäèêè
ìîãóò áûòü ïðèìåíåíû â êîìáèíàöèè ñ ìàññ-ñïåêòðîñêîïèåé èëè îòäåëüíî îò ìàññ-
ñïåêòðîñêîïèè. Ìîæíî òàêæå äîïîëíèòåëüíî ïðèìåí òü è ìå÷åíóþ ïðîáó (ôëóîðåñöåíòíî
ìå÷åíóþ, ðàäèîàêòèâíî ìå÷åíóþ èëè ìå÷åíóþ äðóãèì ñïîñîáîì) äë  âûñâîáîæäåííîãî
ñîåäèíåíè  ñ öåëüþ îáëåã÷åíè  åãî èäåíòèôèêàöèè ïðè èñïîëüçîâàíèè ëþáîé èç
âûøåïðèâåäåííûõ ìåòîäèê. Ñîãëàñíî åùå îäíîìó âàðèàíòó îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè 
îáðàçîâàíèå íîâûõ ñâ çåé âûñâîáîæäàåò ìå÷åíóþ ïðîáó, êîòîðóþ ìîæíî çàòåì
êîíòðîëèðîâàòü. Ïðîñòîé ôóíêöèîíàëüíûé àíàëèç, êàê, íàïðèìåð, ôåðìåíòíûé
èììóíîñîðáåíòíûé àíàëèç (ELISA) èëè ôåðìåíòíûé àíàëèç, ìîæåò òàêæå áûòü ïðèìåíåí
äë  îïðåäåëåíè  ñâ çûâàíè , êîãäà ñâ çûâàíèå ïðîèñõîäèò â îáëàñòè, ñóùåñòâåííî
âàæíîé äë  òîãî, ÷òî èçìåð åòñ  ïðè àíàëèçå. Äðóãèå ìåòîäèêè, êîòîðûå ìîãóò íàéòè
ïðèìåíåíèå äë  èäåíòèôèêàöèè îðãàíè÷åñêîãî ñîåäèíåíè , ñâ çàííîãî ñ ìîëåêóëîé-
ìèøåíüþ, âêëþ÷àþò, íàïðèìåð,  äåðíûé ìàãíèòíûé ðåçîíàíñ (ßÌÐ), ïîâåðõíîñòíûé
ïëàçìîííûé ðåçîíàíñ (íàïðèìåð, BIACORE), êàïèëë ðíûé ýëåêòðîôîðåç, ðåíòãåíîâñêóþ
êðèñòàëëîãðàôèþ è èì ïîäîáíûå ìåòîäèêè, âñå èç êîòîðûõ õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì
â äàííîé îáëàñòè.

Â äðóãîì àñïåêòå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìèøåíüþ  âë åòñ  áåëîê è êîâàëåíòíîé
ñâ çüþ èëè îáðàçóþùåéñ  ïðè ïðèñîåäèíåíèè ñâ çüþ  âë åòñ  äèñóëüôèäíà  ñâ çü.
Ñïîñîá âêëþ÷àåò:

à) ñâ çûâàíèå áåëêà-ìèøåíè, ñïîñîáíîãî îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü, ñ
ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì, êîòîðûé òàêæå ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü;

á) îáðàçîâàíèå äèñóëüôèäíîé ñâ çè ìåæäó áåëêîì-ìèøåíüþ è ïîòåíöèàëüíûì
ëèãàíäîì ñ îáðàçîâàíèåì ïðè ýòîì êîíúþãàòà èç áåëêà-ìèøåíè è ëèãàíäà; è

â) èäåíòèôèêàöè  ëèãàíäà, ïðèñóòñòâóþùåãî â êîíúþãàòå èç áåëêà-ìèøåíè è ëèãàíäà.
Íåîá çàòåëüíî áåëîê-ìèøåíü ñâ çûâàåòñ  ñ ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì â ïðèñóòñòâèè

âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà. Íàãë äíûå ïðèìåðû ïîäõîä ùèõ âîññòàíàâëèâàþùèõ àãåíòîâ
âêëþ÷àþò, íî íå îãðàíè÷èâàþòñ  ýòèì: öèñòåèí, öèñòåàìèí, äèòèîòðåèòîë, äèòèîýðèòðèò,
ãëóòàòèîí, 2-ìåðêàïòîýòàíîë, 3-ìåðêàïòî-ïðîïèîíîâóþ êèñëîòó, ôîñôèí, êàê, íàïðèìåð,
òðèñ-(2-êàðáîêñèýòèëôîñôèí) ("ÒÑÅÐ") èëè áîðãèäðèä íàòðè . Â îäíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âîññòàíàâëèâàþùèì àãåíòîì  âë åòñ  2-ìåðêàïòîýòàíîë. Â
äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âîññòàíàâëèâàþùèì àãåíòîì  âë åòñ 
öèñòåàìèí. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âîññòàíàâëèâàþùèì àãåíòîì
 âë åòñ  ãëóòàòèîí. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âîññòàíàâëèâàþùèì
àãåíòîì  âë åòñ  öèñòåèí.

Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü ñîäåðæèò âñòðå÷àþùóþñ 
â ïðèðîäå ãðóïïó -SH îò öèñòåèíà, êîòîðûé  âë åòñ  ÷àñòüþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïðèðîäíîãî áåëêà. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü îáëàäàåò
ïðèîáðåòåííîé ñ ïîìîùüþ ãåííîé èíæåíåðèè ãðóïïîé -SH, êîãäà èñïîëüçîâàëñ  ìóòàãåíåç
äë  ìóòàöèè ïðèðîäíîé àìèíîêèñëîòû â öèñòåèí. Òàêèå áåëêè-ìèøåíè ñ íåïðèðîäíûìè
öèñòåèíàìè ñîñòàâë þò äðóãîé àñïåêò íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü îáëàäàåò
çàìàñêèðîâàííîé ãðóïïîé -SH â âèäå äèñóëüôèäà. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü ñîäåðæèò öèñòåèí, ãäå ãðóïïà -SH çàìàñêèðîâàíà â âèäå
äèñóëüôèäà. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü ñîäåðæèò
öèñòåèí, ãäå ãðóïïà -SH îáðàçóåò äèñóëüôèäíóþ ñâ çü ñ äðóãèì öèñòåèíîì. Åùå â îäíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü ñîäåðæèò öèñòåèí, ãäå ãðóïïà -SH

Ñòðàíèöà: 17

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 295 518 C2

îáðàçóåò äèñóëüôèäíóþ ñâ çü ñ ãëóòàòèîíîì. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü îáëàäàåò öèñòåèíîì, ãäå ãðóïïà -SH îáðàçóåò äèñóëüôèä
ôîðìóëû -SSR1, ãäå R1 îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ10)-àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó,
çàìåùåííóþ (C1-Ñ10)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë èëè çàìåùåííûé àðèë. Â
äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü ñîäåðæèò öèñòåèí, ãäå
ãðóïïà -SH çàìàñêèðîâàíà â âèäå äèñóëüôèäà ôîðìóëû -SSR2R3, ãäå R2 îçíà÷àåò
(Ñ1-Ñ5)àëêèë è R3 îçíà÷àåò àìèíîãðóïïó, ãèäðîêñèëüíóþ èëè êàðáîêñèëüíóþ ãðóïïó. Â
äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü ñîäåðæèò öèñòåèí, â êîòîðîì
ãðóïïà -SH çàìàñêèðîâàíà â âèäå äèñóëüôèäà ôîðìóëû SSCH2CH2OH. Ñîãëàñíî åùå
îäíîìó âàðèàíòó îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü ñîäåðæèò öèñòåèí, ãäå
ãðóïïà -SH çàìàñêèðîâàíà â âèäå äèñóëüôèäà ôîðìóëû -SSCH2CH2NH2.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä ñîäåðæèò
ãðóïïó -SH. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä
îáëàäàåò çàìàñêèðîâàííîé ãðóïïîé -SH. Ïîòåíöèàëüíûå ëèãàíäû ñ çàìàñêèðîâàííûìè
ãðóïïàìè -SH ñîñòàâë þò äðóãîé àñïåêò íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Â äðóãîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä îáëàäàåò çàìàñêèðîâàííîé
ãðóïïîé -SH â âèäå äèñóëüôèäà ôîðìóëû -SSR1, ãäå R1 îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ10)-
àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ10)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë
èëè çàìåùåííûé àðèë. Åùå â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïîòåíöèàëüíûé
ëèãàíä îáëàäàåò ãðóïïîé -SH, çàìàñêèðîâàííîé â âèäå äèñóëüôèäà ôîðìóëû -SSR2R3,
ãäå R2 îçíà÷àåò (C1-Ñ5)àëêèë (ïðåäïî÷òèòåëüíî -ÑÍ2-, -ÑÍ2ÑÍ2- èëè -ÑÍ2ÑÍ2ÑÍ2-) è R3

îçíà÷àåò àìèíîãðóïïó, ãèäðîêñèëüíóþ èëè êàðáîêñèëüíóþ ãðóïïó. Â äðóãîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä îáëàäàåò ãðóïïîé -SH,
çàìàñêèðîâàííîé â âèäå äèñóëüôèäà ôîðìóëû -SSCH2CH2OH. Åùå â îäíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä îáëàäàåò ãðóïïîé -Í, çàìàñêèðîâàííîé
â âèäå äèñóëüôèäà ôîðìóëû -SSCH2CH2NH2. Íàãë äíûå ïðèìåðû ïîòåíöèàëüíûõ
ëèãàíäîâ âêëþ÷àþò:

è

ãäå
R è R1 îçíà÷àþò êàæäûé íåçàâèñèìî íåçàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó,

çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë èëè çàìåùåííûé àðèë;
m îçíà÷àåò 0, 1 èëè 2 è
n îçíà÷àåò 1 èëè 2.
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Ìíîæåñòâî ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ ñîñòàâë åò áèáëèîòåêó ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Â
îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áèáëèîòåêà âêëþ÷àåò, êàê ìèíèìóì, 5
ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áèáëèîòåêà
âêëþ÷àåò, êàê ìèíèìóì, 20 ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Åùå â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  áèáëèîòåêà âêëþ÷àåò, êàê ìèíèìóì, 100 ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Â äðóãîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áèáëèîòåêà âêëþ÷àåò ïî ìåíüøåé ìåðå 500
ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áèáëèîòåêà
âêëþ÷àåò, êàê ìèíèìóì, 1000 ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  êàæäûé ÷ëåí áèáëèîòåêè èìååò äðóãóþ ìîëåêóë ðíóþ ìàññó. Â äðóãîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êàæäûé ÷ëåí áèáëèîòåêè èìååò ìàññó, êîòîðà 
îòëè÷àåòñ  îò ìàññû äðóãîãî ÷ëåíà áèáëèîòåêè, êàê ìèíèìóì, íà 5 àòîìíûõ åäèíèö ìàññû.
Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êàæäûé ÷ëåí áèáëèîòåêè èìååò ìàññó,
îòëè÷àþùóþñ  îò ìàññû äðóãîãî ÷ëåíà áèáëèîòåêè, êàê ìèíèìóì, íà 10 àòîìíûõ åäèíèö
ìàññû.

Ñïîñîá ïðèñîåäèíåíè , ãäå ìèøåíüþ  âë åòñ  áåëîê è êîâàëåíòíà  ñâ çü ïðåäñòàâë åò
äèñóëüôèäíóþ ñâ çü, ñõåìàòè÷åñêè èçîáðàæåí íà ôèã.1. Ôèã.1À ïðåäñòàâë åò îäèí âàðèàíò
îñóùåñòâëåíè  ñïîñîáà ïðèñîåäèíåíè , ãäå áåëîê, ñîäåðæàùèé ãðóïïó -SH, âñòóïàåò â
ðåàêöèþ ñ ìíîæåñòâîì ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ (íàïðèìåð, >5, >20, >100, >500, >1000 è
ò.ä.). Â ýòîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïîòåíöèàëüíûå ëèãàíäû îáëàäàþò
çàìàñêèðîâàííîé ãðóïïîé -SH â âèäå äèñóëüôèäà ôîðìóëû -SSR1, ãäå R1  âë åòñ  òàêèì,
êàê îïðåäåëåíî ðàíåå. Â íåêîòîðûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  R1 âûáèðàþò
òàê, ÷òîáû ïîâûñèòü ðàñòâîðèìîñòü ïîòåíöèàëüíûõ êàíäèäàòîâ â ëèãàíäû. Êàê ïîêàçàíî,
ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä, êîòîðûé îáëàäàåò ïðèñóùèì åìó ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ
ìèøåíüþ, èäåíòèôèöèðóåòñ , è ñîîòâåòñòâóþùèé ëèãàíä, êîòîðûé íå âêëþ÷àåò
äèñóëüôèäíóþ ñîñòàâë þùóþ, ïðåâðàùàåòñ  â ëèãàíä, âêëþ÷àþùèé èäåíòèôèöèðîâàííóþ
ñâ çóþùóþ äåòåðìèíàíòó (ïðåäñòàâëåííóþ êðóãîì).

Ôèã.1Á ñõåìàòè÷åñêè èëëþñòðèðóåò òåîðèþ ïîñëå ïðèñîåäèíåíè . Ñîäåðæàùèé
ãðóïïó -SH áåëîê óðàâíîâåøèâàåòñ , êàê ìèíèìóì, îäíèì ñîäåðæàùèì äèñóëüôèä
ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì, è óñòàíàâëèâàåòñ  ðàâíîâåñèå ìåæäó ìîäèôèöèðîâàííûì è íå
ìîäèôèöèðîâàííûì áåëêîì. Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áåëîê,
ñîäåðæàùèé ãðóïïó -SH, è ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä ñâ çûâàþòñ  â ïðèñóòñòâèè
âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîäåðæàùèé
ãðóïïó -SH áåëîê è ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä ñâ çûâàþòñ  â ïðèñóòñòâèè âîññòàíàâëèâàþùåãî
àãåíòà â êîëè÷åñòâå íèæå ñòåõèîìåòðè÷åñêîãî. Åñëè ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä íå îáëàäàåò
ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ áåëêîì-ìèøåíüþ, ðàâíîâåñèå ñäâèãàåòñ  â ñòîðîíó íå
ìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà. È íàîáîðîò, åñëè ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä îáëàäàåò
ñâîéñòâåííûì åìó ñðîäñòâîì ê áåëêó, ðàâíîâåñèå ñäâèãàåòñ  â ñòîðîíó
ìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà. Îáå ñèòóàöèè èëëþñòðèðóþòñ  ôèã.1Á. Â ïåðâîì ñëó÷àå
îñòàòîê RA ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà îáëàäàåò íåáîëüøèì ñðîäñòâîì èëè íå îáëàäàåò
ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ áåëêîì. Òàêèì îáðàçîì, îáðàçîâàíèå êîíúþãàòà áåëîê-ëèãàíä
 âë åòñ  ôóíêöèåé âîçìîæíîñòè îáðàçîâàíè  äèñóëüôèäíîé ñâ çè ïðè äàííîé
êîíöåíòðàöèè áåëêà, ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà è âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà. Âî âòîðîì
ñëó÷àå, îñòàòîê RB ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà îáëàäàåò ïðèñóùèì åìó ñðîäñòâîì ê
ñâ çûâàíèþ ñ áåëêîì. Â ðåçóëüòàòå, êàê òîëüêî îáðàçóåòñ  äèñóëüôèäíà  ñâ çü ìåæäó
áåëêîì è ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì, êîíúþãàò áåëîê-ëèãàíä ñòàíîâèòñ  óñòîé÷èâûì. Òàêèì
îáðàçîì, ðàâíîâåñèå ñìåùàåòñ  â ñòîðîíó îáðàçîâàíè  êîíúþãàòà áåëîê-ëèãàíä.

Äë  äàëüíåéøåé èëëþñòðàöèè ïðèñîåäèíåíè  ñïîñîá áûë ïðèìåíåí ê òèìèäèëàòñèíòàçå
("TS"), íåîáõîäèìîìó ôåðìåíòó ôàêòè÷åñêè äë  âñåõ æèâûõ îðãàíèçìîâ. TS âìåñòå ñ
äèãèäðîôîëàòðåäóêòàçîé ("DHFR") è ñåðèíãèäðîêñèìåòèëàçîé îáðàçóåò áèîõèìè÷åñêóþ
ôóíêöèîíàëüíóþ åäèíèöó, öèêë òèìèäèëàòñèíòàçû, êîòîðûé îáåñïå÷èâàåò åäèíñòâåííûé
de novo ïóòü ñèíòåçà îñíîâàíè  ÄÍÊ òèìèäèí-5'-ìîíîôîñôàòà ("dTMP") èç îñíîâàíè  ÐÍÊ
äåçîêñèóðèäèí-5'-ìîíîôîñôàòà ("dUMP"). Êàê TS, òàê è DHFR  âë þòñ  ìèøåí ìè äë 
ðàçðàáîòêè ïðîòèâîðàêîâûõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ. Ïîñêîëüêó ãåí TS òîæå íàéäåí âî
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ìíîãèõ âèðóñàõ, îí òàêæå  âë åòñ  ìèøåíüþ äë  ðàçðàáîòêè ïðîòèâîïàðàçèòàðíûõ,
ïðîòèâîãðèáêîâûõ è ïðîòèâîâèðóñíûõ ñðåäñòâ.

TS  âë åòñ  èäåàëüíîé îáîñíîâàííîé ìèøåíüþ ïî ð äó ñîîáðàæåíèé. Âî-ïåðâûõ, áûëè
îïðåäåëåíû ìíîãî÷èñëåííûå âûñîêîðàçðåøåííûå êðèñòàëëè÷åñêèå ñòðóêòóðû ðàçëè÷íûõ
TS-ôåðìåíòîâ, òàê ÷òî èíôîðìàöè  î ñòðóêòóðå ìîæåò áûòü âêëþ÷åíà â ñîçäàíèå
ñîåäèíåíèé. Âî-âòîðûõ, ñóùåñòâóåò ïðîñòîé êîëîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç äë  îïðåäåëåíè 
òîãî, ñâ çûâàåòñ  ëè ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä ñ TS. Ýòîò àíàëèç çàâèñèò îò ñêîðîñòè
ïðåâðàùåíè  N5, N10-ìåòèëåíòåòðàãèäðîôîëèåâîé êèñëîòû â äèãèäðîôîëèåâóþ êèñëîòó â
ïðèñóòñòâèè dUMP. Âòîðîé àíàëèç ñâ çûâàíè  òàêæå  âë åòñ  ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèì è
îñíîâûâàåòñ  íà êîíêóðåíöèè ñ ïèðèäîêñàëü-5'-ôîñôàòîì ("PLP"), êîòîðûé îáðàçóåò
êîìïëåêñ ñ TS ñ óíèêàëüíîé ñïåêòðàëüíîé õàðàêòåðèñòèêîé.

Òèìèäèëàòñèíòàçà, âûáðàííà  ñ öåëüþ èëëþñòðàöèè,  âë åòñ  Å.coli TS. Ïîäîáíî âñåì
TS-ôåðìåíòàì îíà ñîäåðæèò îñòàòîê ïðèðîäíîãî öèñòåèíà â àêòèâíîì ñàéòå (Cys146),
êîòîðûé ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äë  ïðèñîåäèíåíè . Å.coli TS âêëþ÷àåò ÷åòûðå äðóãèõ
öèñòåèíà, íî îíè íå ñîõðàí þòñ  ñðåäè äðóãèõ TS-ôåðìåíòîâ è "óòîïëåíû", è ïîýòîìó
íåäîñòóïíû. Îäíàêî, åñëè îäèí èëè íåñêîëüêî èç ýòèõ öèñòåèíîâ áûëè áû
ðåàêöèîííîñïîñîáíûìè ïî îòíîøåíèþ ê äèñóëüôèäàì, òîãäà ìîãëè áûòü èñïîëüçîâàíû
ìóòàöèîííûå âåðñèè ýòèõ ôåðìåíòîâ, êîãäà öèñòåèíû âèäîèçìåí þòñ  â äðóãèå
àìèíîêèñëîòû, êàê, íàïðèìåð, àëàíèí.

Â ïåðâîì ýêñïåðèìåíòå TS äèêîãî òèïà è C146S-ìóòàíò (ãäå öèñòåèí â ïîëîæåíèè 146
ïîäâåðãñ  ìóòàöèè â ñåðèí) ñâ çûâàëèñü ñ öèñòàìèíîì, H2NCH2CH2SSCH2CH2NH2.
Òèìèäèëàòñèíòàçà äèêîãî òèïà ðåàãèðîâàëà òî÷íî ñ îäíèì ýêâèâàëåíòîì öèñòàìèíà, â òî
âðåì  êàê ìóòàíò TS íå ðåàãèðîâàë, óêàçûâà , ÷òî öèñòàìèí ðåàãèðîâàë è áûë ñåëåêòèâåí
ïî îòíîøåíèþ ê Cys-146.

TS äèêîãî òèïà ïîäâåðãàëàñü íåñêîëüêèì ýêñïåðèìåíòàì ïî ñâ çûâàíèþ ñ ðàçëè÷íûìè
ïóëàìè ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Ôèã.2 èëëþñòðèðóåò äâà ïðèìåðà ýêñïåðèìåíòîâ ïî
ñâ çûâàíèþ, ãäå ïîòåíöèàëüíûå ëèãàíäû èìåëè ôîðìóëó

Ýòî õàðàêòåðíîå âîïëîùåíèå ðîäà ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ ôîðìóëû RSSR1, ãäå R
ñîîòâåòñòâóåò RcC(=O)NHCH2CH2- è R1 ñîîòâåòñòâóåò -CH2CH2 NH2. Ýòî òàêæå
õàðàêòåðíîå âîïëîùåíèå ðîäà âîçìîæíûõ ëèãàíäîâ ôîðìóëû RSSR2R3, ãäå R
ñîîòâåòñòâóåò RcC(=O)NHCH2CH2- è R2R3 âìåñòå ñîîòâåòñòâóþò -CH2CH2NH2. R

c îçíà÷àåò
íåçàìåùåííûé (Ñ1-Ñ10)àëêèë, çàìåùåííûé (Ñ1-Ñ10) àëêèë, íåçàìåùåííûé àðèë èëè
çàìåùåííûé àðèë è  âë åòñ  âàðèàáåëüíîé ñîñòàâë þùåé â äàííîì ïóëå ÷ëåíîâ
áèáëèîòåêè.

Ôèã.2À ïðåäñòàâë åò ðàçðåøåííûé ìàññ-ñïåêòð ðåàêöèè TS ñ ïóëîì 10 ðàçëè÷íûõ
ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ ñ íåáîëüøèì èëè îòñóòñòâóþùèì ñðîäñòâîì ê TS. Ïðè îòñóòñòâèè
ëþáûõ ñâ çûâàþùèõ âçàèìîäåéñòâèé ðàâíîâåñèå â ðåàêöèè îáìåíà äèñóëüôèäà ìåæäó TS
è îòäåëüíûì ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì ñìåùàåòñ  ê íåìîäèôèöèðîâàííîìó ôåðìåíòó.
Ýòî ñõåìàòè÷åñêè èëëþñòðèðóåòñ  ñëåäóþùèì óðàâíåíèåì.
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Êàê îæèäàëîñü, ïèê, ñîîòâåòñòâóþùèé íåìîäèôèöèðîâàííîìó ôåðìåíòó, ïðåäñòàâë åò
îäèí èç äâóõ íàèáîëåå èíòåíñèâíûõ ïèêîâ â ñïåêòðå. Äðóãîé èíòåíñèâíûé ïèê
ñîîòâåòñòâóåò TS, ãäå ãðóïïà -SH â Cys146 áûëà ìîäèôèöèðîâàíà öèñòåàìèíîì. Õîò  ýòîò
âèä íå îáðàçóåòñ  â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè â ñëó÷àå ëþáîãî îòäåëüíîãî ÷ëåíà
áèáëèîòåêè, ïèê íàáëþäàåòñ  áëàãîäàð  ñîâîêóïíîìó ýôôåêòó ðàâíîâåñíûõ ðåàêöèé äë 
êàæäîãî ÷ëåíà áèáëèîòå÷íîãî ïóëà. Êîãäà ðåàêöè  ïðîõîäèò â ïðèñóòñòâèè ñîäåðæàùåãî
ãðóïïó -SH âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà, êàê, íàïðèìåð, 2-ìåðêàïòîýòàíîë, öèñòåèí
àêòèâíîãî ñàéòà ìîæåò òàêæå áûòü ìîäèôèöèðîâàí ñ ïîìîùüþ âîññòàíàâëèâàþùåãî
àãåíòà. Òàê êàê öèñòåàìèí è 2-ìåðêàïòîýòàíîë èìåþò îäèíàêîâûå ìîëåêóë ðíûå ìàññû, èõ
ñîîòâåòñòâóþùèå ñâ çàííûå äèñóëüôèäíîé ñâ çüþ TS-ôåðìåíòû íå ðàçëè÷àþòñ  â
óñëîâè õ, ïðèìåíåííûõ â äàííîì ýêñïåðèìåíòå. Íåáîëüøèå ïèêè ñïðàâà ñîîòâåòñòâóþò
äèñêðåòíûì ÷ëåíàì áèáëèîòåêè. Õàðàêòåðíî, ÷òî íè îäèí èç ýòèõ ïèêîâ íå  âë åòñ  î÷åíü
èíòåíñèâíûì. Ôèã.2À õàðàêòåðíà äë  ñïåêòðà, êîãäà íè îäèí èç ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ
íå îáëàäàåò ñîîòâåòñòâóþùèì ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ ìèøåíüþ.

Ôèã.2Á ïðåäñòàâë åò ðàçðåøåííûé ìàññ-ñïåêòð ðåàêöèè TS ñ ïóëîì èç 10 ðàçëè÷íûõ
ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ, ãäå îäèí èç ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ îáëàäàåò ïðèñóùèì åìó
ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ ôåðìåíòîì. Êàê ìîæíî âèäåòü, íàèáîëåå èíòåíñèâíûì ïèêîì
 âë åòñ  òîò, êîòîðûé ñîîòâåòñòâóåò TS, ãäå ãðóïïà -SH â Cys146 áûëà ìîäèôèöèðîâàíà ñ
ïîìîùüþ N-òîçèë-D-ïðîëèíà. Ýòîò ïèê ïðåâîñõîäèò âñå äðóãèå, âêëþ÷à  ïèêè,
ñîîòâåòñòâóþùèå íåìîäèôèöèðîâàííîìó ôåðìåíòó è TS, ãäå ãðóïïà -SH â Cys146 áûëà
ìîäèôèöèðîâàíà öèñòåàìèíîì. Ôèã.2Á  âë åòñ  ïðèìåðîì ìàññ-ñïåêòðà, êîãäà â
ïðèñîåäèíåíèå áûëà âîâëå÷åíà ÷àñòü, êîòîðà  îáëàäàåò ñâîéñòâåííûì åé ñèëüíûì
ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ æåëàåìûì ñàéòîì.

Êîãäà ïðèñîåäèíåíèå ïðîèñõîäèò â ïðèñóòñòâèè âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà, ïðîöåññ
ñòàíîâèòñ  áîëåå òåðìîäèíàìè÷åñêè îáóñëîâëåííûì è ðàâíîâåñíî êîíòðîëèðóåìûì. Ôèã.3
 âë åòñ  èëëþñòðàöèåé ýòîãî  âëåíè  è ïðåäñòàâë åò òðè ýêñïåðèìåíòà, ãäå TS ðåàãèðóåò
ñ òàêèì æå ïóëîì áèáëèîòåêè, ñîäåðæàùèì îòîáðàííûé N-òîçèë-D-ïðîëèí, â ïðèñóòñòâèè
âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà, 2-ìåðêàïòîýòàíîëà.

Ôèã.3À ïðåäñòàâë åò ðàçðåøåííûé ìàññ-ñïåêòð, êîãäà ðåàêöè  ïðîâîäèòñ  áåç 2-
ìåðêàïòîýòàíîëà. Íàèáîëåå èíòåíñèâíûé ïèê ñîîòâåòñòâóåò TS, êîòîðà  áûëà
ìîäèôèöèðîâàíà öèñòåàìèíîì. Îäíàêî, ïèê, ñîîòâåòñòâóþùèé N-òîçèë-D-ïðîëèíó, âñå-òàêè
â òîé èëè èíîé ñòåïåíè âûäåë åòñ  ñðåäè ïèêîâ äðóãèõ ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Ôèã.3Á
ïðåäñòàâë åò ðàçðåøåííûé ìàññ-ñïåêòð, êîãäà ðåàêöè  ïðîâîäèòñ  â ïðèñóòñòâèè 0,2 ìÌ 2-
ìåðêàïòîýòàíîëà. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ñïåêòðó íà ôèã.3À ïèê, ñîîòâåòñòâóþùèé N-òîçèë-
D-ïðîëèíó,  âë åòñ  íàèáîëåå èíòåíñèâíûì ïèêîì è, òàêèì îáðàçîì, â ñèëüíîé ñòåïåíè
âûäåë åòñ  ñðåäè ïèêîâ äðóãèõ ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Íàêîíåö, ôèã.3Â ïðåäñòàâë åò
ðàçðåøåííûé ìàññ-ñïåêòð, êîãäà ðåàêöè  ïðîâîäèòñ  â ïðèñóòñòâèè 20 ìÌ 2-
ìåðêàïòîýòàíîëà. È íå óäèâèòåëüíî, ÷òî íàèáîëåå èíòåíñèâíûé ïèê â òàêèõ ñèëüíî
âîññòàíîâèòåëüíûõ óñëîâè õ ñîîòâåòñòâóåò íå ìîäèôèöèðîâàííîìó ôåðìåíòó. Òåì íå
ìåíåå, ïèê, ñîîòâåòñòâóþùèé N-òîçèë-D-ïðîëèíó, âñå-òàêè âûäåë åòñ  ñðåäè ïèêîâ äðóãèõ
ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ â ïóëå áèáëèîòåêè.

Ôèã.3Á ïîäòâåðæäàåò òîò ôàêò, ÷òî ñòåïåíü ìîäèôèêàöèè öèñòåèíà â áåëêå-ìèøåíè
îñîáûì ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì, êîòîðûé îáëàäàåò ïðèñóùèì åìó ñðîäñòâîì ê ìèøåíè,
 âë åòñ  îò÷àñòè ôóíêöèåé êîíöåíòðàöèè âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà. Îáû÷íî, ÷åì âûøå
ñðîäñòâî ê ñâ çûâàíèþ ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà ñ áåëêîì-ìèøåíüþ, òåì âûøå
êîíöåíòðàöè  âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà, êîòîðûé ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí è, êðîìå òîãî,
ïîäâåðãíóò ñòðîãîìó îòáîðó. Â ðåçóëüòàòå êîíöåíòðàöè  âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà,
èñïîëüçóåìà  ïðè èññëåäîâàíèè ïðèñîåäèíåíè , ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà êàê çàìåíèòåëü
ñðîäñòâà ê ñâ çûâàíèþ, à òàêæå äë  óñòàíîâëåíè  íèæíåãî ïðåäåëà ñðîäñòâà ê
ñâ çûâàíèþ, ñîãëàñíî ÷åìó ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä äîëæåí ñåðüåçíî îòáèðàòüñ .

Ñ îäíîé ñòîðîíû ñïîñîá âêëþ÷àåò:
à) ñâ çûâàíèå áåëêà-ìèøåíè, êîòîðûé ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü ñ

ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì, êîòîðûé òàêæå ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü;
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á) îáðàçîâàíèå äèñóëüôèäíîé ñâ çè ìåæäó áåëêîì-ìèøåíüþ è ïîòåíöèàëüíûì
ëèãàíäîì ñ îáðàçîâàíèåì ïðè ýòîì êîíúþãàòà èç áåëêà-ìèøåíè è ëèãàíäà;

â) ñâ çûâàíèå êîíúþãàòà èç áåëêà-ìèøåíè è ëèãàíäà ñ âîññòàíàâëèâàþùèì àãåíòîì; è
ã) îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà äë  ïîíèæåíè  êîëè÷åñòâà

êîíúþãàòà èç áåëêà-ìèøåíè è ëèãàíäà äî æåëàåìîãî êîëè÷åñòâà.
Êîíöåíòðàöè  âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà, êîòîðà  òðåáóåòñ  äë  ïîíèæåíè  êîëè÷åñòâ

êîíúþãàòà èç áåëêà-ìèøåíè è ëèãàíäà, çàòåì èñïîëüçóåòñ  êàê çàìåíèòåëü äë 
îïðåäåëåíè  ñðîäñòâà ê ñâ çûâàíèþ ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà áåëêà-ìèøåíè.

Àëüòåðíàòèâíî, ñïîñîá ìîæåò áûòü ïðèìåíåí äë  êàëèáðîâêè ýêñïåðèìåíòîâ ïî
ïðèñîåäèíåíèþ. Íàãë äíûì ïðèìåðîì òàêîé êàëèáðîâêè  âë åòñ  ñëåäóþùèé ïðèìåð.
Ïåðâûé ýêñïåðèìåíò ïî ïðèñîåäèíåíèþ ïðîâîä ò ïî ñðàâíåíèþ ñ ìíîæåñòâîì
ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ, êîãäà îïðåäåë åòñ  óáåäèòåëüíî îòîáðàííûé ïîòåíöèàëüíûé
ëèãàíä. Àëüòåðíàòèâíî, èçâåñòíûé ñóáñòðàò, îáëàäàþùèé îñîáûì ñðîäñòâîì,
ìîäèôèöèðóåòñ  ïóòåì ïðèáàâëåíè , íàïðèìåð, äèñóëüôèäà. Èäåíòèôèöèðîâàííûé
ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä (èëè êàëèáðîâî÷íîå ñîåäèíåíèå) çàòåì ïðèìåí þò äë  òî÷íîãî
îïðåäåëåíè  óñëîâèé ýêñïåðèìåíòà, êîòîðûå òðåáóþòñ  äë  âûáîðà òîëüêî òàêèõ
ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ, êîòîðûå îáëàäàþò îïðåäåëåííûì ìèíèìàëüíûì ñðîäñòâîì ê
ñâ çûâàíèþ. Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äë  êàëèáðîâêè èñïîëüçóåòñ 
êîíöåíòðàöè  âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà, è êàëèáðîâî÷íîå ñîåäèíåíèå ïðèìåí þò â ð äå
ýêñïåðèìåíòîâ ïî ïðèñîåäèíåíèþ, ãäå èñïîëüçóþò äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé
âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà. Ïðèìåð òàêîãî ñïîñîáà âêëþ÷àåò:

à) ñâ çûâàíèå áåëêà-ìèøåíè, ñïîñîáíîãî îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü, ñ
êàëèáðîâî÷íûì ñîåäèíåíèåì, êîòîðîå òàêæå ñïîñîáíî îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü;

á) îáðàçîâàíèå äèñóëüôèäíîé ñâ çè ìåæäó áåëêîì-ìèøåíüþ è êàëèáðîâî÷íûì
ñîåäèíåíèåì ñ ïîëó÷åíèåì ïðè ýòîì êîíúþãàòà èç áåëêà-ìèøåíè è êàëèáðîâî÷íîãî
ñîåäèíåíè ;

â) ñâ çûâàíèå êîíúþãàòà èç áåëêà-ìèøåíè è êàëèáðîâî÷íîãî ñîåäèíåíè  ñ
âîññòàíàâëèâàþùèì àãåíòîì; è

ã) îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà, òðåáóþùåéñ  äë 
óìåíüøåíè  êîëè÷åñòâà êîíúþãàòà èç áåëêà-ìèøåíè è êàëèáðîâî÷íîãî ñîåäèíåíè  äî
æåëàåìîãî êîëè÷åñòâà.

Â îáùåì, áîëåå íèçêèå êîíöåíòðàöèè âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà ïðèâîä ò ê áîëåå
âûñîêîìó ïðîöåíòó ìèøåíè, ìîäèôèöèðîâàííîé ñ ïîìîùüþ êàëèáðîâî÷íîãî ñîåäèíåíè , è
íàîáîðîò. Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  æåëàåìîå êîëè÷åñòâî ñîñòàâë åò
50%. Äðóãèìè ñëîâàìè, ïðèìåðíî 50% áåëêà-ìèøåíè íàõîä òñ  â íå ìîäèôèöèðîâàííîé
ôîðìå è îñòàâøèåñ  ïðèìåðíî 50% ïðåäñòàâë þò êîíúþãàò áåëîê-ìèøåíü -
êàëèáðîâî÷íîå ñîåäèíåíèå. Òàêèì îáðàçîì, êîíöåíòðàöè  âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà,
êîòîðà  ñâ çàíà ñ æåëàåìûì êîëè÷åñòâîì (êîòîðîå â äàííîì ñëó÷àå ñîñòàâë åò ïðèìåðíî
50%), èñïîëüçóåòñ  â ïîñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïî ïðèñîåäèíåíèþ, ÷òîáû
óäîñòîâåðèòüñ  â íåîáõîäèìîñòè âûáîðà ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà ñ íåñêîëüêî ìåíüøèì
óðîâíåì ñðîäñòâà ê ñâ çûâàíèþ. Íàãë äíûå ïðèìåðû äðóãèõ æåëàòåëüíûõ êîëè÷åñòâ,
êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â çàâèñèìîñòè îò æåëàåìîãî áîëåå íèçêîãî óðîâí 
ñðîäñòâà ê ñâ çûâàíèþ, âêëþ÷àþò ïðèìåðíî 20%, 25%, 30%, 40%, 60%, 75% è òîìó
ïîäîáíûå âåëè÷èíû.

Êàê óñòàíîâëåíî ðàíåå, ñïîñîá ïðèñîåäèíåíè  ìîæåò áûòü ïðèìåíåí äë  îäíîãî
ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà èëè äë  ìíîæåñòâà ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ
âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñïîñîá ïðèñîåäèíåíè  ïðèìåí þò äë  ñêðèíèíãà
ìíîæåñòâà ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ (íàïðèìåð, 5, 20, 100, 500, 1000 è äàæå >1000) äë 
äîâåäåíè  äî ìàêñèìóìà ïðîèçâîäèòåëüíîñòè è ýôôåêòèâíîñòè. Íà ôèãóðå 4
ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà, êîãäà âàðüèðîâàëîñü ÷èñëî ïîòåíöèàëüíûõ
ëèãàíäîâ â ïóëå áèáëèîòåêè. Õîò  ýòîò ýêñïåðèìåíò äåìîíñòðèðóåò, ÷òî N-òîçèë-D-ïðîëèí
óâåðåííî âûáèðàåòñ , äàæå åñëè ïóë ñîäåðæèò 100 ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ, áèáëèîòåêè,
ñîäåðæàùèå åùå áîëüøèå êîëè÷åñòâà ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ
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(íàïðèìåð, >500, >750, >1000), òåïåðü îáû÷íî èñïîëüçóþòñ .
Çàâèñèìîñòü ìåæäó ñòðóêòóðîé è àêòèâíîñòüþ ("SAR") ìîæåò óñòàíàâëèâàòüñ  ïðè

èñïîëüçîâàíèè èíôîðìàöèè èç ýêñïåðèìåíòà ïî ïðèñîåäèíåíèþ â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè
òàêèì æå ñïîñîáîì, êàê SAR îïðåäåë åòñ  è ñ ïðèìåíåíèåì òðàäèöèîííûõ àíàëèçîâ.
Íàïðèìåð, ïîòåíöèàëüíûå ëèãàíäû ñî çíà÷åíè ìè Rc, ïðåäñòàâëåííûìè ñ ëåâîé ñòîðîíû
íà ñõåìå íèæå, áûëè óáåäèòåëüíî âûáðàíû ïðîòèâ Å.coli TS, à ïîòåíöèàëüíûå ëèãàíäû ñî
çíà÷åíè ìè Rc, ïðåäñòàâëåííûìè ñ ïðàâîé ñòîðîíû, íå áûëè âûáðàíû.

Íà îñíîâàíèè äàííûõ ñêðèíèíãà ïðèìåðíî 1200 ñîåäèíåíèé áûëî îïðåäåëåíî, ÷òî
âàæíûìè  âë þòñ  ñåðäöåâèíà â âèäå ôåíèëà-ñóëüôàìèäà è êîëüöî ïðîëèíà. Íàïðèìåð,
õîò  TS  âíî ðàçìåùàåòñ  ñ áîëüøîé ñòåïåíüþ ãèáêîñòè âîêðóã ôåíèëüíîãî êîëüöà, ãäå
ôåíèëüíîå êîëüöî ìîæåò áûòü íåçàìåùåííûì èëè çàìåùåíî ð äîì ãðóïï, âêëþ÷àþùèõ
ìåòèë, òðåò-áóòèë è ãàëîãåí, åãî ïðèñóòñòâèå òðåáóåòñ  äë  îòáîðà. Ïîäîáíûì æå
îáðàçîì êîëüöî ïðîëèíà ïðåäñòàâë åòñ  âàæíûì, òàê êàê ñîåäèíåíè , â êîòîðûõ îíî áûëî
çàìåíåíî ôåíèëàëàíèíîì, ôåíèëãëèöèíîì èëè ïèððîëîì, íå áûëè îòîáðàíû.

Â äîïîëíåíèå ê âûøåóïîì íóòîìó áûëè ïðîâåäåíû äîïîëíèòåëüíûå ýêñïåðèìåíòû äë 
îáîñíîâàíè  òîãî, ÷òî ñîåäèíåíè , âûáðàííûå íà îñíîâàíèè ýêñïåðèìåíòîâ ïî
ïðèñîåäèíåíèþ, ñîîòâåòñòâóþò òàêîâûì ñî ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ ìèøåíüþ. Â îäíîì
íàãë äíîì ïðèìåðå ýêñïåðèìåíò ïî ïðèñîåäèíåíèþ îñóùåñòâë þò â ïðèñóòñòâèè
èçâåñòíîãî ñóáñòðàòà. Åñëè âûáðàííûé ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä îáëàäàåò ïðèñóùèì åìó
ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ ìèøåíüþ, îí áóäåò ñîïðîòèâë òüñ  âûòåñíåíèþ ñóáñòðàòîì. È
íàîáîðîò, ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä, ó êîòîðîãî îòñóòñòâóåò ñîîòâåòñòâóþùåå ñðîäñòâî ê
ñâ çûâàíèþ, èëè öèñòåàìèí, áóäóò ëåãêî âûòåñíåíû ñóáñòðàòîì. Äðóãèì íàãë äíûì
ïðèìåðîì  âë åòñ  òðàäèöèîííûé ôåðìåíòàòèâíûé àíàëèç ñ ïðèìåíåíèåì
íåïðèñîåäèí þùåãîñ  àíàëîãà. Íàïðèìåð, ñðîäñòâî

ó÷àñòêà Rc ôðàãìåíòà ëèãàíäà, îïðåäåë ëè, ïðèìåí   êèíåòè÷åñêóþ ñõåìó Ìèõàýëèñà-
Ìåíòîíà. Âåëè÷èíà Êi ñâîáîäíîé êèñëîòû 1 ñîñòàâë ëà 1,1±0,25 ìÌ. Âèäíî, ÷òî ñâîáîäíà 
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êèñëîòà êîíêóðèðîâàëà ñ dUMP ïðèðîäíîãî ñóáñòðàòà. Òàêèì îáðàçîì, N-òîçèë-D-ïðîëèí 1
 âë åòñ  ñëàáûì, íî êîíêóðåíòíûì èíãèáèòîðîì TS.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îñòàòîê ïðèðîäíîãî öèñòåèíà â àêòèâíîì
ñàéòå ïîäâåðãàëè ìóòàöèè â ñåðèí (C146S) è ââîäèëè äðóãîé öèñòåèí (L143C èëè Í147Ñ).
Ïðèñîåäèíåíèå ñ èñïîëüçîâàíèåì ìóòàíòà C146S/L143C ïðèâîäèëî ê òàêèì æå
ðåçóëüòàòàì, ÷òî è â ñëó÷àå ôåðìåíòà äèêîãî òèïà. Ïîí òíî, ÷òî àíàëîã N-òîçèë-D-
ïðîëèíà ïîäâåðãñ  ñåðüåçíîìó îòáîðó. È íàîáîðîò, C146S/L143C íå îòîáðàë àíàëîã N-
òîçèë-D-ïðîëèíà, à áûëè îòîáðàíû íåñêîëüêî äðóãèõ ìîëåêóë. Ïîëàãàþò, ÷òî ýòè
ðåçóëüòàòû îòðàæàþò ðàçëè÷è  â ëîêàëüíîì ñâ çûâàþùåì îêðóæåíèè
ðåàêöèîííîñïîñîáíîãî öèñòåèíà è ãåîìåòðè÷åñêèå îãðàíè÷åíè  äèñóëüôèäíîãî ìîñòèêà.

Ðåíòãåíîâñêà  êðèñòàëëîãðàôè  áûëà ïðèìåíåíà äë  îïðåäåëåíè  òðåõìåðíûõ ñòðóêòóð
ïðèðîäíîãî ôåðìåíòà è íåêîòîðûõ êîìïëåêñîâ äë  ïîäòâåðæäåíè  òîãî, ÷òî èíôîðìàöè ,
ïîëó÷åííà  â ðåçóëüòàòå ïðèñîåäèíåíè , ìîæåò êîððåëèðîâàòüñ  ñ ïðîäóêòèâíûì
ñâ çûâàíèåì ñ ìèøåíüþ. Â òàáëèöå 1 ïðèâîä òñ  â äåòàë õ êðèñòàëëîãðàôè÷åñêèå äàííûå
è ïàðàìåòðû óòî÷íåíè . Îäèí êîìïëåêñ ïðåäñòàâë ë N-òîçèë-D-ïðîëèí â âèäå ñâîáîäíîé
êèñëîòû, ïðèñîåäèíåííîé ê TS (÷åòâåðòà  ïîçèöè  â òàáëèöå 1). Äðóãîé êîìïëåêñ ñîñòî ë
èç ïðîèçâîäíîãî N-òîçèë-D-ïðîëèíà, ïðèñîåäèíåííîãî ê öèñòåèíó àêòèâíîãî ñàéòà (Cys-
146) (âòîðà  ïîçèöè  â òàáëèöå 1). Åùå îäèí êîìïëåêñ ñîñòî ë èç ïðîèçâîäíîãî N-òîçèë-
D-ïðîëèíà, ïðèñîåäèíåííîãî ê ìóòàíòó C146/L143C (òðåòü  ïîçèöè  â òàáëèöå 1).
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Âàæíî, ÷òî ìåñòîïîëîæåíèå ñîñòàâë þùåé â âèäå N-òîçèë-D-ïðîëèíà î÷åíü ïîõîæå âî
âñåõ òðåõ ñëó÷à õ (ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå 0,55-1,88 Å ïî ñðàâíåíèþ ñ 0,11-0,56 Å
äë  âñåõ óãëåðîäíûõ àòîìîâ αÑ â áåëêå). Òîò ôàêò, ÷òî çàìåñòèòåëè ó N-òîçèë-D-ïðîëèíà
ïëîòíî ïåðåêðûâàþòñ , â òî âðåì  êàê àëêèë-äèñóëüôèäíûå ïðèñîåäèíåííûå ãðóïïû
ñîñðåäîòà÷èâàþòñ  íà ýòîì ó÷àñòêå îò ðàçëè÷íûõ öèñòåèíîâûõ îñòàòêîâ, ïîääåðæèâàåò
ïðåäñòàâëåíèå, ÷òî ó÷àñòîê N-òîçèë-D-ïðîëèíà, à íå ïðèñîåäèíåííûé îñòàòîê  âë åòñ 
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ñâ çóþùåé äåòåðìèíàíòîé.
Êàê ìîæíî âèäåòü, ïðèñîåäèíåíèå  âë åòñ  ýôôåêòèâíûì ñïîñîáîì, êîòîðûé ïîçâîë åò

èäåíòèôèöèðîâàòü ëèãàíäû, êîòîðûå ñâ çûâàþòñ  ñ èíòåðåñóþùèì ñàéòîì â ìèøåíè.
Ïðèñîåäèíåíèå ìîæåò ïðèìåí òüñ  òîëüêî îäíî èëè â êîìáèíàöèè ñ äðóãèìè ñïîñîáàìè
ìåäèöèíñêîé õèìèè äë  èäåíòèôèêàöèè è îïòèìèçàöèè ïîòåíöèàëüíîãî ëåêàðñòâåííîãî
ïðåïàðàòà.

Â îäíîì àñïåêòå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðèñîåäèíåíèå èñïîëüçóåòñ  äë 
èäåíòèôèêàöèè ñâ çóþùåé äåòåðìèíàíòû (íàïðèìåð, Rc) è çàòåì èñïîëüçóåòñ 
òðàäèöèîííà  ìåäèöèíñêà  õèìè  äë  ïîëó÷åíè  ñîåäèíåíèé ñ áîëåå âûñîêèì ñðîäñòâîì,
ñîäåðæàùèõ èäåíòèôèöèðîâàííûå ñâ çóþùèå äåòåðìèíàíòû èëè èõ ðàçíîâèäíîñòè. Â
îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïðèñîåäèíåíèå èñïîëüçóåòñ  è äë 
èäåíòèôèêàöèè ñâ çóþùåé äåòåðìèíàíòû, è òàêæå äë  îöåíêè òîãî, ñâ çûâàþòñ  ëè
ñîåäèíåíè  ñ ìèøåíüþ ñ áîëåå âûñîêèì ñðîäñòâîì. Íàïðèìåð, ïðèñîåäèíåíèå  âë åòñ 
àëüòåðíàòèâîé òðàäèöèîííûì ýêñïåðèìåíòàì ïî ñâ çûâàíèþ, êîãäà èëè íåïðèãîäíû
ôóíêöèîíàëüíûå àíàëèçû, èëè îíè ïîäâåðæåíû âîçäåéñòâèþ ïîìåõ. Òàêîé ïîäõîä
ñõåìàòè÷åñêè èëëþñòðèðóåòñ  íà ôèãóðå 5. Êàê ìîæíî âèäåòü, ïðèñîåäèíåíèå ïðèìåí åòñ 
äë  èäåíòèôèêàöèè ñâ çóþùåé äåòåðìèíàíòû RD. Êàê òîëüêî èäåíòèôèöèðîâàíà
ñâ çóþùà  äåòåðìèíàíòà, èñïîëüçóþòñ  òðàäèöèîííûå ïîäõîäû ìåäèöèíñêîé õèìèè äë 
ñèíòåçà âàðèàíòîâ RD â ìîäèôèöèðîâàííîé áèáëèîòåêå. Ìîäèôèöèðîâàííà  áèáëèîòåêà
ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ ìîæåò âêëþ÷àòü âàðèàíòû RD, êàê, íàïðèìåð, èçîñòåðû è èõ
ãîìîëîãè. Ìîäèôèöèðîâàííà  áèáëèîòåêà ìîæåò òàêæå âêëþ÷àòü "óäëèíåííûå"
ñîåäèíåíè , êîòîðûå âêëþ÷àþò RD èëè åãî âàðèàíòû, à òàêæå äðóãèå ñâ çóþùèå
äåòåðìèíàíòû, êîòîðûå ìîãóò èñïîëüçîâàòü ñîñåäíèå ñ íèìè îáëàñòè ñâ çûâàíè . Íà
ôèãóðå 5 ïðåäñòàâëåíî îòîáðàííîå ñîåäèíåíèå èç ìîäèôèöèðîâàííîé áèáëèîòåêè, â
êîòîðîì ïåðâîíà÷àëüíà  ñâ çóþùà  äåòåðìèíàíòà RD áûëà ìîäèôèöèðîâàíà â RD' è
âûáðàííîå ñîåäèíåíèå âêëþ÷àåò âòîðóþ ñâ çóþùóþ äåòåðìèíàíòó RE. Ïðèìåð 6 äàëåå
èëëþñòðèðóåò ýòîò ñïîñîá â îòíîøåíèè ïîïûòêè îïòèìèçàöèè ñîåäèíåíèé ñ íèçêèì
ìèêðîìîë ðíûì ñðîäñòâîì (2 è 3) ê TS, êîòîðûå áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû, èñõîä  èç
îïòèìèçàöèè ñîåäèíåíè  1, èìåþùåãî íèçêóþ ìèëëèìîë ðíóþ êîíöåíòðàöèþ.

Â äðóãîì àñïåêòå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåäîñòàâë þòñ  ñïîñîáû èäåíòèôèêàöèè
äâóõ ñâ çóþùèõ äåòåðìèíàíò, êîòîðûå çàòåì ñâ çûâàþòñ  äðóã ñ äðóãîì. Îáû÷íî ñïîñîá
âêëþ÷àåò:

à) èäåíòèôèêàöèþ ïåðâîãî ñîåäèíåíè , êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñ áåëêîì-ìèøåíüþ;
á) èäåíòèôèêàöèþ âòîðîãî ñîåäèíåíè , êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñ áåëêîì-ìèøåíüþ; è
â) ñâ çûâàíèå ïåðâîãî ñîåäèíåíè  è âòîðîãî ñîåäèíåíè  ÷åðåç ñâ çóþùåå çâåíî äë 

îáðàçîâàíè  êîíúþãèðîâàííîé ìîëåêóëû, êîòîðà  ñîåäèí åòñ  ñ áåëêîì-ìèøåíüþ. Â
ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîíúþãèðîâàííà  ìîëåêóëà
ñîåäèí åòñ  ñ áåëêîì - ìèøåíüþ ñ áîëåå âûñîêèì ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ, ÷åì è ïåðâîå
ñîåäèíåíèå, è âòîðîå ñîåäèíåíèå îòäåëüíî.

Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïåðâîå ñîåäèíåíèå èìååò
ôîðìóëó RDSSR1 è âòîðîå ñîåäèíåíèå õàðàêòåðèçóåòñ  ôîðìóëîé RESSR1 (ãäå R è R1

 âë þòñ  òàêèìè, êàê ðàíåå îïèñàíî, è RD è RE êàæäûé íåçàâèñèìî îçíà÷àåò
íåçàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó,
íåçàìåùåííûé àðèë èëè çàìåùåííûé àðèë) è ïåðâîå è âòîðîå ñîåäèíåíè  ñâ çûâàþòñ  ñ
áåëêîì-ìèøåíüþ ÷åðåç äèñóëüôèäíóþ ñâ çü. Ôèãóðà 6 ñõåìàòè÷åñêè èëëþñòðèðóåò ýòîò
ñïîñîá, â êîòîðîì ïðèìåí þòñ  äâà îòäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòà ïî ïðèñîåäèíåíèþ äë 
îïðåäåëåíè  ñâ çóþùèõ äåòåðìèíàíò RD è RE, êîòîðûå çàòåì ñâ çûâàþòñ  äðóã ñ äðóãîì
ñ îáðàçîâàíèåì êîíúþãèðîâàííîé ìîëåêóëû, êîòîðà  ñâ çûâàåòñ  ñ áåëêîì-ìèøåíüþ.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ýêñïåðèìåíòû ïî ïðèñîåäèíåíèþ äë 
èäåíòèôèêàöèè ñâ çóþùèõ äåòåðìèíàíò RD è RE ïðîâîä ò îäíîâðåìåííî. Â ýòîì ñëó÷àå
íàäî áûòü óâåðåííûì, ÷òî äâå èäåíòèôèöèðîâàííûå ñâ çóþùèå äåòåðìèíàíòû
ñâ çûâàþòñ  ñ áåëêîì-ìèøåíüþ ïðè íå ïåðåêðûâàþùèõñ  ñàéòàõ. Òàêèì îáðàçîì, ñïîñîá
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âêëþ÷àåò:
à) èäåíòèôèêàöèþ ïåðâîãî ñîåäèíåíè , êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñ áåëêîì-ìèøåíüþ;
á) èäåíòèôèêàöèþ âòîðîãî ñîåäèíåíè , êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñ áåëêîì-ìèøåíüþ â

ïðèñóòñòâèè ïåðâîãî ñîåäèíåíè , ïðèñîåäèíåííîãî ê áåëêó-ìèøåíè; è
â) ñâ çûâàíèå ïåðâîãî ñîåäèíåíè  è âòîðîãî ñîåäèíåíè  ÷åðåç ñâ çóþùåå çâåíî ñ

îáðàçîâàíèåì êîíúþãèðîâàííîé ìîëåêóëû, êîòîðà  ñâ çûâàåòñ  ñ áåëêîì-ìèøåíüþ.
Ôèãóðà 7 ñõåìàòè÷åñêè èëëþñòðèðóåò ýòîò ñïîñîá. Â ïåðâîì ýêñïåðèìåíòå ïî
ïðèñîåäèíåíèþ èäåíòèôèöèðóåòñ  ñâ çóþùà  äåòåðìèíàíòà RD. Êàê òîëüêî
èäåíòèôèöèðîâàíà RD, âòîðîé ûé öèñòåèí ëèáî ââîäèòñ , ëèáî äåìàñêèðóåòñ , è
ýêñïåðèìåíò ïî ïðèñîåäèíåíèþ ñ öåëüþ èäåíòèôèêàöèè ñâ çóþùåé äåòåðìèíàíòû RE

îñóùåñòâë åòñ  â ïðèñóòñòâèè ñâ çóþùåé äåòåðìèíàíòû RD. Äâå ñâ çóþùèå
äåòåðìèíàíòû, RD è RE, çàòåì ñîåäèí þòñ  ñ îáðàçîâàíèåì êîíúþãèðîâàííîé ìîëåêóëû,
êîòîðà  ñâ çûâàåòñ  ñ áåëêîì-ìèøåíüþ.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïåðâîå ñîåäèíåíèå èäåíòèôèöèðóåòñ  ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðèñîåäèíåíè  è âòîðîå ñîåäèíåíèå èäåíòèôèöèðóåòñ  ñ ïîìîùüþ
ñïîñîáà áåç ïðèñîåäèíåíè . Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñïîñîá áåç
ïðèñîåäèíåíè  âêëþ÷àë ðàöèîíàëüíîå êîíñòðóèðîâàíèå ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ è
òðàäèöèîííóþ ìåäèöèíñêóþ õèìèþ. Êðèñòàëëè÷åñêà  ñòðóêòóðà N-òîçèë-D-ïðîëèíà,
ñâ çàííîãî ñ TS, îáíàðóæèâàëà, ÷òî òîçèëüíà  ãðóïïà íàõîäèòñ  ïðèáëèçèòåëüíî â òàêîì
æå ïîëîæåíèè è òàê æå îðèåíòèðîâàíà, êàê è áåíçàìèäíà  ñîñòàâë þùà 
ìåòèëåíòåòðàãèäðîôîëèåâîé êèñëîòû, ïðèðîäíîãî êîôàêòîðà ôåðìåíòà TS. Â ðåçóëüòàòå,
ãëóòàìàòíà  ñîñòàâë þùà  ìåòèëåíòåòðàãèäðîôîëèåâîé êèñëîòû áûëà ïðèâèòà ê
ñîåäèíåíèþ 1. Òàáëèöà 2 äåìîíñòðèðóåò âûáðàííîå ÷èñëî ýòèõ ñîåäèíåíèé.

Òàáëèöà 2

Ñîåäèíåíèå ãäå: R= Ki

4 (L-ïðîëèí) 83±5 ìêÌ

5 (D-ïðîëèí) 24±7 ìêÌ

6 242±3 ìêÌ

7 23±6 ìêÌ

8 32±2 ìêÌ

9 14±6 ìêÌ
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10 378±69 ìêÌ

11 61±14 ìêÌ

12 246±46 ìêÌ

Íàáëþäàåòñ   âíîå ïðåèìóùåñòâî D-ýíàíòèîìåðà ïðîëèíà (ñîåäèíåíèå 5) íàä L-
ýíàíòèîìåðîì (ñîåäèíåíèå 4), è α-êàðáîêñèëüíà  ãðóïïà îñòàòêà ãëóòàìèíîâîé êèñëîòû
âàæíà, ïîñêîëüêó åå óäàëåíèå (ñîåäèíåíèå 12) èëè ïðåâðàùåíèå åå â ïåðâè÷íûé àìèä
(ñîåäèíåíèå 10) êîððåëèðóåòñ  ñ ñóùåñòâåííîé ïîòåðåé ñðîäñòâà ê ñâ çûâàíèþ.

Â äðóãîì àñïåêòå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåäîñòàâë åòñ  âàðèàöè  ñïîñîáà
ïðèñîåäèíåíè  äë  èñïîëüçîâàíè  ïðè ïîëó÷åíèè èëè îïòèìèçàöèè ñîåäèíåíèé. Îáû÷íî
ýòîò ñïîñîá âêëþ÷àåò:

à) ïðåäîñòàâëåíèå ìèøåíè ñ àíêåðíîé ãðóïïîé, ñïîñîáíîé îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ
ñâ çü èëè îáðàçîâûâàòü êîîðäèíàöèîííóþ ñâ çü ñ ìåòàëëîì ïðè èíòåðåñóþùåì ñàéòå èëè
áëèçêî ê íåìó;

á) ñâ çûâàíèå ìèøåíè ñ óäëèíèòåëåì ñ îáðàçîâàíèåì ïðè ýòîì êîìïëåêñà ìèøåíü-
óäëèíèòåëü, ãäå óäëèíèòåëü âêëþ÷àåò ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, êîòîðà  îáðàçóåò
ëèáî êîâàëåíòíóþ ñâ çü, ëèáî êîîðäèíàöèîííóþ ñâ çü ñ ìåòàëëîì, è âòîðóþ
ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, êîòîðà  ñïîñîáíà îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü;

â) ñâ çûâàíèå êîìïëåêñà ìèøåíü-óäëèíèòåëü ñ ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì, êîòîðûé
âêëþ÷àåò ãðóïïó, ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ âòîðîé ôóíêöèîíàëüíîé
ãðóïïîé;

ã) îáðàçîâàíèå êîâàëåíòíîé ñâ çè ìåæäó êîìïëåêñîì ìèøåíü-óäëèíèòåëü è
ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì; è

ä) èäåíòèôèêàöèþ ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà, ïðèñóòñòâóþùåãî â êîíúþãàòå ìèøåíü-
óäëèíèòåëü-ëèãàíä.

Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  àíêåðíà  ãðóïïà â ìèøåíè  âë åòñ  ûì
íóêëåîôèëîì èëè ýëåêòðîôèëîì è îáðàçóåò íåîáðàòèìóþ êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ ïåðâîé
ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïîé óäëèíèòåë . Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè 
àíêåðíà  ãðóïïà ìèøåíè  âë åòñ  ûì íóêëåîôèëîì èëè ýëåêòðîôèëîì è îáðàçóåò
îáðàòèìóþ êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ ïåðâîé ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïîé óäëèíèòåë . Â äðóãîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  àíêåðíà  ãðóïïà ìèøåíè  âë åòñ  îáðàçóþùèì
êîîðäèíàöèîííóþ ñâ çü ñ ìåòàëëîì ñàéòîì è àíêåðíà  ãðóïïà âìåñòå ñ ïåðâîé
ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïîé îáðàçóåò ñàéò êîîðäèíàöèè ñ ìåòàëëîì. Íàãë äíûå ïðèìåðû
ïîäõîä ùèõ ìåòàëëîâ, ñïîñîáíûõ ñâ çûâàòüñ  ñ òàêèìè ñàéòàìè, âêëþ÷àþò Cd, Hg, As, Zn,
Fe, Cu, Ni, Co è Ñà. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âòîðà 
ôóíêöèîíàëüíà  ãðóïïà  âë åòñ  ûì íóêëåîôèëîì èëè ûì ýëåêòðîôèëîì.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óäëèíèòåëü âêëþ÷àåò
ïåðâóþ è âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíûå ãðóïïû, êàê îïèñàíî âûøå, è âêëþ÷àåò ñâ çóþùóþ
äåòåðìèíàíòó, êîòîðà  îáëàäàåò ïðèñóùèì åé ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ ìèøåíüþ. Åñëè
ñâ çóþùà  äåòåðìèíàíòà óæå íå ñîäåðæèò ïåðâîé è âòîðîé ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïû, òîãäà
îíà ìîæåò áûòü ìîäèôèöèðîâàíà, ÷òîáû ñîäåðæàòü èõ. Â îäíîì ñïîñîáå ïðèñîåäèíåíèå
ïðèìåí åòñ  äë  èäåíòèôèêàöèè ñâ çóþùåé äåòåðìèíàíòû Rc, êîòîðóþ çàòåì
ìîäèôèöèðóþò, ÷òîáû îíà âêëþ÷àëà ïåðâóþ è âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíûå ãðóïïû. Â äðóãîì
ñïîñîáå ñâ çóþùóþ äåòåðìèíàíòó ïîëó÷àþò èç èçâåñòíûõ ñóáñòðàòîâ ìèøåíè èëè åå
ôðàãìåíòîâ.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  àíêåðíà  ãðóïïà â ìèøåíè  âë åòñ  ûì
íóêëåîôèëîì è óäëèíèòåëü âêëþ÷àåò ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, êîòîðà  ñïîñîáíà
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îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ íóêëåîôèëîì, è âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó,
êîòîðà  ñïîñîáíà îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü. Ñïîñîá âêëþ÷àåò:

à) ïðåäîñòàâëåíèå ìèøåíè ñ ûì íóêëåîôèëîì â èíòåðåñóþùåì ñàéòå èëè áëèçêî ê íåìó;
è

á) ñâ çûâàíèå ìèøåíè ñ óäëèíèòåëåì ñ îáðàçîâàíèåì ïðè ýòîì êîìïëåêñà ìèøåíü-
óäëèíèòåëü, â êîòîðîì óäëèíèòåëü âêëþ÷àåò ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, êîòîðà 
ðåàãèðóåò ñ íóêëåîôèëîì ìèøåíè ñ îáðàçîâàíèåì êîâàëåíòíîé ñâ çè, è âòîðóþ
ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü;

â) ñâ çûâàíèå êîìïëåêñà ìèøåíü-óäëèíèòåëü ñ ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì, êîòîðûé
ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü;

ã) îáðàçîâàíèå äèñóëüôèäíîé ñâ çè ìåæäó êîìïëåêñîì ìèøåíü-óäëèíèòåëü è
ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì ñ îáðàçîâàíèåì ïðè ýòîì êîíúþãàòà ìèøåíü-óäëèíèòåëü-ëèãàíä;
è

ä) èäåíòèôèêàöèþ ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà, ïðèñóòñòâóþùåãî â êîíúþãàòå ìèøåíü-
óäëèíèòåëü-ëèãàíä. Íåîá çàòåëüíî ìèøåíü ñâ çûâàåòñ  ñ ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì â
ïðèñóòñòâèè âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà.

Íàãë äíûå ïðèìåðû ïîäõîä ùèõ âîññòàíàâëèâàþùèõ àãåíòîâ âêëþ÷àþò, íî íå
îãðàíè÷èâàþòñ  èìè: öèñòåèí, öèñòåàìèí, äèòèîòðåèòîë, äèòèîýðèòðèò, ãëóòàòèîí, 2-
ìåðêàïòîýòàíîë, 3-ìåðêàïòîïðîïèîíîâóþ êèñëîòó, ôîñôèí, êàê, íàïðèìåð, òðèñ(2-
êàðáîêñèýòèëôîñôèí) ("ÒÑÅÐ") èëè áîðãèäðèä íàòðè . Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  âîññòàíàâëèâàþùèì àãåíòîì  âë åòñ  2-ìåðêàïòîýòàíîë. Â äðóãîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âîññòàíàâëèâàþùèì àãåíòîì  âë åòñ  öèñòåàìèí. Åùå â
îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âîññòàíàâëèâàþùèì àãåíòîì  âë åòñ 
ãëóòàòèîí. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âîññòàíàâëèâàþùèì àãåíòîì
 âë åòñ  öèñòåèí.

Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìèøåíü âêëþ÷àåò ãðóïïó -ÎÍ â êà÷åñòâå
îãî íóêëåîôèëà è óäëèíèòåëü âêëþ÷àåò ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, êîòîðà  ñïîñîáíà
îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ ûì íóêëåîôèëîì íà ìèøåíè, è âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíóþ
ãðóïïó, êîòîðà  ñïîñîáíà îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü. Â äðóãîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ûì íóêëåîôèëîì íà ìèøåíè  âë åòñ  ãðóïïà -ÎÍ ñåðèíà,
òðåîíèíà èëè òèðîçèíà, èëè òèðîçèíà, êîòîðûé  âë åòñ  ÷àñòüþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïðèðîäíîãî áåëêà. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ûì íóêëåîôèëîì íà
ìèøåíè  âë åòñ  ïîëó÷åííà  ñ ïîìîùüþ ãåííîé èíæåíåðèè ãðóïïà -ÎÍ, êîãäà ïðèìåí ëè
ìóòàãåíåç äë  ìóòàöèè ïðèðîäíîé àìèíîêèñëîòû â ñåðèí, òðåîíèí èëè òèðîçèí. Â äðóãîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïåðâà  ôóíêöèîíàëüíà  ãðóïïà óäëèíèòåë 
ïðåäñòàâë åò áîðíóþ êèñëîòó è âòîðîé ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïîé  âë åòñ  ãðóïïà -SH èëè
çàìàñêèðîâàííà  ãðóïïà -SH. Íàãë äíûì ïðèìåðîì çàìàñêèðîâàííîé ãðóïïû -SH  âë åòñ 
äèñóëüôèä ôîðìóëû -SSR1, ãäå R1  âë åòñ  òàêèì, êàê îïèñàíî ðàíåå.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìèøåíü âêëþ÷àåò -SH â êà÷åñòâå îãî
íóêëåîôèëà è óäëèíèòåëü âêëþ÷àåò ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, ñïîñîáíóþ
îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ ûì íóêëåîôèëîì íà ìèøåíè, è âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíóþ
ãðóïïó, ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü. Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  ûì íóêëåîôèëîì íà ìèøåíè  âë åòñ  âñòðå÷àþùà ñ  â ïðèðîäå ãðóïïà -SH
öèñòåèíà,  âë þùåãîñ  ÷àñòüþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðèðîäíîãî áåëêà. Â äðóãîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ûì íóêëåîôèëîì íà ìèøåíè  âë åòñ  ïîëó÷åííà  ñ ïîìîùüþ
ãåííîé èíæåíåðèè ãðóïïà -SH, êîãäà ïðèìåí ëè ìóòàãåíåç äë  ìóòàöèè ïðèðîäíîé
àìèíîêèñëîòû â öèñòåèí.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü îáëàäàåò
çàìàñêèðîâàííîé ãðóïïîé -SH â âèäå äèñóëüôèäà â êà÷åñòâå îãî íóêëåîôèëà. Â äðóãîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü ñîäåðæèò öèñòåèí, â êîòîðîì
ãðóïïà -SH ìàñêèðóåòñ  â âèäå äèñóëüôèäà. Åùå â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü ñîäåðæèò öèñòåèí, ãäå ãðóïïà -SH çàìàñêèðîâàíà â âèäå
äèñóëüôèäíîé ñâ çè ñ äðóãèì öèñòåèíîì. Åùå â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
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èçîáðåòåíè  áåëîê-ìèøåíü ñîäåðæèò öèñòåèí, ãäå ãðóïïà -SH çàìàñêèðîâàíà â âèäå
äèñóëüôèäíîé ñâ çè ñ ãëóòàòèîíîì. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  áåëîê-
ìèøåíü ñîäåðæèò öèñòåèí, ãäå ãðóïïà -SH çàìàñêèðîâàíà â âèäå äèñóëüôèäà
ôîðìóëû -SSR1, ãäå R1  âë åòñ  òàêèì, êàê îïèñàíî ðàíåå.

Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïåðâà  è âòîðà  ôóíêöèîíàëüíûå ãðóïïû
óäëèíèòåë  îçíà÷àþò êàæäà  íåçàâèñèìî ãðóïïó -SH èëè çàìàñêèðîâàííóþ ãðóïïó -SH.
Íàãë äíûì ïðèìåðîì çàìàñêèðîâàííîé ãðóïïû -SH  âë åòñ  äèñóëüôèä ôîðìóëû -SSR1,
ãäå R1  âë åòñ  òàêèì, êàê îïèñàíî ðàíåå. Â ýòîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè 
êîâàëåíòíà  ñâ çü, îáðàçîâàííà  ìåæäó ìèøåíüþ è óäëèíèòåëåì,  âë åòñ  äèñóëüôèäíîé
ñâ çüþ è, ñëåäîâàòåëüíî, îáðàòèìîé êîâàëåíòíîé ñâ çüþ. Â îäíîì èç âàðèàíòîâ ñïîñîáà
ìèøåíü ñâ çûâàåòñ  ñ óäëèíèòåëåì äî ñâ çûâàíè  êîìïëåêñà ìèøåíü-óäëèíèòåëü ñ îäíèì
èëè íåñêîëüêèìè ïîòåíöèàëüíûìè ëèãàíäàìè. Ñîãëàñíî äðóãîìó âàðèàíòó ìèøåíü
êîíòàêòèðóåò ñ ïóëîì, âêëþ÷àþùèì óäëèíèòåëü è îäèí èëè íåñêîëüêî ïîòåíöèàëüíûõ
ëèãàíäîâ.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïåðâà  ôóíêöèîíàëüíà  ãðóïïà
 âë åòñ  ãðóïïîé, ñïîñîáíîé îáðàçîâûâàòü íåîáðàòèìóþ êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ ûì
íóêëåîôèëîì ìèøåíè â óñëîâè õ, êîòîðûå íå ïðèâîä ò ê äåíàòóðàöèè ìèøåíè, è âòîðà 
ôóíêöèîíàëüíà  ãðóïïà  âë åòñ  ãðóïïîé -SH èëè çàìàñêèðîâàííîé ãðóïïîé -SH. Â îäíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïåðâà  ôóíêöèîíàëüíà  ãðóïïà  âë åòñ  ãðóïïîé,
ñïîñîáíîé ïîäâåðãàòüñ  ïðèñîåäèíåíèþ, ïîäîáíîìó íóêëåîôèëüíîìó çàìåùåíèþ (SN2).
Íàãë äíûå ïðèìåðû òàêèõ óäëèíèòåëåé âêëþ÷àþò:

(i) α-ãàëîèäêèñëîòû, êàê, íàïðèìåð,
;

(ii) ôòîðôîñôîíàòû, êàê, íàïðèìåð,
;

(iii) ýïîêñèäû, êàê, íàïðèìåð,
;

(iv) àçèðèäèíû, êàê, íàïðèìåð,
;
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(v) òèèðàíû, êàê, íàïðèìåð,
;

(vi) ãàëîèäìåòèëêåòîíû/àìèäû, êàê, íàïðèìåð,
,

ãäå R îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)-
àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë è çàìåùåííûé àðèë; R' îçíà÷àåò Í, -SR1,
ãäå R1 îïðåäåëåí ðàíåå, è Õ îçíà÷àåò óõîä ùóþ ãðóïïó. Íàãë äíûå ïðèìåðû âêëþ÷àþò
ãàëîãåí, n2, OR, -Ð(=O)Ar2, -NO(C=O)R, -(C=O)R, -SR è âèíèëñóëüôîíû. Â ýòèõ è äðóãèõ
ñòðóêòóðàõ, ïðèâåäåííûõ íèæå, ïð ìîóãîëüíèêè îçíà÷àþò ñâ çóþùèå äåòåðìèíàíòû â
óäëèíèòåë õ èç íåáîëüøèõ ìîëåêóë (SME), ò.å. ïðåäñòàâë þò ÷àñòü SME, îáëàäàþùóþ
ñðîäñòâîì ê ñâ çûâàíèþ ñ ìèøåíüþ.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïåðâà  ôóíêöèîíàëüíà  ãðóïïà
 âë åòñ  ãðóïïîé, ñïîñîáíîé ïîäâåðãàòüñ  ïðèñîåäèíåíèþ, ïîäîáíîìó íóêëåîôèëüíîìó
çàìåùåíèþ àðèëà. Íàãë äíûå ïðèìåðû ïîäõîä ùèõ ãðóïï âêëþ÷àþò 7-ãàëîèä-2,1,3-
áåíçîêñàäèàçîëû è çàìåùåííûå íèòðîãðóïïàìè â î- è ï-ïîëîæåíèè ãàëîèäáåíçîëû, êàê,
íàïðèìåð,

,

ãäå R' è Õ  âë þòñ  òàêèìè, êàê îïðåäåëåíî âûøå.
Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïåðâà  ôóíêöèîíàëüíà  ãðóïïà

 âë åòñ  ãðóïïîé, ñïîñîáíîé ïðèñîåäèí òüñ  ïî ðåàêöèè Ìèõàýë . Íàãë äíûå ïðèìåðû
ïîäõîä ùèõ ãðóïï âêëþ÷àþò ëþáîé îñòàòîê, êîòîðûé âêëþ÷àåò äâîéíóþ èëè òðîéíóþ ñâ çü,
ïðèìûêàþùóþ ê ýëåêòðîíîàêöåïòîðíîé ñèñòåìå, êàê, íàïðèìåð, êàðáîíèë, èìèíû, õèíèíû,
öèàíãðóïïà, íèòðîãðóïïà è -S(=O)-. Íàãë äíûå ïðèìåðû òàêèõ óäëèíèòåëåé âêëþ÷àþò:

, è ,

ãäå R'  âë åòñ  òàêèì, êàê îïðåäåëåíî ðàíåå.
Óäëèíèòåëè ÷àñòî ïîäáèðàþòñ  äë  êîíêðåòíîé ìèøåíè èëè äë  ñåìåéñòâà ìèøåíåé.

Íàãë äíûå ïðèìåðû ñïåöèôè÷íûõ ê êèíàçå óäëèíèòåëåé âêëþ÷àþò:
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, , , ,

,

ãäå Ra, Rb, Rc, Rd, Re è Rf âûáèðàþòñ  êàæäûé íåçàâèñèìî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
âîäîðîäà, (Ñ1-Ñ5)àëêèëà, (Ñ1-Ñ5)àëêèëàìèíà è àðèëà, ïðè óñëîâèè, ÷òî, êàê ìèíèìóì,
îäíà ãðóïïà R â óäëèíèòåëå  âë åòñ  àêöåïòîðîì ïî Ìèõàýëþ è äðóãà  ãðóïïà R
âûáèðàåòñ  èç -(CH2)n-SR', -C(=O)-(CH2)n-SR', -O-(CH2)n-SR', -(CH2)n-SR' è çàùèòíîé ãðóïïû
äë  ãðóïïû -SH, ãäå R'  âë åòñ  òàêèì, êàê îïèñàíî âûøå. Íàãë äíûå ïðèìåðû ïîäõîä ùèõ
àêöåïòîðîâ ïî Ìèõàýëþ âêëþ÷àþò

, è .

Íàãë äíûå ïðèìåðû ñïåöèôè÷íûõ ê ñåðèíïðîòåàçå óäëèíèòåëåé âêëþ÷àþò:

.

Ïåðâîé ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïîé â ýòèõ óäëèíèòåë õ  âë åòñ  ìåñòî îáðàçîâàíè 
êîîðäèíàöèîííîé ñâ çè ñ ìåòàëëîì è âòîðîé  ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïîé  âë åòñ 
çàìàñêèðîâàííà  ãðóïïà -SH â âèäå -SSCH2CH2NH2, õîò  îíà ìîæåò áûòü â âèäå -SSR1,
ãäå R1  âë åòñ  òàêèì, êàê îïèñàíî ðàíåå. Ýòè óäëèíèòåëè ñâ çûâàþòñ  ñ ñåðèíïðîòåàçîé
òîëüêî â ïðèñóòñòâèè öèíêà (ñì. Katz è äð., Nature 391: 608-12 (1998); Katz è Luong,
J. Mol.Biol. 292: 669-84 (1999); Janc è äð., Biochemistry 39: 4792-800 (2000).
Ñóùåñòâóåò âåðñè  äë  ýòîãî ñîåäèíåíè , ÷òî îòñóòñòâèå âòîðîé ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïû
ïðèâîäèò ê ñâ çûâàíèþ ñ àêòèâíûì ñàéòîì ñåðèíïðîòåàçû ÷åðåç àêòèâíûé ñàéò ãèñòèäèíà è
ñåðèíà, êàê ïîêàçàíî íèæå
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Ôèã.8 èëëþñòðèðóåò îäèí âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  ñïîñîáà ïðèñîåäèíåíè  ñ
ïðèìåíåíèåì óäëèíèòåëåé. Êàê âèäíî, ìèøåíü, âêëþ÷àþùà  ûé íóêëåîôèë -SH,
ñâ çûâàåòñ  ñ óäëèíèòåëåì, âêëþ÷àþùèì ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó X, êîòîðà 
ñïîñîáíà îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ ûì íóêëåîôèëîì, è âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíóþ
ãðóïïó -SR1' (ãäå R1'  âë åòñ  òàêèì æå, êàê R1, êàê îïðåäåëåíî âûøå), êîòîðà  ñïîñîáíà
îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü. Îáðàçóåòñ  êîìïëåêñ ñ ïðèñîåäèíåííûì óäëèíèòåëåì,
êîòîðûé çàòåì ñâ çûâàåòñ  ñ ìíîæåñòâîì ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Óäëèíèòåëü
ïðåäîñòàâë åò îäíó ñâ çóþùóþ äåòåðìèíàíòó (êðóã) è ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä
ïðåäîñòàâë åò âòîðóþ ñâ çóþùóþ äåòåðìèíàíòó (êâàäðàò) è ïðåäîñòàâëåííûå â
ðåçóëüòàòå ñâ çóþùèå äåòåðìèíàíòû ñâ çûâàþòñ  äðóã ñ äðóãîì ñ îáðàçîâàíèåì
êîíúþãèðîâàííîãî ñîåäèíåíè .

Ñèíòåòè÷åñêèå ñïîñîáû îáðàçîâàíè  îáðàòèìîé èëè íåîáðàòèìîé êîâàëåíòíîé ñâ çè
ìåæäó ðåàêöèîííîñïîñîáíûìè ãðóïïàìè íà ìèøåíè è ëèãàíäîì, ìåæäó ìèøåíüþ è
óäëèíèòåëåì, êîìïëåêñîì ìèøåíü-óäëèíèòåëü è ëèãàíäîì, èëè ìåæäó äâóì  ëèãàíäàìè
õîðîøî èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè è îïèñàíû â îñíîâíûõ ðóêîâîäñòâàõ, êàê, íàïðèìåð,
March, Advanced Organic Chemistry, John Wiley & Sons, Íüþ-Éîðê, 4-îå èçäàíèå, 1992.
Âîññòàíîâèòåëüíîå àìèíèðîâàíèå ïðè âçàèìîäåéñòâèè àëüäåãèäîâ è êåòîíîâ ñ àìèíàìè
îïèñàíî, íàïðèìåð, ó March è äð., ñì. âûøå, íà ñòð.898-900; àëüòåðíàòèâíûå ñïîñîáû
ïîëó÷åíè  àìèíîâ îïèñàíû íà ñòð.1276; ðåàêöèè ìåæäó àëüäåãèäàìè è êåòîíàìè è
ãèäðàçèäíûìè ïðîèçâîäíûìè ñ îáðàçîâàíèåì ãèäðàçîíîâ è ïðîèçâîäíûõ ãèäðàçîíîâ, êàê,
íàïðèìåð, ñåìèêàðáàçîíû, îïèñàíû íà ñòð.904-906; îáðàçîâàíèå àìèäíîé ñâ çè îïèñàíî íà
ñòð.1275; îáðàçîâàíèå ìî÷åâèí îïèñàíî íà ñòð.1299; îáðàçîâàíèå òèîêàðáàìàòîâ íà
ñòð.892; îáðàçîâàíèå êàðáàìàòîâ íà ñòð.1280; îáðàçîâàíèå ñóëüôàìèäîâ íà ñòð.1296;
îáðàçîâàíèå ïðîñòûõ òèîýôèðîâ íà ñòð.1297; îáðàçîâàíèå äèñóëüôèäîâ íà ñòð.1284;
îáðàçîâàíèå ïðîñòûõ ýôèðîâ íà ñòð.1285; îáðàçîâàíèå ñëîæíûõ ýôèðîâ íà ñòð.1281;
ïðèñîåäèíåíè  ê ýïîêñèäàì íà ñòð.368; ïðèñîåäèíåíè  ê àçèðèäèíàì íà ñòð.368;
îáðàçîâàíèå àöåòàëåé è êåòàëåé íà ñòð.1269; îáðàçîâàíèå êàðáîíàòîâ íà ñòð.392;
îáðàçîâàíèå äåíàìèíîâ íà ñòð.1264; ìåòàòåçèñ àëêåíîâ íà ñòð.1146-1148 (ñì. òàêæå
Grubbs è äð., Acc. Chem. Res. 28:446-453 [1995]); êàòàëèçèðóåìûå ïåðåõîäíûìè
ìåòàëëàìè ñî÷åòàíè  àðèëãàëèäîâ è ñóëüôîíàòîâ ñ àëêàíàìè è àöåòèëåíàìè, íàïðèìåð,
ðåàêöèè Õåêà, íà ñòð.717-718; ðåàêöè  àðèëãàëèäîâ è ñóëüôîíàòîâ ñ ìåòàëëîðãàíè÷åñêèìè
ðåàãåíòàìè, êàê, íàïðèìåð, áîðîðãàíè÷åñêèå ðåàãåíòû, íà ñòð.662 (ñì. òàêæå Miyaura è
äð., Chem. Rev.95:2457 [1995]); îëîâîîðãàíè÷åñêèå è öèíêîðãàíè÷åñêèå ðåàãåíòû,
îáðàçîâàíèå îêñàçîëèäèíîâ (Ede è äð., Tetrahedron Letts. 28:7119-7122 [1997]);
îáðàçîâàíèå òèàçîëèäèíîâ (Patek è äð., Tetrahedron Letts. 36:2227-2230 [1995[);
îáðàçîâàíèå àìèíîâ, ñâ çàííûõ ÷åðåç àìèäèíîâûå ãðóïïû, ïóòåì ñî÷åòàíè  àìèíîâ ÷åðåç
ñëîæíûå èìèäîýôèðû (Davies è äð., Canadian J. Biochem. c 50: 416-422 [1972]) è ò.ä..

Äë  äàëüíåéøåé èëëþñòðàöèè ñïîñîáà ïðèñîåäèíåíè  ñ ïðèìåíåíèåì óäëèíèòåëåé
ñïîñîá áûë ïðèìåíåí ê ïðîòèâîàïîïòîçíîé caspase-3 â êà÷åñòâå ìèøåíè,  âë þùåéñ 
÷ëåíîì ñåìåéñòâà öèñòåèí-àñïàðòèë-ïðîòåàç. Â íàñòî ùåå âðåì  èçâåñòíî îêîëî äþæèíû
÷ëåíîâ ñåìåéñòâà caspase, ìíîãèå èç êîòîðûõ âîâëå÷åíû â èíèöèèðîâàíèå èëè
ðàñïðîñòðàíåíèå êàñêàäíîãî àïîïòîçà. Caspases  âë þòñ  ïîòåíöèàëüíûìè ìèøåí ìè äë 
ëåêàðñòâ â ñëó÷àå ðàçíîîáðàçíûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ ïîêàçàíèé, âêëþ÷àþùèõ ÷ðåçìåðíûå
èëè ïàòîëîãè÷åñêèå óðîâíè ïðîãðàììèðîâàííîé ãèáåëè êëåòîê, êàê, íàïðèìåð, ïðèïàäîê,
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òðàâìàòè÷åñêîå ïîâðåæäåíèå ìîçãà, ïîâðåæäåíèå ñïèííîãî ìîçãà, áîëåçíü Àëüöãåéìåðà,
áîëåçíü Õàíòèíãòîíà, áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûå çàáîëåâàíè , ïå÷åíî÷íà 
íåäîñòàòî÷íîñòü è ñåïñèñ. Áîëåå òîãî, caspase-3 ñîäåðæèò â àêòèâíîì ñàéòå îñòàòîê
ïðèðîäíîãî öèñòåèíà è áûëà õîðîøî îõàðàêòåðèçîâàíà êàê ôóíêöèîíàëüíî, òàê è
êðèñòàëëîãðàôè÷åñêè.

Ïîäõîä ùèé óäëèíèòåëü äë  ïðèìåíåíè  â àêòèâíîì ñàéòå caspase-3 áûë
ñêîíñòðóèðîâàí ñ ó÷åòîì òîãî ôàêòà, ÷òî èçâåñòíî, ÷òî íåáîëüøèå àðèëàöèëîêñèìåòèë-
êåòîíû íà îñíîâå îñòàòêà àñïàðàãèíîâîé êèñëîòû íåîáðàòèìî ðåàãèðóþò ñ àêòèâíûì
ñàéòîì öèñòåèíà. Ïðèìåðû 7-10 è 14 îïèñûâàþò ñèíòåçû ï òè õàðàêòåðíûõ óäëèíèòåëåé.
Ýòè óäëèíèòåëè ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â ýêñïåðèìåíòàõ ïî ïðèñîåäèíåíèþ ñ äðóãèìè
caspase â êà÷åñòâå ìèøåíåé, êàê, íàïðèìåð, caspase-1 è caspase-7. Äâóì  óäëèíèòåë ìè,
êîòîðûå áóäóò îïèñàíû áîëåå ïîäðîáíî,  âë þòñ  ñîåäèíåíè  13 è 14.

Êàê âèäíî, ñîåäèíåíè  13 è 14 âêëþ÷àþò îñòàòîê àñïàðàãèíîâîé êèñëîòû â êà÷åñòâå
ñâ çóþùåé äåòåðìèíàíòû. Âèäíî, ÷òî êàðáîíèë îñòàòêà àñïàðàãèíîâîé êèñëîòû ñîñòàâë åò
òàêæå ÷àñòü ïåðâîé ôóíêöèîíàëüíîé ãðóïïû (÷àñòü â âèäå àðèëàöèëîêñèìåòèëêåòîíà),
êîòîðà  îáðàçóåò êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ ãðóïïîé -SH àêòèâíîãî ñàéòà öèñòåèíà. Óäëèíèòåëè
13 è 14 òàêæå âêëþ÷àþò âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, çàìàñêèðîâàííóþ ãðóïïó -SH â
âèäå ñëîæíîãî òèîýôèðà, êîòîðà  ìîæåò áûòü äåìàñêèðîâàíà â ïîäõîä ùåå âðåì .
Íàïðèìåð, ñëîæíûé òèîýôèð ìîæåò áûòü ïðåâðàùåí â ñâîáîäíûé òèîë ïðè îáðàáîòêå
êîìïëåêñà ìèøåíü-óäëèíèòåëü ñ ïîìîùüþ ãèäðîêñèëàìèíà.

Îáà óäëèíèòåë  ïðåäëàãàëèñü äë  ñåëåêòèâíî ìîäèôèöèðîâàííîé caspase-3 â
öèñòåèíîâîì àêòèâíîì ñàéòå è èõ îáðàáàòûâàëè ãèäðîêñèëàìèíîì äë  ãåíåðèðîâàíè 
ñëåäóþùèõ êîìïëåêñîâ ìèøåíü-óäëèíèòåëü:

Ïðèìåð 11 îïèñûâàåò áîëåå ïîäðîáíî ìåòîäèêó â îòíîøåíèè ìîäèôèêàöèè caspase-3 ñ
ïîìîùüþ óäëèíèòåë  13 äë  îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà ìèøåíü-óäëèíèòåëü 13'.

Êîìïëåêñû ìèøåíü-óäëèíèòåëü 13' è 14' èñïîëüçîâàëèñü êàæäûé â ñïîñîáå
ïðèñîåäèíåíè  ïðîòèâ áèáëèîòåêè ïðèìåðíî èç 10,000 ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ.
Íàãë äíûì ïðèìåðîì âûáðàííîãî ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà ïðè èñïîëüçîâàíèè êîìïëåêñà
ìèøåíü-óäëèíèòåëü 13'  âë åòñ 

Íàãë äíûì ïðèìåðîì âûáðàííîãî ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà ïðè èñïîëüçîâàíèè
êîìïëåêñà ìèøåíü-óäëèíèòåëü 14'  âë åòñ 
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Ïîêàçàòåëüíî, ÷òî ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä 15 íå îòáèðàëñ  ñ ïîìîùüþ êîìïëåêñà
ìèøåíü-óäëèíèòåëü 14' è ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä 16 íå îòáèðàëñ  ñ ïîìîùüþ êîìïëåêñà
ìèøåíü-óäëèíèòåëü 13'. Çàâèñèìîñòü ñòðóêòóðà-àêòèâíîñòü ñðåäè îòîáðàííûõ ñîåäèíåíèé
áûëà òàêæå î÷åâèäíà. Íàïðèìåð, ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä 17

êîòîðûé èäåíòè÷åí ïîòåíöèàëüíîìó ëèãàíäó 15, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî ó íåãî
îòñóòñòâóåò ãèäðîêñèëüíà  ãðóïïà, íå áûë îòîáðàí ñ ïîìîùüþ ëþáîãî èç êîìïëåêñîâ
ìèøåíü-óäëèíèòåëü 13' èëè 14'.

Äë  îöåíêè òîãî, êàê óäëèíèòåëè è îòîáðàííûå ïîòåíöèàëüíûå ëèãàíäû ñâ çûâàëèñü ñ
ìèøåíüþ, îïðåäåë ëè äâå ñòðóêòóðû êîíúþãàòîâ ìèøåíü-óäëèíèòåëü-ëèãàíä. Îáû÷íûå
êðèñòàëëîãðàôè÷åñêèå ìåòîäèêè îïèñàíû äàëåå â ïðèìåðå 12. Ïåðâà  ñòðóêòóðà áûëà
ñòðóêòóðîé êîíúþãàòà, êîòîðûé îáðàçóåòñ , êîãäà êîìïëåêñ ìèøåíü-óäëèíèòåëü 13'
ñâ çûâàåòñ  ñ ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì 15. Âòîðà  ñòðóêòóðà ïðåäñòàâë ëà ñòðóêòóðó
êîíúþãàòà, êîòîðûé îáðàçóåòñ , êîãäà êîìïëåêñ ìèøåíü-óäëèíèòåëü 14' ñâ çûâàåòñ  ñ
ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì 16. Â òàáëèöå 3 ñóììèðîâàíû âûáðàííûå êðèñòàëëîãðàôè÷åñêèå
äàííûå äë  ýòèõ ñòðóêòóð.

Òàáëèöà 3

Íàáîð äàííûõ Ïðîñòðàíñòâåííà 
ãðóïïà

ß÷åéêà [À,
Â, Ñ]

Ðàçðåøåíèå [
Å]

Ïîëíîòà
ðåøåíè  [%]

RÑÈÌÌ.
[%]

RÊÐÈÑÒ.
[%]

RÑÂÎÁ.
[%]

Ìîëåêóë íà
àñèìì.  ÷åéêó

Êîíúþãàò, îáðàçîâàííûé
èç 13 è 15

I222 69,49 20-1,6 95,9 4,3 17,2 20,5 1

83,60

95,60

Êîíúþãàò, îáðàçîâàííûé
èç 14 è 16

P212121 68,85 20-2,4 95,6 10,4 24,1 29,9 2

89,043

96,5

Âèäíî, ÷òî ó÷àñòîê àñïàðàãèíîâîé êèñëîòû îáîèõ óäëèíèòåëåé ñâåðõíàëàãàëñ  íà
îñòàòîê àñïàðàãèíîâîé êèñëîòû â èçâåñòíîì òåòðàïåïòèäíîì ñóáñòðàòå. ×òî êàñàåòñ 
ñâ çóþùåé äåòåðìèíàíòû ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà 15, ñóëüôàìèä ñàëèöèëîâîé êèñëîòû
îáðàçóåò ìíîãî÷èñëåííûå ñâ çè ñ áåëêîì, âêëþ÷à  ÷åòûðå âîäîðîäíûå ñâ çè. Ó÷àñòîê
ñàëèöèëàòà çàíèìàåò ïîëîñòü Ð4 ôåðìåíòà, êîòîðûé ïðåäïî÷òèòåëüíî ðàñïîçíàåò
àñïàðàãèíîâóþ êèñëîòó â caspase-3. ×òî êàñàåòñ  ñâ çóþùåé äåòåðìèíàíòû
ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà 16, ñóëüôîí îáðàçóåò íåñêîëüêî èç òàêèõ æå ñâ çåé, ÷òî è
ñàëèöèëàò.

Ó÷èòûâà , ÷òî ñâ çóþùèå äåòåðìèíàíòû îò óäëèíèòåë  è ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ
îáðàçîâûâàëè ïðîäóêòèâíûå ñâ çè ñ àêòèâíûì ñàéòîì caspase-3, áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû
ñîåäèíåíè , ãäå äèñóëüôèäíûå ñâ çè áûëè çàìåíåíû áîëåå óñòîé÷èâûìè ñâ ç ìè. Êðîìå
òîãî, áûëè ïîëó÷åíû ïðîèçâîäíûå äë  èññëåäîâàíè  çàâèñèìîñòè ñòðóêòóðà-àêòèâíîñòü
(SAR) äë  ñâ çóþùèõ äåòåðìèíàíò. ×òî êàñàåòñ  êîíúþãàòà, âêëþ÷àþùåãî óäëèíèòåëü 13 è
ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä 15, êîíúþãàò ìèøåíü-óäëèíèòåëü-ëèãàíä âêëþ÷àåò:
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Èç ýòîãî êîíúþãàòà ïîëó÷àëè êëàññ ýôôåêòèâíûõ èíãèáèòîðîâ caspase-3, âêëþ÷àþùèõ
ó÷àñòîê

×åòûðå íàãë äíûõ ïðèìåðà ñîåäèíåíèé, êîòîðûå áûëè ïîëó÷åíû íà îñíîâå êîíúþãàòà
êàê äë  îïòèìèçàöèè, òàê è äë  èçó÷åíè  SAR, ðàñêðûâàþòñ  â òàáëèöå 4.

Òàáëèöà 4

Ñîåäèíåíèå Ki (ìêÌ)

18 2,8

19 15,3

20 >100

21 0,16

22 0,33

Êàê ìîæíî âèäåòü, áûë ïðåäïðèí ò êîíñåðâàòèâíûé ïîäõîä, êîãäà äâà àòîìà ñåðû
çàìåí ëè äâóì  ìåòèëåíîâûìè çâåíü ìè è àðèëàöèëîêñèìåòèëêåòîí (ïåðâà 
ôóíêöèîíàëüíà  ãðóïïà) áûëà çàìåíåíà ïðîñòûì àëüäåãèäîì, ÷òî ïðèâåëî â ðåçóëüòàòå ê
ñîåäèíåíèþ 18, ýôôåêòèâíîìó èíãèáèòîðó caspase-3 ñ âåëè÷èíîé êîíñòàíòû
èíãèáèðîâàíè  (Êi) 2,8 ìêÌ. Óäàëåíèå ãèäðîêñèëüíîé ãðóïïû äë  ïîëó÷åíè  ñîåäèíåíè  19
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óìåíüøàëî ñðîäñòâî â ï òü ðàç, ïîäòâåðæäà  çàâèñèìîñòü ñòðóêòóðà-àêòèâíîñòü,
íàáëþäàåìóþ ïðè èññëåäîâàíèè ïðèñîåäèíåíè . Óäàëåíèå êàê ãèäðîêñèëüíîé ãðóïïû, òàê è
êèñëîòíîãî îñòàòêà äë  ïîëó÷åíè  ñîåäèíåíè  20 ïðèâîäèò ê ïîëíîé ïîòåðå ñðîäñòâà ê
ñâ çûâàíèþ. Èññëåäîâàíè  ïî ìîäåëèðîâàíèþ ïðåäïîëàãàëè, ÷òî çàìåíà ìåòèëåíîâîãî
ìîñòèêà æåñòêèì àìèíîáåíçèëüíûì îñòàòêîì áóäåò ýôôåêòèâíî ïîääåðæèâàòü ðàññòî íèå
ìåæäó àñïàðòèëüíîé ãðóïïîé è ñàëèöèëàòîì, ïîíèæà  â òî æå âðåì  ýíòðîïè÷åñêèå
çàòðàòû ñâ çóþùåãî çâåíà. Äåéñòâèòåëüíî, êàê âèäíî, ñîåäèíåíèå 21 õàðàêòåðèçóåòñ 
âåëè÷èíîé Êi, êîòîðà  áîëåå, ÷åì â 10 ðàç ëó÷øå, ÷åì äë  ñîåäèíåíè  18.

Ïîäîáíûì æå îáðàçîì, íîâûé êëàññ èíãèáèòîðîâ caspase-3 ïîëó÷àëè èç êîíúþãàòà
ìèøåíü-óäëèíèòåëü-ëèãàíä, âêëþ÷àþùåãî óäëèíèòåëü 14 è ïîòåíöèàëüíûé ëèãàíä 16,

.

Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîåäèíåíè  âêëþ÷àþò ó÷àñòîê
.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîåäèíåíè  èìåþò ñòðóêòóðó
,

ãäå Õ îçíà÷àåò CH2, S, SO, SO2 è R5 îçíà÷àåò íåçàìåùåííûé àðèë èëè çàìåùåííûé
àðèë. Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  R4  âë åòñ  íåçàìåùåííûì
ãåòåðîàðèëîì èëè çàìåùåííûì ãåòåðîàðèëîì. Íàãë äíûì ïðèìåðîì ñîåäèíåíè  ýòîãî
êëàññà  âë åòñ  ñîåäèíåíèå 22 ñ Ki 0,33 ìêÌ.

Â ïðèìåðàõ 13 è 15-21 áîëåå ïîäðîáíî îïèñûâàåòñ  íåêîòîðîå ÷èñëî èíãèáèòîðîâ
caspase-3, êîòîðûå áûëè ñèíòåçèðîâàíû, îñíîâûâà ñü íà ïðèìåíåíèè ïðèñîåäèíåíè  ñ
èñïîëüçîâàíèåì óäëèíèòåëåé 13 è 14.

Äîïîëíèòåëüíî çàñëóæèâàþò âíèìàíè  ñîåäèíåíè  ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ,
ñîäåðæàùèå ñóëüôàìèä ñàëèöèëîâîé êèñëîòû. Èäåíòèôèêàöè  ñóëüôàìèäà ñàëèöèëîâîé
êèñëîòû â êà÷åñòâå ïîäõîä ùåãî Ð4-ñâ çûâàþùåãî ôðàãìåíòà íå ìîãëà áû
îñóùåñòâë òüñ  ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäîâ òðàäèöèîííîé ìåäèöèíñêîé õèìèè. Èñïîëüçó 
ñîåäèíåíè  21 â êà÷åñòâå ïðèìåðà, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âàðèàíò ñîåäèíåíè  21, íå
ñîäåðæàùèé ñóëüôàìèäà ñàëèöèëîâîé êèñëîòû, èíãèáèðóåò caspase-3 ñ âåëè÷èíîé Êi,
ñîñòàâë þùåé ïðèìåðíî 28 ìêÌ. Äîáàâëåíèå ñóëüôàìèäà ñàëèöèëîâîé êèñëîòû ê ýòîìó
ôðàãìåíòó óëó÷øàåò ñâ çûâàíèå ïðèìåðíî â 200 ðàç è ïðèâîäèò ê ñîåäèíåíèþ 21,
õàðàêòåðèçóþùåìóñ  âåëè÷èíîé Êi ïðèìåðíî 0,16 ìêÌ. È íàîáîðîò, ñðîäñòâî ê ñâ çûâàíèþ
óìåíüøàåòñ , åñëè èñïîëüçóþò èçâåñòíûé òðèïåïòèä, êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ ñàéòàìè Ð1-
Ð3 caspase-3, êàê, íàïðèìåð, ñîåäèíåíèå I â êà÷åñòâå èñõîäíîãî ïóíêòà.
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Êàê ìîæíî íàáëþäàòü, ñîåäèíåíèå I èìååò Êi, ðàâíóþ 0,051 ìêÌ, è ïðèñîåäèíåíèå ê
ýòîìó ñîåäèíåíèþ îñòàòêà ñóëüôàìèäà ñàëèöèëîâîé êèñëîòû ïðèâîäèò ê ñîåäèíåíèþ II,
äë  êîòîðîãî íàáëþäàåòñ  ïðèìåðíî 300-êðàòíîå óìåíüøåíèå ñðîäñòâà ê ñâ çûâàíèþ. Èç-
çà òàêîãî ðåçêîãî ñíèæåíè  èññëåäîâàíèå ñâ çûâàíè  Ð4 ñ òðèïåïòèäàìè íå ïðèâåëî áû â
ðåçóëüòàòå ê èäåíòèôèêàöèè ñóëüôàìèäà ñàëèöèëîâîé êèñëîòû â êà÷åñòâå ïîäõîä ùåãî
Ð4-ñâ çûâàþùåãî ôðàãìåíòà. Îäíàêî, ñîåäèíåíè , ñîäåðæàùèå òàêîé ôðàãìåíò,
äîñòóïíûé äë  ñâ çûâàíè  ñ Ð4,  âë þòñ  ýôôåêòèâíûìè èíãèáèòîðàìè. Ñëåäîâàòåëüíî,
ýòîò ïðèìåð ïðèäàåò áîëüøîå çíà÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè ñïîñîáà ïðèñîåäèíåíè  äë 
èäåíòèôèêàöèè âàæíûõ ôðàãìåíòîâ, êîòîðûå ìîãóò è íå áûòü îáíàðóæåíû ïðè
èñïîëüçîâàíèè òðàäèöèîííûõ ñïîñîáîâ. Êàê âèäíî â ñëó÷àå caspase-3, ýòè ôðàãìåíòû
ìîãóò ñâ çûâàòüñ  äðóã ñ äðóãîì ñ îáðàçîâàíèåì ñèëüíûõ àíòàãîíèñòîâ èëè àãîíèñòîâ
ïðåäñòàâë þùåé èíòåðåñ ìèøåíè.

Èçîáðåòåíèå äàëåå èëëþñòðèðóåòñ  ñëåäóþùèìè íåîãðàíè÷èâàþùèìè ïðèìåðàìè.
Ïðèìåð 1
Áûëè ñîçäàíû íåñêîëüêî ìóòàíòîâ íåìîäèôèöèðîâàííîé èëè "äèêîãî òèïà"

òèìèäèëàòñèíòàçû E.coli, ñâåðõýêñïðåññèðîâàíû â øòàììå χ2913 Å.coli (â êîòîðîì ãåí
òèìèäèëàòñèíòàçû áûë óäàëåí) è î÷èùåíû. Øòàìì χ2913 òðåáóåò äîáàâêè òèìèäèíà,
ïîñêîëüêó (óäàëåííûé) ãåí òèìèäèëàòñèíòàçû âàæåí äë  æèçíè. Ïåðâûé ìóòàíò  âë åòñ 
òàêèì, ãäå öèñòåèí àêòèâíîãî ñàéòà áûë çàìåíåí ñåðèíîì (ñîêðàùåííûé êàê C146S).
Âòîðîé è òðåòèé ìóòàíòû âêëþ÷àþò íåíàòèâíûé öèñòåèí, êîòîðûé áûë ââåäåí â àêòèâíûé
ñàéò â äîïîëíåíèå ê ìóòàöèè C146S. Âòîðîé ìóòàíò âêëþ÷àåò öèñòåèí â îñòàòêå 143
âìåñòî ëåéöèíà è îáîçíà÷àåòñ  C146S/L143C. Òðåòèé ìóòàíò âêëþ÷àåò öèñòåèí â îñòàòêå
147 âìåñòî ãèñòèäèíà è îáîçíà÷àåòñ  êàê C146S/H147C. Äðóãèå ìóòàíòû âêëþ÷àþò D169C,
W83C è I79C, ãäå öèñòåèí àêòèâíîãî ñàéòà (Ñ146) ñîõðàí ëñ .

Ïðèìåð 2
Ñîäåðæàùèå äèñóëüôèä ÷ëåíû áèáëèîòåêè ïîëó÷àëè èç êîììåð÷åñêè äîñòóïíûõ

êàðáîíîâûõ êèñëîò è ìîíî-N-(òðåò-áóòîêñèêàðáîíèë)-çàùèùåííîãî öèñòàìèíà (ìîíî-Âîñ-
öèñòàìèí), ïðèìåí   ñïîñîá Parlow ñ ñîòðóäíèêàìè (Mol. Diversity 1: 266-269 (1955)).
Åñëè êîðîòêî, 260 ìêìîëåé êàæäîé êàðáîíîâîé êèñëîòû ïîäâåðãàëè èììîáèëèçàöèè íà
ýêâèâàëåíòíûõ 130 ìêìîë õ 4-ãèäðîêñè-3-íèòðîáåíçîôåíîíà íà ïîëèñòèðîëüíîé ñìîëå,
ïðèìåí   1,3-äèèçîïðîïèëêàðáîäèèìèä (ÄÈÏÊ) â N,N-äèìåòèëôîðìàìèäå (ÄÌÔÀ). Ïîñëå 4
÷àñîâ âûäåðæêè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñìîëó ïðîìûâàëè ÄÌÔÀ (2õ), äèõëîðìåòàíîì
(ÄÕÌ, 3õ) è òåòðàãèäðîôóðàíîì (ÒÃÔ, 1õ) äë  óäàëåíè  íåñâ çàííîé êèñëîòû è ÄÈÏÊ.
Êèñëîòû îòùåïë ëè îò ñìîëû ïóòåì îáðàçîâàíè  àìèäà ñ ïðèìåíåíèåì 66 ìêìîëåé ìîíî-
ÂÎÑ-çàùèùåííîãî öèñòàìèíà â òåòðàãèäðîôóðàíå. Ïîñëå ïðîòåêàíè  ðåàêöèè â òå÷åíèå 12
÷àñîâ ïðè òåìïåðàòóðå îêðóæàþùåé ñðåäû ðàñòâîðèòåëü âûïàðèâàëè è òðåò-
áóòîêñèêàðáîíèëüíóþ ãðóïïó óäàë ëè îò íåñâ çàííîé ïîëîâèíû êàæäîãî äèñóëüôèäà,
èñïîëüçó  80%-íóþ òðèôòîðóêñóñíóþ êèñëîòó (ÒÔÊ) â äèõëîðìåòàíå. Ïðîäóêòû
îõàðàêòåðèçîâûâàëè ñ ïîìîùüþ æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè âûñîêîãî äàâëåíè  è ìàññ-
ñïåêòðîìåòðèè (ÆÕÂÄ-ÌÑ) è òå ïðîäóêòû, êîòîðûå áûëè äîñòàòî÷íî ÷èñòûìè, ïðèìåí ëè
áåç äàëüíåéøåé î÷èñòêè. Ïðè ïðèìåíåíèè òàêîé ìåòîäèêè áûëî ïîëó÷åíî â îáùåé
ñëîæíîñòè 530 ñîåäèíåíèé.

Áèáëèîòåêè ñîåäèíåíèé òàêæå ñîçäàâàëè èç ìîíî-Âîñ-çàìåùåííîãî öèñòàìèíà è
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ðàçíîîáðàçíûõ ñóëüôîíèëõëîðèäîâ, èçîöèàíàòîâ è èçîòèîöèàíàòîâ. Â ñëó÷àå
ñóëüôîíèëõëîðèäîâ 10 ìêìîëåé êàæäîãî ñóëüôîíèëõëîðèäà ïîäâåðãàëè ðåàêöèè
ñî÷åòàíè  ñ 10,5 ìêìîë ìè ìîíî-Âîñ-çàùèùåííîãî öèñòàìèíà â ÒÃÔ (ñ 2%
äèèçîïðîïèëýòèëàìèíà) â ïðèñóòñòâèè 15 ìã ïîëè(4-âèíèëïèðèäèíà). ×åðåç 48 ÷àñîâ
ïîëè(4-âèíèëïèðèäèí) óäàë ëè ïóòåì ôèëüòðàöèè è ðàñòâîðèòåëü âûïàðèâàëè. Âîñ-ãðóïïó
óäàë ëè ñ ïîìîùüþ 50% ÒÔÊ â ÄÕÌ. Â ñëó÷àå èçî(òèî)öèàíàòîâ 10 ìêìîëåé êàæäîãî
èçîöèàíàòà èëè èçîòèîöèàíàòà ïîäâåðãàëè ðåàêöèè ñî÷åòàíè  ñ 10,5 ìêìîë ìè ìîíî-Âîñ-
çàùèùåííîãî öèñòàìèíà â òåòðàãèäðîôóðàíå. Ïîñëå ðåàêöèè â òå÷åíèå 12 ÷àñîâ ïðè
òåìïåðàòóðå îêðóæàþùåé ñðåäû ðàñòâîðèòåëü âûïàðèâàëè è Âîñ-ãðóïïó óäàë ëè,
ïðèìåí   50% ÒÔÊ â ÄÕÌ. Âñåãî áûëî ïîëó÷åíî 212 ñîåäèíåíèé ïðè ïðèìåíåíèè òàêîé
ìåòîäèêè.

È íàêîíåö, áèáëèîòåêè ñîåäèíåíèé íà îñíîâå îêñèìîâ ïîëó÷àëè ïðè ðåàêöèè 10 ìêìîëåé
êîíêðåòíûõ àëüäåãèäîâ èëè êåòîíîâ ñ 10 ìêìîë ìè HO(CH2)2SS(CH2)2ONH2 â ìåòàíîëå:
õëîðîôîðìå 1:1 (ñ äîáàâëåíèåì 2% óêñóñíîé êèñëîòû) â òå÷åíèå 12 ÷àñîâ ïðè òåìïåðàòóðå
îêðóæàþùåé ñðåäû, ïîëó÷àëè ïðîäóêò â âèäå îêñèìà. Âñåãî 448 ñîåäèíåíèé áûëî ïîëó÷åíî
ïðè èñïîëüçîâàíèè ýòîé ìåòîäèêè.

Îòäåëüíûå ÷ëåíû áèáëèîòåêè çàíîâî ðàñòâîð ëè ëèáî â àöåòîíèòðèëå, ëèáî â
äèìåòèëñóëüôîêñèäå äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè â 50 èëè 100 ìÌ. Àëèêâîòû êàæäîãî èç
ýòèõ ðàñòâîðîâ çàòåì îáúåäèí ëè â ãðóïïû èç 8-15 äèñêðåòíûõ ñîåäèíåíèé, ïðè÷åì êàæäûé
÷ëåí ïóëà èìåë ñâîþ åäèíñòâåííóþ ìîëåêóë ðíóþ ìàññó.

Ïðèìåð 3
Ïðîèçâîäíûå N-òîçèëïðîëèíà áûëè ñèíòåçèðîâàíû ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ãèäðîõëîðèä

ìåòèëîâîãî ýôèðà ïðîëèíà ïîäâåðãàëè ðåàêöèè ñ 4-(õëîðñóëüôîíèë)-áåíçîéíîé êèñëîòîé è
êàðáîíàòîì íàòðè  â âîäå. Ïðîäóêò ïðåâðàùàëè â ïåíòàôòîðôåíèëîâûé ýôèð ïðè åãî
ðåàêöèè ñ ïåíòàôòîðôåíèëîâûì ýôèðîì òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû è ïèðèäèíîì â N,N-
äèìåòèëôîðìàìèäå, î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ôëýø-õðîìàòîãðàôèè. Àêòèâèðîâàííûé ñëîæíûé
ýôèð çàòåì ïîäâåðãàëè ðåàêöèè ñ ìåòèëîâûì ýôèðîì ãëóòàìèíîâîé êèñëîòû (èëè ëþáîé èç
äðóãèõ èññëåäóåìûõ àìèíîêèñëîò) â ïðèñóòñòâèè òðèýòèëàìèíà è äèõëîðìåòàíà, ïðîäóêò
î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ôëýø-õðîìàòîãðàôèè è ñëîæíûå ìåòèëîâûå ýôèðû ãèäðîëèçîâàëè ñ
ïîìîùüþ ãèäðîîêèñè ëèòè  â âîäå. Êîíå÷íûå ïðîäóêòû î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ îáðàùåííî-
ôàçîâîé ÆÕÂÄ è ïîäâåðãàëè ëèîôèëèçàöèè.

Àëüòåðíàòèâíî, óêàçàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ðåàêöèé ñëåäîâàëè, èñõîä  èç òðåò-
áóòèëîâîãî ýôèðà ïðîëèíà. Ïîñëå ïðèñîåäèíåíè  ñëîæíîãî àìèíîýôèðà ê áåíçîéíîé
êèñëîòå òðåò-áóòèëîâóþ ñëîæíîýôèðíóþ ãðóïïó óäàë ëè ñ ïîìîùüþ 50%-íîé
òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû â äèõëîðìåòàíå â ïðèñóòñòâèè òðèýòèëñèëàíà â êà÷åñòâå
àêöåïòîðà. Ñâîáîäíóþ êèñëîòó çàòåì ïðåâðàùàëè â ïåíòàôòîðôåíèëîâûé ýôèð, êàê
îïèñàíî âûøå, è ïîäâåðãàëè ðåàêöèè ñ ñîîòâåòñòâóþùèì àìèíîì. Ñëîæíûå ìåòèëîâûå
ýôèðû ãèäðîëèçîâàëè ñ ïðèìåíåíèåì ãèäðîîêèñè ëèòè  â âîäå è êîíå÷íûå ïðîäóêòû
î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ îáðàùåííî-ôàçîâîé ÆÕÂÄ è ïîäâåðãàëè ëèîôèëèçàöèè.

Ïðèìåð 4
Ñêðèíèíã áèáëèîòåêè äèñóëüôèäîâ îñóùåñòâë ëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Â òèïè÷íîì

ýêñïåðèìåíòå 1 ìêë ðàñòâîðà äèìåòèëñóëüôîêñèäà, ñîäåðæàùåãî 8-15
äèñóëüôèäñîäåðæàùèõ ñîåäèíåíèé áèáëèîòåêè, ïðèáàâë þò ê 49 ìêë áóôåðà,
ñîäåðæàùåãî áåëîê. Ýòè ñîåäèíåíè  ïîäáèðàëèñü òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû êàæäîå èìåëî
åäèíñòâåííóþ â ñâîåì ðîäå ìîëåêóë ðíóþ ìàññó. Â èäåàëå, ýòè ìîëåêóë ðíûå ìàññû
ðàçëè÷àþòñ , êàê ìèíèìóì, íà 10 àòîìíûõ åäèíèö ìàññû (amu) äë  òîãî, ÷òîáû ðåçóëüòàò
ðàçðåøåíè  áûë îäíîçíà÷åí. Õîò  ïóëû èç 8-15 äèñóëüôèäñîäåðæàùèõ ñîåäèíåíèé
îáû÷íî ïðèìåí ëèñü äë  îáëåã÷åíè  ðàçðåøåíè , ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  è áîëåå êðóïíûå
ïóëû. Áåëîê ïðèñóòñòâóåò â êîíöåíòðàöèè ~15 ìêÌ, êàæäûé èç ÷ëåíîâ áèáëèîòåêè
äèñóëüôèäîâ ïðèñóòñòâóåò â êîíöåíòðàöèè ~0,2 ìÌ è, òàêèì îáðàçîì, îáùà  êîíöåíòðàöè 
÷ëåíîâ áèáëèîòåêè äèñóëüôèäîâ ñîñòàâë åò ~2 ìÌ. Ñêðèíèíã îñóùåñòâë ëè â áóôåðå,
ñîäåðæàùåì 25 ìÌ ôîñôàò êàëè  (ðÍ 7,5) è 1 ìÌ 2-ìåðêàïòî-ýòàíîë, õîò  ìîãóò áûòü
ïðèìåíåíû äðóãèå áóôåðû è âîññòàíàâëèâàþùèå àãåíòû. Ðåàêöè ì äàâàëè âîçìîæíîñòü
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óðàâíîâåñèòüñ  ïðè òåìïåðàòóðå îêðóæàþùåé ñðåäû â òå÷åíèå, êàê ìèíèìóì, òðèäöàòè
ìèíóò. Ýòè óñëîâè  ìîãóò âàðüèðîâàòüñ , â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè â çàâèñèìîñòè îò
ëåãêîñòè èîíèçàöèè áåëêà â ìàññ-ñïåêòðîìåòðå (ñì. íèæå), îò ðåàêöèîííîé ñïîñîáíîñòè
ñïåöèôè÷åñêîãî öèñòåèíà(îâ) è ò.ä. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî â ñëó÷àå òèìèäèëàòñèíòàçû
îïèñàííûå âûøå óñëîâè   âë þòñ  ïîäõîä ùèìè. Íèêàêèå ñïåöèàëüíûå óñèëè  íå
òðåáîâàëèñü äë  èñêëþ÷åíè  êèñëîðîäà èëè íåïðåäóñìîòðåííûõ èîíîâ ìåòàëëîâ; ïî
âðåìåííîé øêàëå ýòèõ ðåàêöèé èìååòñ  äîñòàòî÷íî ñâîáîäíûõ ãðóïï -SH äë  îáëåã÷åíè 
äèñóëüôèäíîãî îáìåíà.

Ïîñëå äîñòèæåíè  ðàâíîâåñè  ðåàêöèîííûå ñìåñè èíúåöèðîâàëè â HP 1100 äë  ÆÕÂÄ è
õðîìàòîãðàôèðîâàëè íà êîëîíêå Ñ18, ïðèñîåäèíåííîé ê ìàññ-ñïåêòðîìåòðó (Finnigan MAT
LCQ). Ìíîãî÷èñëåííûå çàð æåííûå èîíû, îáðàçóþùèåñ  èç áåëêà, ðàçäåë ëè ñ ïîìîùüþ
äîñòóïíîãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíè  (Xcalibur), ÷òîáû äîáèòüñ  ðåçóëüòàòîâ ïðè äàííîé
ìàññå áåëêà. Èäåíòè÷íîñòü ëþáîãî ÷ëåíà áèáëèîòåêè, ñâ çàííîãî äèñóëüôèäíîé ñâ çüþ ñ
áåëêîì, áûëà çàòåì ëåãêî óñòàíîâëåíà ïóòåì âû÷èòàíè  èçâåñòíîé ìàññû íå
ìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà èç íàáëþäàåìîé ìàññû. Ýòîò ñïîñîá ïðåäïîëàãàåò, ÷òî
ïðèñîåäèíåíèå ÷ëåíà áèáëèîòåêè íå ìåí åò ðåçêî èîíèçàöèîííûå õàðàêòåðèñòèêè ñàìîãî
áåëêà, ýòî òðàäèöèîííîå äîïóùåíèå áëàãîäàð  òîìó ôàêòó, ÷òî â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ
áåëîê áóäåò, êàê ìèíèìóì, â äâàäöàòü ðàç áîëüøå, ÷åì ëþáîé ðàññìàòðèâàåìûé ÷ëåí
áèáëèîòåêè. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå áûëî ïîäòâåðæäåíî ïóòåì äåìîíñòðàöèè, ÷òî íåáîëüøèå
ìîëåêóëû, âûáðàííûå îäíèì áåëêîì, íå âûáèðàþòñ  äðóãèìè áåëêàìè.

Ïðèìåð 5
Êðèñòàëëû âûðàùèâàëèñü, êàê ðàíåå îïèñàíî Perry è äð., Proteins 8: 315-333 (1990),

çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî äë  íå êîâàëåíòíûõ êîìïëåêñîâ 1 ìÌ ñîåäèíåíè  âêëþ÷àëè â
áóôåð äë  êðèñòàëëèçàöèè. Ïåðåä ñáîðîì äàííûõ êðèñòàëëû ïåðåíîñèëè â ðàñòâîð,
ñîäåðæàùèé 70% íàñûùåííîãî ðàñòâîðà ñóëüôàòà àììîíè , 20% ãëèöåðèíà, 50 ìÌ
âòîðè÷íûé êèñëûé ôîñôîðíîêèñëûé êàëèé, ðÍ 7,0. Äë  íå êîâàëåíòíîãî êîìïëåêñà ñ N-
òîçèë-D-ïðîëèíîì ïðèáàâë ëè 10 ìÌ ñîåäèíåíè  ê âûìà÷èâàþùåìó ðàñòâîðó; äë  äðóãèõ
êîìïëåêñîâ ïðèáàâë ëè 1 ìÌ ñîåäèíåíè . Äèôðàêöèîííûå äàííûå ñîáèðàëè ïðè -170°Ñ,
ïðèìåí   ãåíåðàòîð Rigaku RU-3R è äåòåêòîð R-axis-IV, è îáðàáàòûâàëè, ïðèìåí  
êîìïëåêñ d*TREK. Òàê êàê ýòè êðèñòàëëû áûëè èçîìîðôíû ñ ðàíåå îïèñàííûìè
ñòðóêòóðàìè (áàíê äàííûõ äë  áåëêîâ /PDB/ êîä 1TJS äë  ôîðìû I213 è 2TSC äë  ôîðìû
Ð63), óòî÷íåíèå áûëî íà÷àòî â ïðèáëèæåíèè òâåðäîãî òåëà ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû REFMAC
(â ïðîãðàììå ïàêåòà ÑÑÐ4). Ïîäãîíêà ìîäåëè áåëêà îñóùåñòâë ëàñü ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìîäåëè ñîåäèíåíè , ñêîíñòðóèðîâàííîé â ïðîãðàììå INSIGHT-II (ôèðìà MSI, Ñàí-Äèåãî), è
ñëîâàð  PROTIN (CCP4), ñîçäàííîãî ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû MAKEDIC (CCP4). Óòî÷íåíè 
ïðè ïîçèöèîííûõ è èíäèâèäóàëüíûõ èçîòðîïíûõ òåìïåðàòóðíûõ ôàêòîðàõ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû REFMAC (CCP4), èñïîëüçó  âñå îòðàæåíè  â óêàçàííûõ èíòåðâàëàõ
ðàçðåøåíè . Ìîëåêóëû ðàñòâîðèòåë  ðàñïîëàãàëèñü àâòîìàòè÷åñêè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðîãðàììû ARPP (CCP4) è óòî÷íåíèå ïðîâîäèëè äî òåõ ïîð, ïîêà íå îñòàâàëîñü
íåèíòåðïðåòèðóåìûõ äåòàëåé â ðàçíîñòíûõ êàðòàõ Ðíàáë-Ððàñ÷. Âíåñåííûìè â PDB
íîìåðàìè  âë þòñ  1F4B, 1F4C, 1F4D, 1F4E, 1F4F äë  íàòèâíîãî, äë  ïðèñîåäèíåííîãî ê
Ñ146 N-òîçèë-D-ïðîëèíà, ïðèñîåäèíåííîãî ê L143C N-òîçèë-D-ïðîëèíà, äë  âûìî÷åííîãî
N-òîçèë-D-ïðîëèíà â âèäå ñâîáîäíîé êèñëîòû, äë  âûìî÷åííîãî ãëóòàìàò-N-òîçèë-D-
ïðîëèíà è äë  êðèñòàëëîâ ãëóòàìàò-N-òîçèë-D-ïðîëèí-β-àëàíèíà, ñîîòâåòñòâåííî.

Ïðèìåð 6
Âûáðàííîå ïðîèçâîäíîå N-òîçèë-D-ïðîëèíà îïòèìèçèðîâàëè è èñïûòûâàëè êàê ð ä

ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ, èñïîëüçó  ñïîñîá ïðèñîåäèíåíè . Îñíîâûâà ñü íà
êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðå N-òîçèë-D-ïðîëèíà, ñâ çàííîãî ñ òèìèäèëàòñèíòàçîé,
ìåòèëüíà  ãðóïïà ôåíèëüíîãî êîëüöà èìåëà ïåðñïåêòèâíîå ìåñòîïîëîæåíèå äë 
èñïîëüçîâàíè  â êà÷åñòâå ìåñòà äåðèâàòèçàöèè. Íà ñõåìå 1 ïðåäñòàâëåí îáùèé ñïîñîá,
êîòîðûé áûë ïðèìåíåí äë  ñèíòåçà ïðîèçâîäíûõ, èñïîëüçóþùèé 88 ðàçëè÷íûõ àëüäåãèäîâ
(ãäå R5 âûáèðàåòñ  èç íåçàìåùåííîãî àðèëà èëè çàìåùåííîãî àðèëà) è øåñòü ðàçëè÷íûõ
ìîñòèêîâ.
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Ñõåìà 1

Îïðåäåë ëè êîíñòàíòû èíãèáèðîâàíè  íå ïðèñîåäèíåííûõ âàðèàíòîâ âûáðàííûõ
ïîòåíöèàëüíûõ ëèãàíäîâ. Äâà èç ëó÷øèõ ñîåäèíåíèé ïðåäñòàâë ëè:

.

Îïðåäåë ëè Êi ñîåäèíåíè  2, êîòîðà  ñîñòàâë ëà îêîëî 55 ìêÌ, è Êi ñîåäèíåíè  3 ïî
ðåçóëüòàòàì îïðåäåëåíè  ñîñòàâë ëà ïðèìåðíî 40 ìêÌ.

Ïðèìåð 7
Äàííûé ïðèìåð îïèñûâàåò îäèí âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äë  ñèíòåçà

ñîåäèíåíè  13. Îáùà  ñõåìà ðåàêöèé ïðåäñòàâëåíà ñõåìîé 2.
Ñõåìà 2

4-òðåò-Áóòèëîâûé ýôèð 2-(2-àöåòèëñóëüôàíèëàöåòèëàìèíî) íòàðíîé êèñëîòû 24
Ïåíòàôòîðôåíèëîâûé ýôèð àöåòèëñóëüôàíèëóêñóñíîé êèñëîòû (1,6 ã, 5,3 ììîë ) è H-
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Asp(O-tBu)-OH (1 ã, 5,3 ììîë ) ñìåøèâàëè â 20 ìë áåçâîäíîãî äèõëîðìåòàíà. Çàòåì
ïðèáàâë ëè 1,6 ìë òðèýòèëàìèíà (11,5 ììîë ) è ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ïðè òåìïåðàòóðå
îêðóæàþùåé ñðåäû â òå÷åíèå 3,5 ÷àñîâ. Îðãàíè÷åñêèé ñëîé çàòåì ýêñòðàãèðîâàëè (3×15
ìë) 1 Ì êàðáîíàòîì íàòðè , îáúåäèíåííûå âîäíûå ôðàêöèè ïîäêèñë ëè 100 ìë 1 Ì
áèñóëüôàòà íàòðè  è ýêñòðàãèðîâàëè (3×30 ìë) ýòèëàöåòàòîì. Îáúåäèíåííûå îðãàíè÷åñêèå
ôðàêöèè çàòåì ïðîìûâàëè 30 ìë 1 Ì áèñóëüôàòà íàòðè , 30 ìë 5 Ì õëîðèñòîãî íàòðè ,
ñóøèëè íàä ñóëüôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàëè è óïàðèâàëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè,
ïîëó÷àëè 1,97 ã ñîåäèíåíè  24 â âèäå ïî÷òè áåñöâåòíîãî ñèðîïà, êîòîðûé èñïîëüçîâàëè
áåç äàëüíåéøåé î÷èñòêè. Ì.ì.=305 (íàéäåíî 306, Ì+1).

4-òðåò-Áóòèëîâûé ýôèð 3-(2-àöåòèëñóëüôàíèëàöåòèëàìèíî)-5-õëîð-4-îêñî-
âàëåðèàíîâîé êèñëîòû 25

Ñâîáîäíóþ êèñëîòó 24 ðàñòâîð ëè â 10 ìë áåçâîäíîãî òåòðàãèäðîôóðàíà (ÒÃÔ),
îõëàæäàëè äî 0°Ñ è îáðàáàòûâàëè 0,58 ìë N-ìåòèëìîðôîëèíà (5,3 ììîë ) è 0,69 ìë
èçîáóòèëîâîãî ýôèðà õëîðìóðàâüèíîé êèñëîòû. Íåìåäëåííî îáðàçîâûâàëñ  ãóñòîé îñàäîê
áåëîãî öâåòà, è ÷åðåç 30 ìèíóò ðåàêöèîííóþ ñìåñü ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ñòåêë ííóþ ôðèòòó
è ïåðåíîñèëè â íîâóþ êîëáó ñ äîïîëíèòåëüíûìè 10 ìë òåòðàãèäðîôóðàíà. Òåì âðåìåíåì
ãîòîâèëè äèàçîìåòàí ïðè ðåàêöèè 1-ìåòèë-3-íèòðî-1-íèòðîçîãóàíèäèíà (2,3 ã, 15,6
ììîë ) ñ 7,4 ìë 40%-íîé âîäíîé ãèäðîîêèñè êàëè  è 25 ìë äèýòèëîâîãî ýôèðà â òå÷åíèå
45 ìèíóò ïðè 0°Ñ. Ýôèðíûé ñëîé æåëòîãî öâåòà çàòåì äåêàíòèðîâàëè â ðåàêöèîííóþ
ñìåñü, ñîäåðæàùóþ ñìåøàííûé àíãèäðèä, è ðåàêöèþ ïðîäîëæàëè ïðè ìåäëåííîì
íàãðåâàíèè äî òåìïåðàòóðû îêðóæàþùåé ñðåäû â òå÷åíèå 165 ìèíóò. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü
îõëàæäàëè äî 8°Ñ è ïðèáàâë ëè ïî êàïë ì 1,5 ìë 4 í. HCl â äèîêñàíå (âñåãî 6 ììîëåé).
Ýòî ïðèâîäèëî ê áóðíîìó âûäåëåíèþ ãàçà è ðàñòâîð æåëòîãî öâåòà ñòàíîâèëñ 
áåñöâåòíûì. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè åùå 2 ÷àñà, ïîñòåïåííî íàãðåâà  äî òåìïåðàòóðû
îêðóæàþùåé ñðåäû, à çàòåì îñòàíàâëèâàëè ñ ïîìîùüþ 1 ìë ëåä íîé óêñóñíîé êèñëîòû.
Ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè è îñòàòîê çàíîâî ðàñòâîð ëè â 75 ìë
ýòèëàöåòàòà, ïðîìûâàëè (2×50 ìë) íàñûùåííûì ðàñòâîðîì áèêàðáîíàòà íàòðè , 50 ìë 5 Ì
õëîðèñòîãî íàòðè , ñóøèëè íàä ñóëüôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàëè è óïàðèâàëè äîñóõà ïåðåä
î÷èñòêîé ñ ïîìîùüþ ôëýø-õðîìàòîãðàôèè ñ èñïîëüçîâàíèåì õëîðîôîðìà: ýòèëàöåòàòà 90:
10, ïîëó÷àëè 0,747 ã ñîåäèíåíè  25 â âèäå ìàñëîîáðàçíîãî âåùåñòâà ñâåòëî-æåëòîãî
öâåòà (2,2 ììîë , âûõîä 42% îò 23). Îæèäàåìà  Ì.ì.=337,7, íàéäåíî 338 (Ì+1).

3-(2-Àöåòèëñóëüôàíèëàöåòèëàìèíî)-4-òðåò-áóòîêñèêàðáîíèë-2-îêñîáóòèëîâûé ýôèð 2,6-
äèõëîðáåíçîéíîé êèñëîòû 26

Ðàñòâîð ëè õëîðìåòèëêåòîí 25 (0,25 ã, 0,74 ììîë ) â 5 ìë áåçâîäíîãî N,N-
äèìåòèëôîðìàìèäà, ê ðàñòâîðó ïðèáàâë ëè 0,17 ã 2,6-äèõëîðáåíçîéíîé êèñëîòû (0,89
ììîëåé) è 0,107 ã ôòîðèäà êàëè  (1,84 ììîë ). Ðåàêöè  ïðîòåêàëà ïðè òåìïåðàòóðå
îêðóæàþùåé ñðåäû â òå÷åíèå 19 ÷àñîâ, çàòåì ðåàêöèîííóþ ñìåñü ðàçáàâë ëè 75 ìë
ýòèëàöåòàòà, ïðîìûâàëè (2×50 ìë) íàñûùåííûì ðàñòâîðîì áèêàðáîíàòà íàòðè , 50 ìë 1 Ì
áèñóëüôàòà íàòðè , 50 ìë 5 Ì õëîðèñòîãî íàòðè , ñóøèëè íàä ñóëüôàòîì íàòðè ,
ôèëüòðîâàëè è ñóøèëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè, ïîëó÷àëè ñèðîï æåëòîãî öâåòà, â
êîòîðîì ïî äàííûì ÆÕÂÄ-ÌÑ îáíàðóæèâàëè ïðèìåðíî 75% ïðîäóêòà 26 è 25%
íåïðîðåàãèðîâàâøåãî ñîåäèíåíè  25. Ïîëó÷åííûé ïðîäóêò èñïîëüçîâàëè áåç
äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè. Îæèäàåìà  Ì.ì.=492,37, íàéäåíî 493 (Ì+1).

3-(2-Àöåòèëñóëüôàíèëàöåòèëàìèíî)-4-êàðáîêñè-2-îêñîáóòèëîâûé ýôèð 2,6-
äèõëîðáåíçîéíîé êèñëîòû 13

Ïðîäóêò 26 ðàñòâîð ëè â 10 ìë áåçâîäíîãî ÄÕÌ, îõëàæäàëè äî 0°Ñ è îáðàáàòûâàëè 9 ìë
òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû (TFA). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü óáèðàëè èç áàíè ñî ëüäîì è äàâàëè
ñìåñè íàãðåòüñ  äî òåìïåðàòóðû îêðóæàþùåé ñðåäû â òå÷åíèå îäíîãî ÷àñà. Ðàñòâîðèòåëü
óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè è îñòàòîê äâàæäû çàíîâî ðàñòâîð ëè â äèõëîðìåòàíå è
óïàðèâàëè äë  óäàëåíè  îñòàâøåéñ  òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû. Òåõíè÷åñêèé ïðîäóêò 13
î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ îáðàùåííî-ôàçîâîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè âûñîêîãî äàâëåíè ,
ïîëó÷àëè 101,9 ìã (0,234 ììîë , 32% îò 25) ãèãðîñêîïè÷åñêîãî ïîðîøêà áåëîãî öâåòà.
Îæèäàåìà  Ì.ì.=436,37, íàéäåíî 437 (Ì+1). Äàííîå âåùåñòâî ðàñòâîð ëè â
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äèìåòèëñóëüôîêñèäå (ÄÌÑÎ) äë  ïîëó÷åíè  50 ìÌ èñõîäíîãî ðàñòâîðà.
Ïðèìåð 8
Äàííûé ïðèìåð îïèñûâàåò îäèí âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , èìå  â âèäó

óäëèíèòåëü, ñîåäèíåíèå 32, êîòîðûé èñïîëüçîâàëñ  â ýêñïåðèìåíòàõ ïî ïðèñîåäèíåíèþ
äë  caspase-3. Îáùà  ñõåìà ïðåäñòàâëåíà ñõåìîé 3.

Ñõåìà 3

à) Ïðèáàâë ëè 3-ìåðêàïòîïðîïèîíîâóþ êèñëîòó (4 ã, 37,69 ììîë ) â àòìîñôåðå àçîòà ê
äåãàçèðîâàííîìó ðàñòâîðó êàðáîíàòà êàëè  (15,63 ã, 113 ììîëåé) â 125 ìë
äåèîíèçîâàííîé âîäû. Ýòîò ðàñòâîð çàòåì îõëàæäàëè äî 0°Ñ è ïðèáàâë ëè ïî êàïë ì
óêñóñíûé àíãèäðèä (3,56 ìë, 37,69 ììîë ). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè 15 ìèíóò,
ïðîìûâàëè äèýòèëîâûì ýôèðîì (2×50 ìë) è ïîäêèñë ëè 1 Ì ñîë íîé êèñëîòîé äî ðÍ 2.
Âîäíûé ñëîé çàòåì ýêñòðàãèðîâàëè ýòèëàöåòàòîì (3×25 ìë). Îáúåäèíåííûå îðãàíè÷åñêèå
ñëîè ïðîìûâàëè ñîë íûì ðàñòâîðîì, ñóøèëè íàä áåçâîäíûì ñóëüôàòîì íàòðè ,
ôèëüòðîâàëè è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 27
(5,19 ã, 35 ììîëåé), âûõîä 93%, ES (+) ÌÑ (ÌÑ ñ èîíèçàöèåé ýëåêòðîðàñïûëåíèåì ñ
îáðàçîâàíèåì ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ) m/å=148 (Ì+Í), ñîåäèíåíèå èñïîëüçîâàëè áåç
äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè.

á) Ñîåäèíåíèå 27 (2,36 ã, 15,94 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 50 ìë áåçâîäíîãî
òåòðàãèäðîôóðàíà è ïðèáàâë ëè ïèðèäèí (1,35 ìë,  16,74 ììîë ), à çàòåì
ïåíòàôòîðôåíèëîâûé ýôèð òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû (2,71 ìë, 15,78 ììîë ). Ðàñòâîð
ïåðåìåøèâàëè ïðè òåìïåðàòóðå îêðóæàþùåé ñðåäû â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ. Òåòðàãèäðîôóðàí
óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè è îñòàòîê çàíîâî ðàñòâîð ëè â 75 ìë ýòèëàöåòàòà,
ïðîìûâàëè 1Ì ñîë íîé êèñëîòîé (2×25 ìë), 25 ìë íàñûùåííîãî ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà
íàòðè , 25 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä áåçâîäíûì ñóëüôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàëè
è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 28 (3,77 ã, 12
ììîëåé, 75%), ES (+) ÌÑ m/e=314 (M+H), êîòîðîå èñïîëüçîâàëè áåç äîïîëíèòåëüíîé
î÷èñòêè.

â) Ñîåäèíåíèå 28 (3,77 ã, 11,99 ììîë ) ñìåøèâàëè ñ H2N-Asp(O-tBu)COOH (2,27 ã, 11,99
ììîë ) è ñóñïåíäèðîâàëè â 40 ìë áåçâîäíîãî äèõëîðìåòàíà. Çàòåì ïðèáàâë ëè
òðèýòèëàìèí (2,9 ìë, 20,8 ììîë ) è ðàñòâîð ïåðåìåøèâàëè 16 ÷àñîâ, ïîñëå ýòîãî ê íåìó
ïðèëèâàëè 100 ìë ýòèëàöåòàòà, ïðîìûâàëè 1Ì áèñóëüôàòîì íàòðè  (2×50 ìë) è 50 ìë
ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä áåçâîäíûì ñóëüôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàëè è
ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè, ïîëó÷àëè ïðîäóêò, êîòîðûé î÷èùàëè ñ
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ïîìîùüþ ôëýø-õðîìàòîãðàôèè, ïðèìåí   õëîðîôîðì: ìåòàíîë: óêñóñíóþ êèñëîòó 94:5:1,
ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 29 (2,62 ã, 8,2 ììîë ), âûõîä 68%, ES (+) ÌÑ m/å=264 ((M-tBu)+H)).

ã) Ñîåäèíåíèå 29 (2,62 ã, 8,2 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 25 ìë áåçâîäíîãî òåòðàãèäðîôóðàíà
è îõëàæäàëè äî 0°Ñ. Ê ýòîìó ðàñòâîðó ïðèáàâë ëè N-ìåòèë-ìîðôîëèí (NMM) (1,88 ìë,
17,06 ììîë ), à çàòåì èçîáóòèëîâûé ýôèð õëîðìóðàâüèíîé êèñëîòû (2,15 ìë, 16,56
ììîë ). Ïîëó÷åííóþ â ðåçóëüòàòå ñóñïåíçèþ îñòàâë ëè ïåðåìåøèâàòüñ  åùå 2 ÷àñà è
ñìåñü ôèëüòðîâàëè. Ðàñòâîð âûëèâàëè â ðàñòâîð äèàçîìåòàíà â ýôèðå ïðè 0°Ñ. Ðàñòâîð
òåìíî-æåëòîãî öâåòà îñòàâë ëè íàãðåâàòüñ  äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû â òå÷åíèå íî÷è.
Ïðîïóñêàëè àçîò ÷åðåç òåìíî-îðàíæåâûé ðàñòâîð â òå÷åíèå 30 ìèíóò. Ïîëîâèíó ðàñòâîðà
îõëàæäàëè äî 0°Ñ è ïðèáàâë ëè ïî êàïë ì 4 Ì ñîë íóþ êèñëîòó (3,8 ìë, 15 ììîëåé), è
ðàñòâîð ïåðåìåøèâàëè ïðè 0°Ñ â òå÷åíèå 1 ÷àñà. Ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì
äàâëåíèè è îñòàòîê çàíîâî ðàñòâîð ëè â 50 ìë ýòèëàöåòàòà. Îðãàíè÷åñêèé ñëîé ïðîìûâàëè
íàñûùåííûì ðàñòâîðîì áèêàðáîíàòà íàòðè  (2×25 ìë), 25 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè
íàä áåçâîäíûì ñóëüôàòîì íàòðè  è êîíöåíòðèðîâàëè, î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ôëýø-
õðîìàòîãðàôèè, èñïîëüçó  õëîðîôîðì: ýòèëàöåòàò 95:5, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 30 (0,198 ã,
0,562 ììîë , 14%), ES (+) ÌÑ m/e=296 ((M-tBu)+H).

ä) Ñîåäèíåíèå 30 (50 ìã, 0,143 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 1 ìë áåçâîäíîãî
äèìåòèëôîðìàìèäà è ïðèáàâë ëè ñìåñü 2,6-äèõëîðáåíçîéíîé êèñëîòû (33 ìã, 0,172
ììîë ) è ôòîðèñòîãî êàëè  (21 ìã, 0,358 ììîë ). Ðàñòâîð ïåðåìåøèâàëè ïðè òåìïåðàòóðå
îêðóæàþùåé ñðåäû 16 ÷àñîâ, çàòåì çàëèâàëè 20 ìë ýòèëàöåòàòà, ïðîìûâàëè íàñûùåííûì
ðàñòâîðîì áèêàðáîíàòà íàòðè  (2×10 ìë), 10 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä áåçâîäíûì
ñóëüôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàëè è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè,
ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 31 (48 ìã, 0,0948 ììîë , 67%), ES (+) ÌÑ m/e=451 ((M-tBu)+H).

å) Ñîåäèíåíèå 31 ðàñòâîð ëè â 5 ìë äèõëîðìåòàíà è îõëàæäàëè äî 0°Ñ, ïðèáàâë ëè 5
ìë òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû è ðàñòâîð ïåðåìåøèâàëè 30 ìèíóò. Ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè
ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè è òåõíè÷åñêèé îñòàòîê î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ïðåïàðàòèâíîé
îáðàùåííî-ôàçîâîé ÆÕÂÄ, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 32 (0,006 ã, 0,013 ììîë , 14%), ES (+)
ÌÑ: m/e=450,29 (Ì+1).

Ïðèìåð 9
Â ýòîì ïðèìåðå îïèñûâàåòñ  îäèí âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äë  ñèíòåçà

ñîåäèíåíè  14. Îáùà  ñõåìà ðåàêöèé ïðåäñòàâëåíà ñõåìîé 4
Ñõåìà 4
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à) Ïðèìåí ëè Z-Asp(OtBu)-OH äë  ïîëó÷åíè  ñîåäèíåíè  33 àíàëîãè÷íî ñîåäèíåíèþ 30
èç ïðèìåðà 8. ES (+) ÌÑ m/å=344 ((M-tBu)+H).

á) Ñîåäèíåíèå 34 ïîëó÷àëè àíàëîãè÷íî ìåòîäèêå èç ïðèìåðà 8ä çà èñêëþ÷åíèåì òîãî,
÷òî èñõîäèëè èç ñîåäèíåíè  33 âìåñòî ñîåäèíåíè  30 (88%). ES (+) ÌÑ m/e=454 ((M-tBu)+
H).

â) Ñîåäèíåíèå 34 (0,5 ã, 0,9 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 10 ìë ìåòèëîâîãî ñïèðòà è
îõëàæäàëè äî 0°Ñ. Çàòåì ïðèáàâë ëè ïîðöè ìè áîðãèäðèä íàòðè  (0,074 ã, 1,96 ììîë ) è
ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè 1,5 ÷àñà. Â ðåàêöèîííóþ ñìåñü âëèâàëè 25 ìë 1Ì
ñîë íîé êèñëîòû è ýêñòðàãèðîâàëè äèõëîðìåòàíîì (3×10 ìë), ñóøèëè íàä áåçâîäíûì
ñóëüôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàëè è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè,
ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 35 (0,297 ã, 0,058 ììîë , 60%), ES (+) ÌÑ m/e=456 ((M-tBu)+H).

ã) Ñîåäèíåíèå 35 (0,297 ã, 0,579 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 5 ìë ìåòèëîâîãî ñïèðòà, çàòåì
÷åðåç ðàñòâîð áàðáîòèðîâàëè àçîò, ïðèáàâë ëè âëàæíûé Pd/C (10% ìàññà/ìàññà, ôèðìà
Aldrich, 0,123 ã) è ðàñòâîð ïåðåìåøèâàëè ïðè ïîäà÷å âîäîðîäà èç áàëëîíà ñ âîäîðîäîì â
òå÷åíèå 30 ìèíóò. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü çàòåì ôèëüòðîâàëè ÷åðåç öåëèò è ðàñòâîðèòåëü
óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 36 (0,188 ã, 0,497 ììîë , 86%),
ES (+) ÌÑ m/e=292 ((Ì-tBu)+H).

ä) Ðàñòâîð ì-òîëóîëñóëüôîõëîðèäà (6,8 ã, 35, 67 ììîë ), N-áðîìñóêöèíèìèäà (6,35 ã,
35,67 ììîë ) è ïåðåêèñè áåíçîèëà (0,670 ã, 3,07 ììîë ) â 40 ìë ÷åòûðåõõëîðèñòîãî
óãëåðîäà êèï òèëè ñ îáðàòíûì õîëîäèëüíèêîì 2 ÷àñà. Ïîñëå îõëàæäåíè  äî êîìíàòíîé
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òåìïåðàòóðû ñìåñü ôèëüòðîâàëè, ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè è
ïðîäóêò î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ôëýø-õðîìàòîãðàôèè, èñïîëüçó  ãåêñàíû:ýòèëàöåòàò 9,5:0,5,
ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 37 (3,43 ã, 12,7 ììîë , 36%), ES (+) ÌÑ m/e=213 ((Ì-)+Í).

å) Ñîåäèíåíèå 36 (0,188 ã, 0,497 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 2 ìë äèõëîðìåòàíà è ïðèáàâë ëè
äèèçîïðîïèëýòèëàìèí (0,173 ìë, 0,994 ììîë ), ýòîò ðàñòâîð çàòåì ïðèáàâë ëè ïî êàïë ì
ê ñîåäèíåíèþ 37 (0,670 ã, 2,49 ììîë ), ðàñòâîðåííîìó â 20 ìë äèõëîðìåòàíà. Ïîñëå
ïåðåìåøèâàíè  ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 20 ìèíóò äèõëîðìåòàí óäàë ëè ïðè
ïîíèæåííîì äàâëåíèè è îñòàòîê çàíîâî ðàñòâîð ëè â 20 ìë ýòèëàöåòàòà, ïðîìûâàëè 1 Ì
áèñóëüôàòîì íàòðè  (2×10 ìë), 10 ìë íàñûùåííîãî ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà íàòðè , 10 ìë
ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä áåçâîäíûì ñóëüôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàëè è
ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè, ïîëó÷àëè ïðîäóêò, êîòîðûé î÷èùàëè ñ
ïîìîùüþ ôëýø-õðîìàòîãðàôèè, ïðèìåí   ãåêñàíû: ýòèëàöåòàò 4:1, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå
38 (0,068 ã, 0,111 ììîë , 22%), ES (+) MC m/e=555 ((M-tBu)+H).

æ) Ñîåäèíåíèå 38 (0,068 ã, 0,111 ã) ðàñòâîð ëè â 1 ìë äèìåòèëôîðìàìèäà è ïðèáàâë ëè
êàëèåâóþ ñîëü òèîóêñóñíîé êèñëîòû (0,013 ã, 0,111 ììîë ). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü
ïåðåìåøèâàëè 1 ÷àñ ïðè òåìïåðàòóðå îêðóæàþùåé ñðåäû è çàòåì çàëèâàëè 10 ìë
äèõëîðìåòàíà, ïðîìûâàëè 1 Ì áèñóëüôàòîì íàòðè  (2õ5 ìë), 5 ìë íàñûùåííîãî ðàñòâîðà
áèêàðáîíàòà íàòðè  è 5 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä áåçâîäíûì ñóëüôàòîì íàòðè ,
ôèëüòðîâàëè è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 39
(0,044 ã, 0,073 ììîë , 66%), ES (+) MC m/e=550 ((M-tBu)+H).

ç) Ñîåäèíåíèå 39 (0,044 ã, 0,073 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 2 ìë äèõëîðìåòàíà è ïðèáàâë ëè
ïåðéîäèíàí Äåññà-Ìàðòèíà (0,046 ã, 0,108 ììîë ). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå 30 ìèíóò è ôèëüòðîâàëè. Ïðèáàâë ëè 5 ìë äèõëîðìåòàíà è
ðàñòâîð îõëàæäàëè äî 0°Ñ ïåðåä äîáàâëåíèåì 7 ìë òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû.
Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè 30 ìèíóò è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì
äàâëåíèè. Òåõíè÷åñêèé îñòàòîê î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ïðåïàðàòèâíîé îáðàùåííî-ôàçîâîé
ÆÕÂÄ, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 14 (0,005 ã, 0,008 ììîë , 11%), ES (+) MC: m/e=548,41 (M+1).

Ïðèìåð 10
Íàñòî ùèé ïðèìåð îïèñûâàåò îäèí âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äë  ñèíòåçà

óäëèíèòåë  40 äë  èñïîëüçîâàíè  â ýêñïåðèìåíòàõ ïî ïðèñîåäèíåíèþ ñ ó÷àñòèåì caspase-
3, ãäå òèîë íàïðàâëåí ê ãëàâíîé ñòîðîíå ôåðìåíòà. Îáùà  ðåàêöèîííà  ñõåìà
ïðåäñòàâëåíà ñõåìîé 5.

Ñõåìà 5

Ðàñòâîð ëè Cbz-Asp(OtBu)-OH (7,778 ã, 24,1 ììîë ) â 65 ìë òåòðàãèäðîôóðàíà,
îõëàæäàëè â áàíå ñî ëüäîì è âîäîé è ïðèáàâë ëè N-ìåòèëìîðôîëèí (2,6 ìë, 23,6 ììîë ) è
èçîáóòèëîâûé ýôèð õëîðìóðàâüèíîé êèñëîòû (IBCF) (3,1 ìë, 23,9 ììîë ). Ðåàêöèîííóþ
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ñìåñü ïåðåìåøèâàëè ïðè îõëàæäåíèè â áàíå ñî ëüäîì â òå÷åíèå 20 ìèíóò. Òåì âðåìåíåì
ãèäðîõëîðèä N,O-äèìåòèëãèäðîêñèëàìèíà (3,51 ã, 36 ììîëåé) è êàðáîíàò êàëè  (7 ã, 51
ììîëü) ñóñïåíäèðîâàëè â 24 ìë òåòðàãèäðîôóðàíà è 1 ìë âîäû, èíòåíñèâíî ïåðåìåøèâàëè
ïðè òåìïåðàòóðå îêðóæàþùåé ñðåäû â òå÷åíèå 20 ìèíóò è çàòåì ôèëüòðîâàëè ÷åðåç
ôèëüòðîâàëüíóþ áóìàãó ïð ìî â êàðáîíàòíûé ðàñòâîð âûøå, çàòåì ïðèáàâë ëè 20 ìë
òåòðàãèäðîôóðàíà. ×åðåç 40 ìèíóò â ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïðèëèâàëè 200 ìë ýòèëàöåòàòà,
ïðîìûâàëè 1 í. ñîë íîé êèñëîòîé (3×75 ìë), 75 ìë íàñûùåííîãî ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà
íàòðè  è 75 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä ñóëüôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàëè è
óïàðèâàëè äî áåñöâåòíîãî ñèðîïà, êîòîðûé èñïîëüçîâàëè áåç äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè (9
ã, 24,1 ììîë , 100%, ES (+) ÌÑ m/z=389 (M+Na)).

Àìèä (8,8 ã, 24 ììîë ) ðàñòâîð ëè â áåçâîäíîì òåòðàãèäðîôóðàíå (100 ìë), îõëàæäàëè
â áàíå ñî ëüäîì è ðàññîëîì ïîä àçîòîì äî -5°Ñ è ïðèáàâë ëè 1 Ì àëþìîãèäðèä ëèòè 
(LAH) â òåòðàãèäðîôóðàíå (12 ìë, 12 ììîëåé) â òå÷åíèå 10 ìèíóò. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü
îñòàâë ëè ïåðåìåøèâàòüñ  â áàíå ñî ëüäîì â òå÷åíèå 40 ìèíóò, çàòåì ïðèáàâë ëè 75 ìë
íàñûùåííîãî ðàñòâîðà áèñóëüôàòà íàòðè  è 250 ìë äèýòèëîâîãî ýôèðà è ïåðåìåøèâàëè â
áàíå ñî ëüäîì â òå÷åíèå 15 ìèíóò. Ýôèðíûé ñëîé îòäåë ëè è ñóøèëè íàä ñóëüôàòîì
íàòðè , ôèëüòðîâàëè è óïàðèâàëè, ïîëó÷àëè àëüäåãèä, êîòîðûé ïðèìåí ëè áåç
äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè (8,3 ã, 24 ììîë , 100%, ES (+) ÌÑ m/z=348 (M+Na+H2O)).

Àëüäåãèä (8,3 ã, 24 ììîë ) ðàñòâîð ëè â áåçâîäíîì òåòðàãèäðîôóðàíå (100 ìë),
îõëàæäàëè â áàíå ñ ñóõèì ëüäîì â àöåòîíå è ïðèáàâë ëè 1 Ì áðîìèñòûé âèíèëìàãíèé â
òåòðàãèäðîôóðàíå (30 ìë, 30 ììîëåé). ×åðåç 1 ÷àñ ïðèáàâë ëè åùå 20 ìë ðåàêòèâà
Ãðèíü ðà, çàòåì åùå 20 ìë ÷åðåç 2 ÷àñà. ×åðåç 4 ÷àñà ðåàêöèîííîé ñìåñè äàâàëè
íàãðåòüñ  äî òåìïåðàòóðû îêðóæàþùåé ñðåäû è ðåàêöèþ ïðîäîëæàëè 90 ìèíóò, çàòåì
ðåàêöèîííóþ ñìåñü îõëàæäàëè â áàíå ñî ëüäîì è âîäîé, ïðèáàâë ëè 100 ìë íàñûùåííîãî
ðàñòâîðà áèñóëüôàòà íàòðè , âîäíûé ñëîé ñëèâàëè è îðãàíè÷åñêèé ñëîé ïðîìûâàëè 75 ìë
1 í. ñîë íîé êèñëîòû, 75 ìë íàñûùåííîãî âîäíîãî ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà íàòðè  è 75 ìë
ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä ñóëüôàòîì íàòðè , óïàðèâàëè äîñóõà è î÷èùàëè íà
ñèëèêàãåëå, ïðèìåí   ôëýø-õðîìàòîãðàôèþ ñíà÷àëà ñ ãåêñàíîì: ýòèëàöåòàòîì 80:20,
çàòåì ñ ãåêñàíîì: ýòèëàöåòàòîì 70:30, ïîëó÷àëè ïðåäñòàâë þùèé ñïèðò ïðîäóêò (2,5 ã,
7,45 ììîë , 31%, ES (+) ÌÑ m/z=358 (M+Na)).

Ñïèðò (2,5 ã, 7,45 ììîë ) ðàñòâîð ëè â áåçâîäíîì äèõëîðìåòàíå (40 ìë), îõëàæäàëè â
áàíå ñ âîäîé è ëüäîì è îáðàáàòûâàëè ì-õëîðïåðîêñèáåíçîéíîé êèñëîòîé (mCPBA, 10 ã,
44,6 ììîë ) è åùå 40 ìë áåçâîäíîãî äèõëîðìåòàíà. Ðåàêöè  ïðîòåêàëà â òå÷åíèå 19
÷àñîâ, çàòåì ïðèáàâë ëè 75 ìë íàñûùåííîãî ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà íàòðè  âìåñòå ñ åùå
100 ìë äèõëîðìåòàíà. Âîäíûé ñëîé ñëèâàëè è îðãàíè÷åñêèé ñëîé ïðîìûâàëè 75 ìë
íàñûùåííîãî ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà íàòðè , 20% ðàñòâîðîì áèêàðáîíàòà íàòðè  (2×100
ìë), 75 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä ñóëüôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàëè, óïàðèâàëè
äîñóõà è î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ôëýø-õðîìàòîãðàôèè, ïðèìåí   ñíà÷àëà ãåêñàí: ýòèëàöåòàò
70:30, çàòåì ãåêñàí: ýòèëàöåòàò 50:50, ïîëó÷àëè ïðåäñòàâë þùèé ýïîêñèä ïðîäóêò (0,828
ã, 2,36 ììîë , 32%, ES (+) ÌÑ m/z=352 (Ì+Í)).

Ýïîêñèä (0,132 ã, 0,376 ììîë ) ðàñòâîð ëè â áåçâîäíîì ìåòàíîëå (2 ìë), ê êîòîðîìó
ïðèáàâë ëè òèîìî÷åâèíó (52,3 ìã, 0,687 ììîë ) è åùå 3 ìë ìåòàíîëà. Â ðåàêöèîííóþ
ñìåñü çàòåì ïðîïóñêàëè àçîò è õðàíèëè ïîä àçîòîì â òå÷åíèå äâóõ äíåé. Â ðåàêöèîííóþ
ñìåñü çàòåì çàëèâàëè 50 ìë ýòèëàöåòàòà, ïðîìûâàëè 1 Ì áèñóëüôàòîì íàòðè  (2×25 ìë),
áèêàðáîíàòîì íàòðè  (2×25 ìë), 25 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä ñóëüôàòîì íàòðè ,
óïàðèâàëè äîñóõà è î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ôëýø-õðîìàòîãðàôèè, èñïîëüçó  ñíà÷àëà ãåêñàí:
ýòèëàöåòàò 80:20 è çàòåì ãåêñàí: ýòèëàöåòàò 70:30, ïîëó÷àëè ïðåäñòàâë þùèé òèèðàí
ïðîäóêò (35 ìã, 0,095 ììîë , 25%, ES (+) ÌÑ m/z=390 (M+Na)).

Òèèðàí (35 ìã, 0,095 ììîë ) ðàñòâîð ëè â áåçâîäíîì äèõëîðìåòàíå (0,5 ìë) è
ïðèáàâë ëè ïåðéîäèíàí Äåññà-Ìàðòèíà (43,3 ìã, 0,102 ììîë ), à çàòåì åùå 0,5 ìë
áåçâîäíîãî äèõëîðìåòàíà. ×åðåç 30 ìèíóò ðåàêöèîííóþ ñìåñü ðàçáàâë ëè 7 ìë
äèõëîðìåòàíà, ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ôèëüòð ñ âåëè÷èíîé îòâåðñòèé 0,45 ìêì è î÷èùàëè ñ
ïîìîùüþ ôëýø-õðîìàòîãðàôèè ñ ïðèìåíåíèåì ãåêñàíà: ýòèëàöåòàòà 80:20, ïîëó÷àëè
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ïðîäóêò (17 ìã, 0,047 ììîë , 49%, ES (+) ÌÑ m/z=388 (M+Na)).
Òèèðàí (17 ìã, 0,047 ììîë ) ðàñòâîð ëè â áåçâîäíîì äèõëîðìåòàíå (5 ìë), îõëàæäàëè â

áàíå ñî ëüäîì è âîäîé è îáðàáàòûâàëè 5 ìë òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû. Ðåàêöèþ
ïðîäîëæàëè ïðè îõëàæäåíèè â áàíå ñî ëüäîì â òå÷åíèå 40 ìèíóò, ïîñëå ÷åãî ðåàêöèîííóþ
ñìåñü óïàðèâàëè äîñóõà è î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ îáðàùåííî-ôàçîâîé ÆÕÂÄ, ïîëó÷àëè
ñîåäèíåíèå 40 â âèäå òâåðäîãî âåùåñòâà áåëîãî öâåòà (1,8 ìã, 0,0058 ììîë , 13%, ES (+
) ÌÑ m/z=332 (M+Na)). Ýòî âåùåñòâî íåóñòîé÷èâî â äèìåòèëñóëüôîêñèäå, íî óñòîé÷èâî
ìåñ öàìè â âèäå ðàñòâîðà â ìåòàíîëå, õðàí ùåãîñ  ïðè -20°Ñ. Îáû÷íî ïðåäïî÷òèòåëüíî,
÷òîáû ðåàêöè  ñîåäèíåíè  ýòîãî óäëèíèòåë  ñ òèîëîì àêòèâíîãî ñàéòà ôåðìåíòîâ
caspases ïðîâîäèëàñü â òå÷åíèå òîëüêî 2-5 ìèíóò ïðè ðÍ 6 è ïðè íèçêîé ñòåõèîìåòðèè ïî
îòíîøåíèþ ê ôåðìåíòó (1-3 ýêâèâàëåíòà).

Ïðèìåð 11
Äàííûé ïðèìåð îïèñûâàåò ìîäèôèöèðîâàíèå caspase-3 ñ ïîìîùüþ óäëèíèòåë  13.

Caspase-3 êëîíèðîâàëè, ïîäâåðãàëè ñâåðõýêñïðåññèè è î÷èùàëè ñ ïðèìåíåíèåì
ñòàíäàðòíûõ ìåòîäèê. Ê 2 ìë ñîäåðæàùåãî 0,2 ìã/ìë ðàñòâîðà ïðèáàâë ëè 10 ìêë 50 ìÌ
ñîåäèíåíè  13 è ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ïðè òåìïåðàòóðå îêðóæàþùåé ñðåäû â òå÷åíèå 3,5
÷àñîâ, â ýòîò ìîìåíò ïî äàííûì ìàññ-ñïåêòðîñêîïèè îáíàðóæèâàëè ïîëíóþ ìîäèôèêàöèþ
êðóïíîé ñóáúåäèíèöû caspase-3 (Ì.ì. 16861, âû÷èñëåíî 16860). Ñî ñëîæíîãî òèîýôèðà
ñíèìàëè çàùèòó ïðè ïðèáàâëåíèè 0,2 ìë 0,5 Ì ãèäðîêñèëàìèíà, çàáóôåðåííîãî â
çàáóôåðåííîì ôîñôàòîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå (ÇÔÐ), è ïðîäîëæàëè ïðîâåäåíèå
ðåàêöèè â òå÷åíèå 18 ÷àñîâ, ê ýòîìó ìîìåíòó êðóïíà  ñóáúåäèíèöà èìåëà ìàññó 16819
(âû÷èñëåíî 16818). Áåëîê êîíöåíòðèðîâàëè â óñòàíîâêå Ultrafree 5 MWCO è áóôåð
îáìåíèâàëè íà 0,1 Ì N-((òðèñãèäðîêñèìåòèë)-ìåòèë)-2-àìèíîýòàíñóëüôîíîâóþ êèñëîòó
(TES) ñ ðÍ 7,5, èñïîëüçó  êîëîíêó Nap-5.

Ïðèìåð 12
Êðèñòàëëû caspase-3 âûðàùèâàëè ïðè 20°Ñ, èñïîëüçó  ñïîñîá äèôôóçèè ïàðîâ èç

âèñ ùåé êàïëè. Ñìåøèâàëè ðàâíûå îáúåìû ðàñòâîðà áåëêà (5-10 ìã/ìë ðàíåå
ìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà â 10 ìÌ òðèñ ñ ðÍ 8,5) ñ íàõîä ùèìñ  â ðåçåðâóàðå ðàñòâîðîì,
ñîäåðæàùèì 100 ìÌ öèòðàò íàòðè , ðÍ 5,9, 4% ãëèöåðèíà, 10-20% ÏÝÃ6000 è 10 ìÌ
äèòèîòðåèòîë (DTT). Íåáîëüøèå ðîìáè÷åñêèå ïëàñòèíêè îáû÷íî ïî âë ëèñü ÷åðåç 1-2
íåäåëè. ×åðåç 2 ìåñ öà îíè äîñòèãàëè ñâîé ìàêñèìàëüíûé ðàçìåð ïðèìåðíî 200×200×20
ìêì. Ïåðåä ñáîðîì äàííûõ êðèñòàëëû ãëóáîêî ïîãðóæàëè â íàõîä ùèéñ  â ðåçåðâóàðå
ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 25% ãëèöåðèíà, è çàòåì èõ ïîäâåðãàëè ìãíîâåííîìó èñïàðåíèþ
âûìîðàæèâàíèåì â æèäêîì àçîòå.

Äèôðàêöèîííûå äàííûå äë  äâóõ ïðèñîåäèíåííûõ ñîåäèíåíèé ñîáèðàëè ïðè 100 Ê,
ïðèìåí   ãåíåðàòîð Rigaku (Òîêèî) RU -3R, äåòåêòîð R-axis-IV, è îáðàáàòûâàëè,
ïðèìåí   êîìïëåêñ D*Trek. Ñòðóêòóðû îïðåäåë ëè ïóòåì ìîëåêóë ðíîãî çàìåùåíè , êàê
ýòî ðåàëèçóåòñ  â ïðîãðàììå AmoRe ((Navaza, J., Acta Crystallogr. Sect. A, A50:157-
163 (1994)), èñïîëüçó  êîîðäèíàòû ïîçèöèè 1ÑÐÇ áàíêà äàííûõ äë  áåëêîâ. Ìîäåëè
ñîåäèíåíèé êîíñòðóèðîâàëè â Pymol (DeLano, W.L., World Wide Web URL: http:
//www.pymol.org), ìîäåëè âûâåð ëèñü ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðîãðàììû Î (Jones, Ò.À., è
äð., Acta Cryst., A47: 110-119 (1991)) è óòî÷í ëèñü ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðîãðàììû
Refmac (CCP4).

Ïðèìåð 13
Äàííûé ïðèìåð îïèñûâàåò âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äë  ñèíòåçà

ñîåäèíåíè  50. Îáùà  ñõåìà ðåàêöèé ïðåäñòàâëåíà íà ñõåìå 6.
Ñõåìà 6
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à) 3-(Õëîðñóëüôîíèë)áåíçîéíóþ êèñëîòó (10,38 ã, 47,04 ììîë ) ñìåøèâàëè ñ H-
Asp(OtBu)-OMe (10,25 ã, 42,76 ììîë ) è êàðáîíàòîì íàòðè  (14,05 ã, 133 ììîë ) â 500
ìë äåèîíèçîâàííîé âîäû è ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
16 ÷àñîâ. Ðàñòâîð ôèëüòðîâàëè è çàòåì ïîäêèñë ëè 1 Ì áèñóëüôàòîì íàòðè  äî ðÍ 2.
Âîäíûé ðàñòâîð ýêñòðàãèðîâàëè ýòèëàöåòàòîì (3×300 ìë). Îáúåäèíåííûå îðãàíè÷åñêèå
ñëîè çàòåì ïðîìûâàëè 250 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä áåçâîäíûì ñóëüôàòîì
íàòðè , ôèëüòðîâàëè è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè, ïîëó÷àëè
ñîåäèíåíèå 41 (7,07 ã, 18,25 ììîë , 39%), ES (+) ÌÑ m/e=331 ((M-tBu)+H), êîòîðîå
èñïîëüçîâàëè áåç äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè.

á) Ñîåäèíåíèå 41 (7,07 ã, 18,25 ììîë ) ñóñïåíäèðîâàëè â 90 ìë áåçâîäíîãî ÒÃÔ â
àòìîñôåðå àçîòà è îõëàæäàëè äî 0°Ñ. Ïðèáàâë ëè ñ ïîìîùüþ øïðèöà èçîáóòèëîâûé ýôèð
õëîðìóðàâüèíîé êèñëîòû (2,49 ìë, 19,16 ììîë ), çàòåì N-ìåòèë-ìîðôîëèí (2,21 ìë, 20
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ììîëåé). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè ïðè 0°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèíóò, çàòåì âûëèâàëè
â îõëàæäåííûé äî -78°Ñ ðàñòâîð áîðãèäðèäà íàòðè  (2,4 ã, 63,88 ììîë ) â 182 ìë
òåòðàãèäðîôóðàíà è 63 ìë ìåòàíîëà. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè ïðè -78°Ñ â
òå÷åíèå 2 ÷àñîâ è çàòåì áîëüøóþ ÷àñòü òåòðàãèäðîôóðàíà óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì
äàâëåíèè. Ê îñòàòêó ïðèëèâàëè 200 ìë ýòèëàöåòàòà, ïðîìûâàëè 1 Ì áèñóëüôàòîì íàòðè 
(2×75 ìë), 75 ìë íàñûùåííîãî ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà íàòðè  è 75 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà,
ñóøèëè íàä áåçâîäíûì ñóëüôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàëè è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè
ïîíèæåííîì äàâëåíèè, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 42 (6,80 ã, 18,21 ììîë , 100%), ES (+) ÌÑ
m/e=317 ((M-tBu)+H), â âèäå òâåðäîãî âåùåñòâà áåëîãî öâåòà, êîòîðîå èñïîëüçîâàëè áåç
äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè.

â) Ñîåäèíåíèå 42 (6,80 ã, 18,21 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 100 ìë áåçâîäíîãî äèõëîðìåòàíà
â àòìîñôåðå àçîòà è ðàñòâîð îõëàæäàëè äî 0°Ñ. Ïðèáàâë ëè òðèýòèëàìèí (5,34 ìë, 38,33
ììîë ), à çàòåì ïðèáàâë ëè ïî êàïë ì ìåòàíñóëüôîõëîðèä (1,55 ìë, 20,08 ììîë ).
Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè 1 ÷àñ ïðè 0°Ñ, çàòåì ïðîìûâàëè 1 Ì áèñóëüôàòîì
íàòðè  (2×35 ìë), 40 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä áåçâîäíûì ñóëüôàòîì íàòðè ,
ôèëüòðîâàëè è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè. Îñòàòîê î÷èùàëè ñ
ïîìîùüþ ôëýø-õðîìàòîãðàôèè, ïðèìåí   ãåêñàíû: ýòèëàöåòàò 3:2, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå
43 (6,69 ã, 14,82 ììîë , 83%), ES (+) ÌÑ m/e=395 ((M-tBu)+H).

ã) Ñîåäèíåíèå À ïîëó÷àëè ñîãëàñíî ñïîñîáó èç ïðèìåðà 13â, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî
â êà÷åñòâå èñõîäíîãî âåùåñòâà èñïîëüçîâàëè 9-ôëóîðåíèë-

ìåòèëîêñèêàðáîíèë-β-àëàíèíîë (5,14 ã, 17,29 ììîë ) âìåñòî ñîåäèíåíè  42 (93%), êàê
ïîêàçàíî íèæå

ES (+) ÌÑ m/e=375 (Ì+1). Ñîåäèíåíèå èñïîëüçîâàëè áåç äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè.
ä) Ñîåäèíåíèå Â ïîëó÷àëè ñîãëàñíî ñïîñîáó èç ïðèìåðà 9æ, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî â

êà÷åñòâå èñõîäíîãî âåùåñòâà èñïîëüçîâàëè ñîåäèíåíèå À âìåñòî ñîåäèíåíè  38 (91%), êàê
ïîêàçàíî íèæå

ES (+) MC m/e=355 (Ì+1). Ñîåäèíåíèå èñïîëüçîâàëè áåç äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè.
å) Ñîåäèíåíèå Â (5,12 ã, 14,4 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 10 ìë äèõëîðìåòàíà è ïðèáàâë ëè

50 ìë ìåòàíîëà. Àçîò áàðáîòèðîâàë ÷åðåç ðàñòâîð â òå÷åíèå 15 ìèíóò è çàòåì ïðèáàâë ëè
ãèäðîêñèëàìèí (50% ðàñòâîð â âîäå, 4,42 ìë, 72 ììîë ), çàòåì ïðèáàâë ëè
òðèõëîðýòèëôîñôàò (ÒÑÅÐ) (4,13 ã, 14,4 ììîë ) è ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè â
àòìîñôåðå àçîòà â òå÷åíèå 4 ÷àñîâ. Ðàñòâîðèòåëü çàòåì óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì
äàâëåíèè è îñòàòîê çàíîâî ðàñòâîð ëè â 100 ìë ýòèëàöåòàòà, ïðîìûâàëè 50 ìë
íàñûùåííîãî ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà íàòðè  è 50 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä
áåçâîäíûì ñóëüôàòîì íàòðè  è ôèëüòðîâàëè. Ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì
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äàâëåíèè è îñòàòîê î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ôëýø-õðîìàòîãðàôèè, èñïîëüçó  ãåêñàíû:
ýòèëàöåòàò 4:1, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 44 (3,32 ã, 10,6 ììîë , 74%), ES (+) MC m/e=313(M+1).

æ) Ñîåäèíåíèå 43 (2,29 ã, 5,07 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 25 ìë äèìåòèëôîðìàìèäà,
ïðèáàâë ëè èîäèñòûé êàëèé (1,68 ã, 10,15 ììîë ) è ñìåñü ïåðåìåøèâàëè ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå 15 ìèíóò. Ïðèáàâë ëè ñîåäèíåíèå 44 (1,59 ã, 5,07 ììîë ), çàòåì áèêàðáîíàò
íàòðè  (0,426 ã, 5,07 ììîë ). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïðîäóâàëè àçîòîì è ïåðåìåøèâàëè ïðè
òåìïåðàòóðå îêðóæàþùåé ñðåäû â òå÷åíèå 20 ÷àñîâ. Â ðåàêöèîííóþ ñìåñü çàòåì çàëèâàëè
100 ìë ýòèëàöåòàòà, ïðîìûâàëè 1 Ì áèñóëüôàòîì íàòðè  (2×50 ìë), 50 ìë íàñûùåííîãî
ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà íàòðè  è 50 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä áåçâîäíûì
ñóëüôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàëè è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè,
ïîëó÷àëè ïðîäóêò, êîòîðûé î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ôëýø-õðîìàòîãðàôèè, èñïîëüçó 
õëîðîôîðì: 2Ì NH3 â ìåòàíîëå 95:5, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 45 (1,38 ã, 2,06 ììîë ,
âûõîä 41%), ES (+) MC m/e=612 ((Ì-tBu)+H).

ç) Ñîåäèíåíèå 45 (1,38 ã, 2,06 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 10 ìë äèõëîðìåòàíà. Çàòåì
ïðèáàâë ëè 10 ìë äèýòèëàìèíà. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè ïðè òåìïåðàòóðå
îêðóæàþùåé ñðåäû â òå÷åíèå 16 ÷àñîâ, ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè è
îñòàòîê î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ôëýø-õðîìàòîãðàôèè, èñïîëüçó  õëîðîôîðì: 2Ì NH3 â
ìåòàíîëå 95:5, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 46 (0,723 ã, 1,62 ììîë , âûõîä 79%), ES (+) MC m/e=
390 ((M-tBu)+H).

è) Ñîåäèíåíèå 47 ïîëó÷àëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå èç ïðèìåðà 8á, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî
â êà÷åñòâå èñõîäíîãî âåùåñòâà èñïîëüçîâàëè 5-(ìåòàí-ñóëüôîíèë)òèîôåí-2-êàðáîíîâóþ
êèñëîòó âìåñòî ñîåäèíåíè  27 (97%). ES (+) ÌÑ m/e=372 (Ì+Í).

è) Ñîåäèíåíèå 46 (0,320 ã, 0,717 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 5 ìë äèõëîðìåòàíà, ïðèáàâë ëè
ñîåäèíåíèå 47 (0,401 ã, 1,08 ììîë ), çàòåì N,N-äèèçîïðîïèëýòèëàìèí (DIEA) (0,249 ìë,
1,43 ììîë ). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè ïðè òåìïåðàòóðå îêðóæàþùåé ñðåäû 16
÷àñîâ è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè. Îñòàòîê çàíîâî ðàñòâîð ëè â 20
ìë ýòèëàöåòàòà, ïðîìûâàëè 1Ì áèñóëüôàòîì íàòðè  (2õ5 ìë), 5 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà,
ñóøèëè íàä áåçâîäíûì ñóëüôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàëè è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè
ïîíèæåííîì äàâëåíèè, ïîëó÷àëè ïðîäóêò, êîòîðûé î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ ôëýø-
õðîìàòîãðàôèè, èñïîëüçó  äèõëîðìåòàí: ýòèëàöåòàò 4:1, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 48 (0,126
ã, 0,198 ììîë , âûõîä 28%), ES (+) ÌÑ m/e=578 ((M-tBu)+H).

ê) Ñîåäèíåíè 48 (0,062 ã, 0,098 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 0,5 ìë áåçâîäíîãî
òåòðàãèäðîôóðàíà. Ê ýòîìó ðàñòâîðó ïðèáàâë ëè áîðãèäðèä ëèòè  (0,003 ã, 0,121 ììîë )
â 1 ìë äèýòèëîâîãî ýôèðà. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
45 ìèíóò è çàòåì ê íåé ïðèëèâàëè 10 ìë ýòèëàöåòàòà, ïðîìûâàëè 5 ìë íàñûùåííîãî
ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà íàòðè  è 5 ìë ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä áåçâîäíûì ñóëüôàòîì
íàòðè , ôèëüòðîâàëè è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè, ïîëó÷àëè
ñîåäèíåíèå 49 (0,058 ã, 0,096 ììîë , 98%), ES (+) ÌÑ m/e=550 ((M-tBu)+H).

ë) Ñîåäèíåíèå 49 (0,058 ã, 0,096 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 1 ìë äèìåòèëñóëüôîêñèäà è
ïðèáàâë ëè î-èîäîêñèáåíçîàò (IBX) (0,082 ã, 0,294 ììîë ). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü
ïåðåìåøèâàëè ïðè òåìïåðàòóðå îêðóæàþùåé ñðåäû â òå÷åíèå 5 ÷àñîâ è çàòåì ïðèëèâàëè
10 ìë ýòèëàöåòàòà, ïðîìûâàëè 5 ìë íàñûùåííîãî ðàñòâîðà áèêàðáîíàòà íàòðè  è 5 ìë
ñîë íîãî ðàñòâîðà, ñóøèëè íàä áåçâîäíûì ñóëüôàòîì íàòðè , ôèëüòðîâàëè è
ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè, ïîëó÷àëè òâåðäîå âåùåñòâî æåëòîãî
öâåòà, êîòîðîå çàòåì ðàñòâîð ëè â 5 ìë äèõëîðìåòàíà è îõëàæäàëè äî 0°Ñ.Ïðèáàâë ëè 5
ìë òåòðàãèäðîôóðàíà è ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè 30 ìèíóò. Ïîñëå óäàëåíè 
ðàñòâîðèòåë  ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè òåõíè÷åñêèé îñòàòîê î÷èùàëè ñ ïîìîùüþ
ïðåïàðàòèâíîé îáðàùåííî-ôàçîâîé ÆÕÂÄ, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 50 (0,009 ã, 0,016 ììîë ,
17%), ES (+) ÌÑ: m/e=548,68 (Ì+1).

Ïðèìåð 14
Íàñòî ùèé ïðèìåð îïèñûâàåò îäèí âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äë  ñèíòåçà

ñîåäèíåíè  51, êîòîðîå ïðåäñòàâëåíî íèæå
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Ñîåäèíåíèå 51 ïîëó÷àëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå èç ïðèìåðà 9 à-ç, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî
çàìåí ëè ï-òîëóîëñóëüôîõëîðèäîì ì-òîëóîëñóëüôîõëîðèä. ES (+) ÌÑ: m/e=548,41 (Ì+1).

Ïðèìåð 15
Äàííûé ïðèìåð îïèñûâàåò îäèí âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äë  ñèíòåçà

ñîåäèíåíè  54. Îáùà  ðåàêöèîííà  ñõåìà ïðåäñòàâëåíà ñõåìîé 7.
Ñõåìà 7

à) Ñîåäèíåíèå 48 (0,063 ã, 0,099 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 5 ìë ìåòàíîëà è ïðèáàâë ëè
ïåðåêèñü âîäîðîäà (0,026 ìë, 0,297 ììîë , 30%-íà  â âîäå). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü
íàãðåâàëè ïðè 50°Ñ â òå÷åíèå 16 ÷àñîâ è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè,
ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 52 (0,063 ã, 0,097 ììîë , 98%), ES (+) ÌÑ m/e=594 ((M-tBu)+H).

á) Ñîåäèíåíèå 53 ïîëó÷àëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå èç ïðèìåðà 13 ê, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî,
÷òî çàìåí ëè ñîåäèíåíèåì 52 ñîåäèíåíèå 48, ES (+) ÌÑ m/e=566 ((M-tBu)+H).

â) Ñîåäèíåíèå 54 ïîëó÷àëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå èç ïðèìåðà 9 ç, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî,
÷òî çàìåí ëè ñîåäèíåíèåì 53 ñîåäèíåíèå 39 (0,005 ã, 0,009 ììîë , 11%), ES (+) ÌÑ m/e=
564,68 (Ì+1).

Ïðèìåð 16
Ýòîò ïðèìåð îïèñûâàåò îäèí âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äë  ñèíòåçà

ñîåäèíåíè  56. Îáùà  ðåàêöèîííà  ñõåìà ïðåäñòàâëåíà ñõåìîé 8.
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Ñõåìà 8

à) Ñîåäèíåíèå 48 (0,150 ã, 0,236 ììîë ) ðàñòâîð ëè â 5 ìë ìåòàíîëà, ïðèáàâë ëè
óêñóñíóþ êèñëîòó (5 ìë), à çàòåì ïåðåêèñü âîäîðîäà (0,77 ìë, 10 ììîëåé, 35%-íà  â
âîäå). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü íàãðåâàëè ïðè 80°Ñ â òå÷åíèå 16 ÷àñîâ è ðàñòâîðèòåëü óäàë ëè
ïðè ïîíèæåííîì äàâëåíèè, ïîëó÷àëè ñîåäèíåíèå 55 (0,157 ã, 0,236 ììîë , 100%), ES (+)
ÌÑ m/e=610 ((M-tBu)+H).

á) Ñîåäèíåíèå 56 ïîëó÷àëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå èç ïðèìåðà 13 ê, à çàòåì èç ïðèìåðà 9
ç, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî èñõîäíûì áûëî ñîåäèíåíèå 55 (0,005 ã, 0,0086 ììîë , 36%),
ES (+) ÌÑ m/e=580 (Ì+1).

Ïðèìåð 17
Äàííûé ïðèìåð îïèñûâàåò îäèí âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äë  ñèíòåçà

ñîåäèíåíè  57, êîòîðîå ïðèâåäåíî íèæå

Ñîåäèíåíèå 57 ïîëó÷àëè ñîãëàñíî ìåòîäèêàì èç ïðèìåðà 13 à-ë, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî,
÷òî çàìåí ëè 4-(ìåòèëñóëüôîíèë)áåíçîéíîé êèñëîòîé 5-(ìåòàíñóëüôîíèë)-òèîôåí-2-
êàðáîíîâóþ êèñëîòó. ES (+) ÌÑ m/å=543 (Ì+1).

Ïðèìåð 18
Äàííûé ïðèìåð îïèñûâàåò âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äë  ñèíòåçà

ñîåäèíåíè  58, êîòîðîå ïðåäñòàâëåíî íèæå
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Ñîåäèíåíèå 58 ïîëó÷àëè ñîãëàñíî ìåòîäèêàì èç ïðèìåðà 13 à-é, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî,
÷òî çàìåí ëè 4-(ìåòèëñóëüôîíèë)áåíçîéíîé êèñëîòîé 5-(ìåòàíñóëüôîíèë)-òèîôåí-2-
êàðáîíîâóþ êèñëîòó, çàòåì ïðèìåí ëè ìåòîäèêè èç ïðèìåðà 15 à-â. ES (+) ÌÑ: m/e=559 (Ì+
1).

Ïðèìåð 19
Äàííûé ïðèìåð îïèñûâàåò âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äë  ñèíòåçà

ñîåäèíåíè  59, êîòîðîå ïðåäñòàâëåíî íèæå.

Ñîåäèíåíèå 59 ïîëó÷àëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå èç ïðèìåðà 13 à-é, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî,
÷òî çàìåí ëè 5-õëîð-6-ãèäðîêñèíèêîòèíîâîé êèñëîòîé 5-(ìåòàíñóëüôîíèë)-òèîôåí-2-
êàðáîíîâóþ êèñëîòó, çàòåì ñëåäîâàëè ìåòîäèêå èç ïðèìåðà 16 à-á. ES (+) ÌÑ: m/å=548 (Ì+
1).

Ïðèìåð 20
Äàííûé ïðèìåð îïèñûâàåò âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äë  ñèíòåçà

ñîåäèíåíè  60, êîòîðîå ïðåäñòàâëåíî íèæå
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Ñîåäèíåíèå 60 ïîëó÷àëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå èç ïðèìåðà 13 à-ë, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî,
÷òî çàìåí ëè áåíçîòèàçîë-6-êàðáîíîâîé êèñëîòîé 5-(ìåòàíñóëüôîíèë)-òèîôåí-2-
êàðáîíîâóþ êèñëîòó. ES (+) ÌÑ: m/å=522 (Ì+1).

Ïðèìåð 21
Äàííûé ïðèìåð îïèñûâàåò îäèí âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äë  ñèíòåçà

ñîåäèíåíè  61, êîòîðîå ïðåäñòàâëåíî íèæå

Ñîåäèíåíèå 61 ïîëó÷àëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå èç ïðèìåðà 13 à-é, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî,
÷òî çàìåí ëè áåíçîòèàçîë-6-êàðáîíîâîé êèñëîòîé 5-(ìåòàíñóëüôîíèë)-òèîôåí-2-
êàðáîíîâóþ êèñëîòó, äàëåå ñëåäîâàëè ìåòîäèêå èç ïðèìåðà 15 à-â. ES (+) ÌÑ: m/å=538 (Ì+
1).

Âñå óïîìèíàíè , öèòèðóåìûå âåçäå â ñïåöèôèêàöèè, ñïåöèàëüíî âíåñåíû â âèäå
ññûëîê. Õîò  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îïèñàíî ñî ññûëêàìè íà êîíêðåòíûå âàðèàíòû åãî
îñóùåñòâëåíè , ñïåöèàëèñòàì â äàííîé îáëàñòè äîëæíî áûòü ïîí òíî, ÷òî ìîãóò áûòü
ñäåëàíû ðàçëè÷íûå èçìåíåíè  è ýêâèâàëåíòíûå çàìåíû, íå âûõîä  çà ïðåäåëû
ïîäëèííîãî ñóùåñòâà è îáúåìà èçîáðåòåíè . Êðîìå òîãî, ìîæåò áûòü ñäåëàíî ìíîãî
ìîäèôèêàöèé ïðèìåíèòåëüíî ê êîíêðåòíîé ñèòóàöèè, ìàòåðèàëó, êîìïîçèöèè âåùåñòâ, ê
ñïîñîáó è òîìó ïîäîáíûì ïîëîæåíè ì. Âñå òàêèå ìîäèôèêàöèè íàõîä òñ  â îáëàñòè
îáúåìà ïðèò çàíèé ôîðìóëû èçîáðåòåíè , ïðèëàãàåìîé çäåñü.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Êîíúþãàò ìèøåíü-ñîåäèíåíèå, âûáðàííûé èç

è
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ãäå îçíà÷àåò ìèøåíü,

R è R1 êàæäûé íåçàâèñèìî îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (C1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó,
çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë èëè çàìåùåííûé àðèë,
ãäå àðèë  âë åòñ  ðàäèêàëîì, âûáðàííûì èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ôåíèë, íàôòèë,
òåòðàãèäðîíàôòèë, èíäàíèë, èíäåíèë, ïèðèäèë, ïèðàçèíèë, ïèðèìèäèíèë, ïèððîëèë,
ïèðàçîëèë, èìèäàçîëèë, òèàçîëèë, îêñàçîëèë, èçîîêñàçîëèë, òèàäèàçîëèë, îêñàäèàçîëèë,
òèîôåíèë, ôóðàíèë, õèíîëèíèë, èçîõèíîëèíèë;

m îçíà÷àåò 0, 1 èëè 2 è
n îçíà÷àåò 1 èëè 2.
2. Êîíúþãàò ìèøåíü-ñîåäèíåíèå ïî ï.1, ãäå ìèøåíüþ  âë åòñ  ïîëèïåïòèä.
3. Êîíúþãàò ìèøåíü-ñîåäèíåíèå ïî ï.2, ãäå êîâàëåíòíà  ñâ çü ìåæäó ãðóïïîé -S-S- è

ìèøåíüþ îáðàòèìà.

4. Êîíúþãàò ìèøåíü-ñîåäèíåíèå ïî ï.2, ãäå êîâàëåíòíà  ñâ çü ìåæäó ãðóïïîé -S-S- è
ìèøåíüþ íåîáðàòèìà.

5. Êîíúþãàò ìèøåíü-ñîåäèíåíèå ïî ï.2, ãäå ìèøåíü âûáèðàåòñ  èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
ôåðìåíòîâ, ðåöåïòîðîâ, ôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè, ëèãàíäîâ ðåöåïòîðîâ, ôàêòîðîâ ðîñòà,
öèòîêèíîâ, èììóíîãëîáóëèíîâ,  äåðíûõ áåëêîâ, êîìïîíåíòîâ òðàíñäóêöèè ñèãíàëà è
àëëîñòåðè÷åñêèõ ðåãóë òîðíûõ ôåðìåíòîâ.

6. Áèáëèîòåêà ñîåäèíåíèé, ãäå êàæäûé ÷ëåí èìååò ôîðìóëó, âûáðàííóþ èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç

è

ãäå R è R' êàæäûé íåçàâèñèìî îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (C1-C20) àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó,
çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë èëè çàìåùåííûé àðèë,
ãäå àðèë âûáðàí èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ôåíèë, íàôòèë, òåòðàãèäðîíàôòèë, èíäàíèë,
èíäåíèë, ïèðèäèë, ïèðàçèíèë, ïèðèìèäèíèë, ïèððîëèë, ïèðàçîëèë, èìèäàçîëèë, òèàçîëèë,
îêñàçîëèë, èçîîêñàçîëèë, òèàäèàçîëèë, îêñàäèàçîëèë, òèîôåíèë, ôóðàíèë, õèíîëèíèë,
èçîõèíîëèíèë;

m îçíà÷àåò 0, 1 èëè 2 è
n îçíà÷àåò 1 èëè 2.
7. Áèáëèîòåêà ïî ï.6, ñîäåðæàùà , êàê ìèíèìóì, 5 ÷ëåíîâ.
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8. Áèáëèîòåêà ïî ï.6, ñîäåðæàùà , êàê ìèíèìóì, 100 ÷ëåíîâ.
9. Áèáëèîòåêà ïî ï.6, ãäå êàæäûé ÷ëåí èìååò ðàçíóþ ìàññó.
10. Áèáëèîòåêà ïî ï.9, ãäå êàæäûé ÷ëåí èìååò ìàññó, êîòîðà  îòëè÷àåòñ  îò ìàññû

äðóãîãî ÷ëåíà áèáëèîòåêè, êàê ìèíèìóì, íà 5 àòîìíûõ åäèíèö ìàññû.
11. Áèáëèîòåêà ïî ï.9, ãäå êàæäûé ÷ëåí èìååò ìàññó, êîòîðà  îòëè÷àåòñ  îò ìàññû

äðóãîãî ÷ëåíà áèáëèîòåêè, êàê ìèíèìóì, íà 10 àòîìíûõ åäèíèö ìàññû.
12. Ñïîñîá èäåíòèôèêàöèè ñîåäèíåíè , êîòîðîå ñâ çûâàåò ïðîòåèí ìèøåíü,

âêëþ÷àþùèé:
à) èäåíòèôèêàöèþ ïåðâîãî ñîåäèíåíè  ôîðìóëû RDSSR1, êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñ

áåëêîì-ìèøåíüþ;
á) èäåíòèôèêàöèþ âòîðîãî ñîåäèíåíè  ôîðìóëû RESSR1, êîòîðîå ñâ çûâàåòñ 

ñ áåëêîì-ìèøåíüþ, è
â) îáðàçîâàíèå êîíúþãèðîâàííîãî ñîåäèíåíè , âêëþ÷àþùåãî RD è RE, ãäå RD è RE

êàæäûé íåçàâèñèìî îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (C1-Ñ20) àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, çàìåùåííóþ
(C1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë è çàìåùåííûé àðèë; è R1 îçíà÷àåò
íåçàìåùåííóþ (C1-Ñ10)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, çàìåùåííóþ (C1-Ñ10)-àëèôàòè÷åñêóþ
ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë, ãäå àðèë âûáèðàþò èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ôåíèë, íàôòèë,
òåòðàãèäðîíàôòèë, èíäàíèë, èíäåíèë, ïèðèäèë, ïèðàçèíèë, ïèðèìèäèíèë, ïèððîëèë,
ïèðàçîëèë, èìèäàçîëèë,  òèàçîëèë, îêñàçîëèë, èçîîêñàçîëèë, òèàäèàçîëèë, îêñàäèàçîëèë,
òèîôåíèë, ôóðàíèë, õèíîëèíèë, èçîõèíîëèíèë.

13. Ñïîñîá ïî ï.12, ãäå èäåíòèôèêàöè  âòîðîãî ñîåäèíåíè , êîòîðîå ñâ çûâàåòñ  ñ
ìèøåíüþ, îñóùåñòâë åòñ  â ïðèñóòñòâèè ïåðâîãî ñîåäèíåíè .

14. Ñïîñîá ïî ï.12, ãäå RDSSR1 è RESSR1 êàæäûé íåçàâèñèìî âûáèðàþòñ  èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç

è

ãäå R è R' êàæäûé íåçàâèñèìî îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (C1-Ñ20) àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó,
çàìåùåííóþ (C1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë èëè çàìåùåííûé àðèë;

m îçíà÷àåò 0, 1 èëè 2 è
n îçíà÷àåò 1 èëè 2.
15. Ñïîñîá èäåíòèôèêàöèè ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà, ïðèñóòñòâóþùåãî â êîíúþãàòå

ìèøåíü-óäëèíèòåëü-ëèãàíä, âêëþ÷àþùèé
à) ïðåäîñòàâëåíèå ìèøåíè ñ àíêåðíîé ãðóïïîé, ñïîñîáíîé îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ

ñâ çü èëè îáðàçîâûâàòü êîîðäèíàöèîííóþ ñâ çü ñ ìåòàëëîì â èíòåðåñóþùåì ñàéòå èëè
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áëèçêî ê èíòåðåñóþùåìó ñàéòó;
á) ñâ çûâàíèå ìèøåíè ñ óäëèíèòåëåì ñ îáðàçîâàíèåì ïðè ýòîì êîìïëåêñà ìèøåíü-

óäëèíèòåëü, ãäå óäëèíèòåëü âêëþ÷àåò ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, êîòîðà  îáðàçóåò
ëèáî êîâàëåíòíóþ ñâ çü, ëèáî êîîðäèíàöèîííóþ ñâ çü ñ ìåòàëëîì, è âòîðóþ
ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü;

â) ñâ çûâàíèå êîìïëåêñà ìèøåíü-óäëèíèòåëü ñ ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì, êîòîðûé
âêëþ÷àåò ãðóïïó, ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü êîâàëåíòíóþ ñâ çü ñ âòîðîé ôóíêöèîíàëüíîé
ãðóïïîé;

ã) îáðàçîâàíèå êîâàëåíòíîé ñâ çè ìåæäó êîìïëåêñîì ìèøåíü-óäëèíèòåëü è
ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì è

ä) èäåíòèôèêàöèþ ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà, ïðèñóòñòâóþùåãî â êîíúþãàòå ìèøåíü-
óäëèíèòåëü-ëèãàíä.

16. Ñïîñîá ïî ï.15, ãäå àíêåðíà  ãðóïïà âûáèðàåòñ  èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
ðåàêöèîííîñïîñîáíîãî ýëåêòðîôèëà, ðåàêöèîííîñïîñîáíîãî íóêëåîôèëà è ñàéòà
êîîðäèíàöèè ñ ìåòàëëîì.

17. Ñïîñîá èäåíòèôèêàöèè ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà, ïðèñóòñòâóþùåãî â êîíúþãàòå
ìèøåíü-óäëèíèòåëü-ëèãàíä, âêëþ÷àþùèé:

à) ïðåäîñòàâëåíèå ìèøåíè ñ ðåàêöèîííîñïîñîáíûì íóêëåîôèëîì â èíòåðåñóþùåì
ñàéòå èëè áëèçêî ê èíòåðåñóþùåìó ñàéòó;

á) ñâ çûâàíèå ìèøåíè ñ óäëèíèòåëåì ñ îáðàçîâàíèåì ïðè ýòîì êîìïëåêñà ìèøåíü-
óäëèíèòåëü, ãäå óäëèíèòåëü âêëþ÷àåò ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, êîòîðà  ðåàãèðóåò ñ
íóêëåîôèëîì â ìèøåíè ñ îáðàçîâàíèåì êîâàëåíòíîé ñâ çè, è âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíóþ
ãðóïïó, ñïîñîáíóþ îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü;

â) ñâ çûâàíèå êîìïëåêñà ìèøåíü-óäëèíèòåëü ñ ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì, êîòîðûé
ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü äèñóëüôèäíóþ ñâ çü;

ã) îáðàçîâàíèå äèñóëüôèäíîé ñâ çè ìåæäó êîìïëåêñîì ìèøåíü-óäëèíèòåëü è
ïîòåíöèàëüíûì ëèãàíäîì ñ îáðàçîâàíèåì ïðè ýòîì êîíúþãàòà ìèøåíü-óäëèíèòåëü-ëèãàíä
è

ä) èäåíòèôèêàöèþ ïîòåíöèàëüíîãî ëèãàíäà, ïðèñóòñòâóþùåãî â êîíúþãàòå ìèøåíü-
óäëèíèòåëü-ëèãàíä.

18. Ñïîñîá ïî ï.17, ãäå ðåàêöèîííîñïîñîáíûì íóêëåîôèëîì íà ìèøåíè  âë åòñ  òèîë
èëè çàìàñêèðîâàííûé òèîë.

19. Ñïîñîá ïî ï.17, ãäå óäëèíèòåëü èìååò ôîðìóëó
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ãäå R îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (C1-Ñ20)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, çàìåùåííóþ (C1-Ñ20)-
àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë è çàìåùåííûé àðèë, ãäå àðèë  âë åòñ 
ðàäèêàëîì, âûáðàííûì èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ôåíèë, íàôòèë, òåòðàãèäðîíàôòèë,
èíäàíèë, èíäåíèë, ïèðèäèë, ïèðàçèíèë, ïèðèìèäèíèë, ïèððîëèë, ïèðàçîëèë, èìèäàçîëèë,
òèàçîëèë, îêñàçîëèë, èçîîêñàçîëèë, òèàäèàçîëèë, îêñàäèàçîëèë, òèîôåíèë, ôóðàíèë,
õèíîëèíèë, èçîõèíîëèíèë;

R' îçíà÷àåò Í, -SR1, ãäå R1 îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (C1-Ñ10)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó,
çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ10)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë è çàìåùåííûé àðèë;

Õ  âë åòñ  óõîä ùåé ãðóïïîé, è ïð ìîóãîëüíèêè â êàæäîé ôîðìóëå ïðåäñòàâë þò
ñâ çóþùóþ äåòåðìèíàíòó.

20. Ñïîñîá ïî ï.17, ãäå óäëèíèòåëü ïðåäñòàâëåí ôîðìóëîé
èëè

ãäå R' îçíà÷àåò âîäîðîä, -SR1, ãäå R1 îçíà÷àåò íåçàìåùåííóþ (C1-Ñ10)àëèôàòè÷åñêóþ
ãðóïïó, çàìåùåííóþ (Ñ1-Ñ10)àëèôàòè÷åñêóþ ãðóïïó, íåçàìåùåííûé àðèë è çàìåùåííûé
àðèë, è ïð ìîóãîëüíèêè ïðåäñòàâë þò ñâ çóþùóþ äåòåðìèíàíòó.

Ïðèîðèòåò ïî ïóíêòàì: 21.11.2001, ïï.14, 19, 20,
10.04.2002, ïï.1-20.
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