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Туберкулез – одна из наиболее угрожающих 
инфекций как в развивающихся, так и в развитых 
странах. Длительная терапия высокими дозами 
антибиотиков приводит к развитию побочных эф-
фектов, снижающих уровень жизни пациентов, и 
к формированию мультирезистентных штаммов 
M. Tuberculosis. Разработан широкий спектр си-
стем доставки противотуберкулезных препаратов 
(ПТП): липосомальные [1], олигосахаридные [2], 
полимерные [3]. Однако большинство нано- и 
субмикронных частиц недостаточно эффектив-
но достигают цели при лечении легочных форм 
туберкулеза. Таким образом, очевидна необходи-
мость нацеливания систем доставки на альвео-
лярные макрофаги для борьбы с M. Tuberculosis, 
поражающей данные клетки [4].

Актуальная задача биомедицинской химии со-
стоит в синтезе биосовместимых полимеров для 
создания систем доставки лекарств с эффектом 
активного нацеливания. Перспективны в качестве 
адресной метки D-манноза и ее производные, по-

скольку на поверхности альвеолярных макрофагов 
легкого активно экспрессируются соответствую-
щие рецепторы [5, 6]. Подобные молекулы могут 
быть использованы для создания как полимерных, 
так и липосомальных систем доставки ПТП. 

Хитозан (аминополисахарид природного про-
исхождения) представляет собой перспективный 
полимер для создания систем доставки ПТП 
в виду его мукоадгезивных свойств и высокой 
биосовместимости. Большое число аминогрупп, 
доступных для взаимодействия, обусловливает 
широкий спектр реакций химической модифи-
кации для введения в структуру адресных меток. 
Известны способы получения хитозана, модифи-
цированного маннозой [7], однако данные мето-
дики обычно требуют 1–2 дня инкубации реакци-
онной смеси. Для применения хитозана-маннозы 
в биомедицинских целях необходимо разработать 
экспрессные методики синтеза, позволяющие 
контролировать степень модификации. Следу-
ет отметить, что для отбора наиболее перспек-
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тивных полимеров, модифицированных манно-
зой, необходимо глубокое понимание механизма 
взаимодействия таких молекул с рецепторами 
класса лектинов. Широко известен рецептор 
макрофагов, специфически связывающий оли-
госахариды, содержащие маннозные остатки 
[8]. Он относится к классу лектинов и представ-
ляет собой мембранный гликопротеин массой 
165 кДа. Процесс связывания лиганда с рецеп-
тором чувствителен к рН и требует присутствия 
ионов кальция. 

В качестве модельного лектина удобно ис-
пользовать конканавалин А (КонА), выделен-
ный впервые из растения Canavalia ensiformis. 
Он представляет собой гомотетрамер, каждая 
субъединица включает в себя 235 аминокислот-
ных остатков и имеет массу 26,5 кДа. Как и свя-
зывающий маннозу рецептор макрофагов, КонА 
чувствителен к рН (при рН ≤ 5,8 он диссоци-
ирует на димеры). Связывание лиганда требует 
присутствия ионов двухвалентного марганца и 
кальция. Природным лигандом для КонА явля-
ется триманнозид [9], в то время как различные 
производные маннозы характеризуются боль-
шими константами диссоциации по данным ми-
крокалориметрического титрования и поляриза-
ционного флуоресцентного анализа [10]. 

Следует отметить, что классическими метода-
ми исследования взимодействия между белком и 
углеводом можно считать ингибиторный анализ 
Ландштейна, хроматографические методы анали-
за, равновесный диализ, микрокалориметрический 
и поляризационный флуоресцентный анализ, при 
этом последние два наиболее часто используются 
в литературе. Так, калориметрия позволяет надеж-
но рассчитывать ΔН 0 и ΔСр для процесса комплек-
сообразования, что способствует установлению 
механизма. К недостаткам калориметрии следует 
отнести сложную обработку экспериментальных 
данных и высокие требования к оборудованию 
[11]. Метод поляризации флуоресценции высоко-
чувствителен, позволяет работать с равновесной 
системой и не требует дополнительных стадий от-
мывки, однако его применимость до сих пор огра-
ничена ввиду недостаточной чувствительности. 
Поскольку сигнал поляризации флуоресценции 
зависит от подвижности флуоресцентной метки на 
белке, полученный результат может быть искажен, 
особенно при несопоставимых размерах лиганда и 
рецептора [12]. 

К перспективным методам анализа сложных 
биосистем относится ИК-спектроскопия Фу-
рье – надежный и удобный метод, позволяющий 

в деталях изучать механизмы взаимодействия 
биомолекул и определять константы диссоциа-
ции [13]. Цель данной работы – изучение про-
цесса взаимодействия КонА с синтезированным 
производным хитозана 5 кДа, модифицирован-
ным маннозой. Полученные результаты позво-
лят заложить основу для дальнейшей системы 
адресной доставки противотуберкулезных пре-
паратов по отношению к альвеолярным макро-
фагам легкого.

Экспериментальная часть

Материалы. Конканавалин А, ДМСО, α-D-
манноза, флуороисцеиндиизоцианат (ФИТЦ), 
хитозан 5 кДа, NaBH3CN, таблетки для при-
готовления натрий-фосфатного буферного рас-
твора (ПБС) – все производства фирмы «Sigma 
Aldrich» (США); NaOH, тринитробензолсуль-
фокислота (ТНБС), соли бура, CaCl2, Na2CO3, 
MnCl2 («х.ч.», «Реахим», Россия).

Синтез хитозан-маннозы. Синтез был про-
веден по схеме, представленной на рис. 1. Хи-
тозан 5 кДа растворяли в 5%-й уксусной кис-
лоте, после чего добавляли раствор раствор 
D-маннозы в пятнадцатикратном мольном из-
бытке, рН доводили до 9,0 раствором 1 М NaOH, 
интенсивно перемешивали 10 мин и добавляли 
0,1 мг NaBH3CN, затем смесь перемешивали еще 
40 мин. Очистку продукта проводили путем диа-
лиза в диализных мешках Orange Scientifi c (Бель-
гия), масса отсечения 3 кДа против ПБС (рН 7,4).

Степень модификации хитозана маннозой 
определяли по числу свободных аминогрупп 
в хитозан-маннозе по сравнению с исходным 
препаратом хитозана. Регистрацию кинети-
ческих кривых образования окрашенных ад-
дуктов аминогрупп хитозана с тринитробен-
золсульфокислотой (ТНБС) проводили на 
УФ-спектрофотометре. В кювету, содержащую 
3 мл 0,1 М натрий-боратного буферного раствора 
(рН 8,5), добавляли 0,05 мл 1 М раствора ТНБС в 
воде, вносили аликвоту (50 мкл 1–2 мг/мл раство-
ра) сополимера, перемешивали и регистрировали 
изменение оптического поглощения при 420 нм в 
течение 60 мин при 22 °С. Кювета сравнения со-
держала 3 мл того же буфера и 0,05 мл раство-
ра ТНБС. Полученную кинетическую кривую 
изменения оптического поглощения экстрапо-
лировали к начальному моменту и определяли 
содержание (%) свободных аминогрупп в об-
разце хитозан-маннозы, за 100% принимали со-
держание аминогрупп в немодифицированном 
хитозане. 
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Комплексы КонА с хитозан-маннозой (0,02 М ПБС, рН 7,4) 

Название комплекса Соотношение КонА : хитозан-манноза

ХМ0,1 10:1

ХМ0,2 5:1

ХМ0,3 10:3

ХМ0,4 2,5:1

ХМ0,5 2:1

ХМ0,7 10:7

ХМ0,9 10:9

ХМ 1 1:1

ХМ 1,5 1:1,5

ХМ 2 1:2

П р и м е ч а н и е: концентрация ионов Ca2+ и Mn2+ 3,6∙10–5 М.

Рис. 1. ИК-спектр: 1 – хитозана, 2 – D-маннозы, 3 – хитозан-маннозы (0,02 М ПБС; pH 7,4, 22 °С). На вставке 
представлена схема синтеза производного хитозан-маннозы
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Получение комплексов КонА – хитозан-ман-
ноза. Для изучения процесса комплексообразо-
вания КонА с хитозан-маннозой методом ИК-
спектроскопии и поляризации флуоресценции 
получали комплексы при разном соотношении 
КонА : Хитозан-манноза (табл. 1). Комплексы 
получали в ПБС (pH 7,4) в присутствии хлорида 
кальция и марганца для функционирования КонА.

Синтез флуоресцентно-меченого КонА. Рас-
твор ФИТЦ в ДМСО (1 мг/мл) медленно добавля-
ли к 2,5 мл раствора КонА (2 мг/мл), растворен-
ному в 0,1 М Na2CO3 (pH 9,0). Реакция проходила 
при перемешивании в темноте в течение 4 ч при 
температуре 4 °С. Для очистки меченого бел-
ка от непрореагировавшего ФИТЦ проводили 
разделение на колонке Sephadex G-25 объемом 
5 мл. Полученные фракции анализировали мето-
дом УФ-спектрофотометрии и методом поляри-
зации флуоресценции. Концентрацию белка во 
фракциях рассчитывали по формуле Калькара. 

Регистрацию ИК-спектров проводи-
ли на ИК-спектрометре Фурье «Tensor 27» 
(«Bruker», Германия), оснащенного MCT-
детектором, охлаждаемым жидким азотом, с 
термостатом фирмы «Huber» (США). Изме-
рения проводили в термостатируемой ячейке 
нарушенного полного внутреннего отражения 
(НПВО, BioATR-II, «Bruker», Германия) с по-
мощью кристалла однократного отражения 
ZnSe при 22 °С и постоянной скорости продув-
ки системы сухим воздухом аппаратом «Jun-
Air» (Германия). На кристалл ячейки НПВО 
наносили аликвоту (30 мкл) образца, спектр 
регистрировали трижды в интервале от 4000 
до 950 см–1, с разрешением 1 cм–1; проводили 
70-кратное сканирование и усреднение. Фон 
регистрировали аналогично. Спектры анали-
зировали с помощью программы Opus 7.0.

Регистрацию спектров УФ проводили с по-
мощью прибора «SpectraMax M5» (США) в план-
шете Costar black\clear bottom (96 лунок). В план-
шет вносили по 150 мкл пробы и регистрировали 
спектр в диапазоне от 180 до 350 нм. 

Регистрацию спектров флуоресценции про-
водили с помощью прибора «SpectraMax M5» 
(США) в планшете Costar black\clear bottom (96 
лунок). В лунки планшета вносили по 150 мкл 
пробы и регистрировали спектр флуоресценции, 
после чего регистрировали сигнал поляризации 
флуоресценции. Спектры регистрировали при 
λвозб. = 485 нм, λэмиссии = 525 нм, λcut-off = 495 нм.

Статистическая обработка данных. Экс-
перименты по ИК-спектроскопии Фурье повторя-

ли не менее 3 раз, эксперименты с поляризацией 
флуоресценцией повторяли не менее 10 раз, экс-
перименты с аффинной хроматографией прово-
дили не менее 3 раз. Обработку данных осущест-
вляли в программах Sigma Plot 12.5 и Microsoft 
Excel, оснащенных пакетом AtteStat. 

Обсуждение результатов

Синтез и характеристика хитозан-манно-
зы. Синтез хитозан-маннозы проводили путем 
модификации свободных аминогрупп маннозой с 
образованием основания Шиффа и его последу-
ющего восстановления. Для исследования зави-
симости степени модификации хитозана от усло-
вий проведения синтеза и оптимизации методики 
варьировали концентрацию модифицирующего 
агента и время проведения реакции. Удалось до-
биться уменьшения времени синтеза конъюгата 
хитозан-манноза до 12 ч по сравнению с 48-часо-
вым синтезом, описанным в работе [7].  

Для определения степени модификации ман-
нозой была разработана оригинальная методика 
на основе анализа интенсивности узкой выра-
женной полосы поглощения при 1070 см–1 в ИК-
спектре модифицированного полимера, что соот-
ветствует валентным колебаниям связи C–O–C в 
маннозе. Для расчета степени модификации кон-
трольные ИК-спектры исходного хитозана вычи-
тали из спектров образца, содержащих такую же 
концентрацию биополимера. Концентрацию ман-
нозы в образцах определяли по калибровочной 
кривой (зависимость интенсивности 1070 см–1 от 
концентрации маннозы). Степень модификации 
составила 38±2%, что соответствует в среднем 
десяти остаткам маннозы на одну полимерную 
цепь.

В качестве контрольного метода определения 
степени модификации использовали метод титро-
вания свободных аминогрупп тринитробензол-
сульфокислотой (ТНБС) по полосе поглощения 
окрашенного продукта на 420 нм. Результат ока-
зался неожиданным: реакция с ТНБС показала 
100%-е модифицирование аминогрупп. 

Вероятно, все доступные для реакции с ман-
нозой аминогруппы, расположенные на поверх-
ности биополимера, вступают во взаимодействие 
с углеводом, и для реакции с ТНБС не остается 
свободных аминогрупп (все немодифицирован-
ные находятся внутри полимерных цепей). Мето-
дика, разработанная на базе ИК-спектроскопии, 
напротив, не имеет подобных недостатков (про-
странственные факторы не влияют на результаты 
анализа).
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Взаимодействие конканавалина А с хито-
зан-маннозой (ИК-спектроскопия Фурье). Для 
изучения процесса взаимодействия белков-ре-
цепторов с лигандами целесообразно примене-
ние ИК-спектроскопии Фурье – высокоинфор-
мативного и точного спектрального анализа, 
хорошо зарекомендовавшего себя для изучения 
сложных биологических систем. ИК-спектр 
КонА в натрий-фосфатном буфере представлен 
на рис. 2, а. В спектре присутствуют высокоин-
тенсивные полосы поглощения Амид I (1632 см–1) 
и Амид II (1537 см–1), соответствующие колеба-
ниям пептидной связи. Обнаружено, что зависи-

мость интенсивности полосы поглощения Амид I 
от концентрации КонА линейна, значит дальней-
шее изучение спектров, нормализованных на по-
лосу Амид I, корректно.

Полосы поглощения Амид I и Амид II характе-
ризуют изменения во вторичной структуре белка 
и могут быть информативны при анализе связы-
вания с лигандом. Обнаружено, что комплексо-
образование с хитозан-маннозой приводит к 
уменьшению интенсивности в нормализованных 
по Амиду I спектрах полосы поглощения Амид II. 

Установлено, что насыщение КонА при взаи-
модействии с хитозан-маннозой происходит при 

Рис. 2. А – нормированные на Амид I ИК-спектры КонА  и его комплекса с конъюгатом хитозан-манноза 
(0,02 М ПБС, pH 7,4, 22 °С). Спектры комплекса КонА – хитозан-манноза в области Амид II показаны 
сверху вниз на вставке (контроль, 4:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:10). Концентрация ионов Ca2+ и Mn2+ 3,6∙10–5 М. Б – изо-

терма сорбции для комплекса КонА – хитозан-манноза по данным ИК-спектроскопии

Рис. 3. Изотерма сорбции для комплекса ФИТЦ-КонА – хитозан-манноза по данным 
поляризации флуоресценции. Концентрация ФИТЦ-КонА постоянна (0,25 мг/мл), кон-
центрация хитозан-маннозы варьировалась для достижения требуемого основомольного 

избытка остатков маннозы (0,02 М ПБС, pH 7,4, 22 °С)
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двукратном избытке лиганда (рис. 2, б). Линеа-
ризация изотермы сорбции комплекса в коорди-
натах Скетчарда позволила рассчитать зна-
чение его константы диссоциации, равное 
5,5 (0,3)∙10–5

 
М. Природным лигандом для 

КонА является триманнозид (так называемая 
«маннозная тройка»), для которого, по литератур-
ным данным, значение константы диссоциации 
комплекса составляет 1,0 (±0,1)∙10–5 М [14]. Клю-
чевое отличие триманнозида заключается в его 
разветвленности, т.е. хитозан-манноза структур-
но отличается от природного лиганда КонА. При 
этом хитозан-манноза имеет значения константы 
диссоциации, близкие к константе диссоциации 
природного лиганда, что указывает на его пер-
спективность для дальнейшего использования в 
системах доставки ПТП. Для подтверждения по-
лученных результатов проводили анализ этой си-
стемы методом поляризации флуоресценции.

Влияние комплексообразования КонА с 
хитозан-маннозой на поляризацию флуорес-
ценции ФИТЦ-меченого КонА. Метод поля-
ризации флуоресценции – классический метод 
анализа взаимодействия белков с разными ли-
гандами. КонА, меченный ФИТЦ, обладает яр-
кой флуоресценцией, что позволяет применить 
данный метод анализа для изучения взаимодей-
ствия лектина с хитозан-маннозой. Установлено, 
что процесс связывания сопровождается увели-
чением сигнала поляризации флуоресценции 
с выходом на плато при двукратном избытке 
лиганда (рис. 3). Линеаризация в координатах 
Скетчарда позволила рассчитать значение кон-

станты диссоциации комплекса КонА – хитозан-
манноза, которая составила 1,6 (±0,7)∙10–5 М.

Поскольку метод поляризации обладает мень-
шими чувствительностью и воспроизводимо-
стью, чем метод ИК-спектроскопии Фурье, по-
грешность для значения диссоциации константы 
оказалась выше. Следует также учесть, что на 
сигнал поляризации может оказывать влияние 
и неспецифическое связывание полимера на 
поверхности белка.

Выводы

В настоящей работе предложена удобная экс-
прессная методика синтеза, очистки и характери-
зации маннозилированного хитозана. Методами 
ИК-спектроскопии Фурье и поляризационного 
флуоресцентного анализа изучен процесс взаи-
модействия модельного лектина конканавалина 
А с хитозан-маннозой. Установлено, что связы-
вание полисахарида приводит к достоверному 
уменьшению интенсивности полосы поглощения 
Амид II в нормированных на Амид I ИК-спектрах 
конканавалина. Связывание хитозан-маннозы с 
ФИТЦ-меченым КонА приводит к повышению 
поляризации флуоресценции белка. По изотер-
мам сорбции рассчитаны константы диссоциа-
ции, сходящиеся по порядку с константной диссо-
циации природного лиганда КонА триманнозида.
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NEW DETAILS ON THE INTERACTION OF MANNOSE-MODIFIED 
CHITOSAN WITH LECTIN CONCANAVALIN A ACCORDING                        
TO SPECTRAL METHODS

I.M. Le-Deygen*, P.V. Mamaeva, A.A. Skuredina, E.V. Kudryashova 

(Lomonosov Moscow State University, Faculty of chemistry, Department of chemical 
enzymology; *e-mail: i.m.deygen@gmail.com)

The possibility of comprehensive study of the interaction of receptors with ligands on the 
example of concanavalin A lectin and 5 kDa chitosan modifi ed with D-mannose by spectral 
methods of analysis was demonstrated. A convenient method for the synthesis and purifi ca-
tion of chitosan mannose is proposed. An analytically signifi cant decrease in the intensity 
of the absorption band of Amide II was found in the IR spectra of the receptor normalized 
to Amide I upon binding of chitosan-mannose. The values of the dissociation constants of 
the complexes are 5,5( 0,3)∙10

-5
М, the results confi rm the data of polarization fl uorescence 

analysis.

Key words: lectins, ligand-receptor interaction, chitosan, FTIR.
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