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Конструкции из функциональных липидов со спейсерной группой (function spacer lipid, FSL) представляют
собой диспергируемые в воде амфифильные молекулы, способные самоассоциировать в клеточных мемб�
ранах или на твердых поверхностях. Модификация биологической или небиологической поверхности про�
исходит быстро и достигается путем простого контакта поверхности с соответствующим буферным раство�
ром, содержащим один или несколько видов FSL. Если функциональная концевая группа FSL является
гликаном, формируются гликан�модифицированные поверхности. FSL�модифицированные клетки, виру�
сы и поверхности использовались как инструменты исследования in vitro и/или in vivo, в частности для ис�
следования антител и лектинов. FSL нашли применение для картирования специфичности антител и нейт�
рализации антител/токсинов, а также в диагностических системах. FSL�модифицированные клетки ис�
пользовались для иммунокорректировки и изучения трансфузионных реакций in vivo на моделях животных.
FSL являются самым простым и быстрым методом модификации поверхности гликанами.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: функциональные липиды со спейсерной группой, технология KODE, кодециты, нео�
гликолипиды.

Гликаны поверхности клеток существуют
преимущественно в трех формах: ассоцииро�
ванные с поверхностью незаякоренные глико�
конъюгаты, заякоренные в мембране гликопро�
теины (неподвижные гликаны) и мобильные
мембраносвязанные гликаны, такие как глико�
липиды и GPI�связанные белки. Некоторые
гликаны, ассоциированные с мембраной, могут
одновременно присутствовать во всех трех фор�
мах, например, антигены групп крови могут

входить в состав муцинов, адгезированных на
поверхности плазматической мембраны, а так�
же присутствовать в мембране в составе заяко�
ренных гликопротеинов и подвижных гликоли�
пидов. Несмотря на то, что все типы ассоцииро�
ванных с клеткой гликанов интересны с точки
зрения проявления ими биологических функ�
ций [1, 2], данный обзор сфокусирован на син�
тезе и биологической активности только мо�
бильных мембраносвязанных гликанов в форме
синтетических гликолипидоподобных конструк�
ций (неогликолипидов, NGL или функциональ�
ных липидов со спейсерной группой, FSL).

Липидный «хвост» природного гликолипида
обеспечивает ассоциацию гликана с клеткой –
погружаясь внутрь, он заякоривает гликан в
плазматической мембране [3, 4]. Такие молеку�
лы либо распределяются равномерно, либо об�
разуют кластеры, при этом ассоциируя с други�
ми компонентами мембраны [5, 6]. Встроенные
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гликолипиды имеют определенное время жизни
в плазматической мембране – выходят в меж�
клеточный матрикс (или в плазму крови); об�
ратное явление тоже имеет место, т.е. неоглико�
липиды могут быть захвачены из межклеточных
жидкостей в плазматическую мембрану [3, 4].
Именно независимая («free�spirit») природа гли�
колипидов сделала их идеальной моделью для
разработки синтетических гликолипидоподоб�
ных конструкций для модификации клеток гли�
канами. В настоящее время используется нес�
колько методов получения неогликолипидов.
Одним из них является конъюгация восстанав�
ливающих олигосахаридов с аминофосфолипи�
дами посредством восстановительного амини�
рования [7, 8]. Данная методология включает
раскрытие моносахаридного кольца на восста�
навливающем конце, что в ряде случаев оказы�
вает влияние на биологическую активность гли�
канов. Другим подходом к синтезу NGL являет�
ся оксимное лигирование, которое заключается
в конденсации восстанавливающих олигосаха�
ридов с липидами, содержащими аминоокси�
функциональную группу [9]. В составе получен�
ных таким образом неогликолипидов обычно
присутствуют как циклическая, так и ацикли�
ческая формы моносахарида на восстанавлива�
ющем конце, что приводит к неопределенности
структуры NGL и химической нестабильности
по отношению к гидролизу. Тем не менее такие
NGL применяются в микроэррейных системах
для идентификации новых биологически значи�
мых гликолигандов [8, 9]. Идентичные природ�
ным синтетические гликосфинголипиды полу�
чают в результате многостадийного химическо�
го синтеза, они нашли применение для исследо�
вания углевод�углеводного и углевод�белкового
взаимодействия в клеточной адгезии, при бакте�
риальных и вирусных инфекциях, в воспали�
тельном ответе и т.д. [10, 11]. Основным их не�
достатком является сложность конъюгации гли�
кана с церамидным остатком. Сообщалось так�
же о синтезе неогликолипидов, содержащих
стерол, сдвоенные алкильные цепи или остатки
высших спиртов в качестве липидоподобного
агликона [12–14]. Однако такие NGL часто пло�
хо растворяются в физиологическом растворе и
требуют добавления растворителей (например,
метанола) и/или других липидов для солюбили�
зации перед встраиванием в мембрану [12].

Для преодоления вышеупомянутых ограни�
чений мы разработали подход к созданию раст�
воримых в воде неогликолипидов посредством
присоединения гликанов к липидам через спей�
серные группы – так называемых FSL�конструк�
тов [15]. При разработке FSL мы руководствова�
лись и другими критериями: FSL должны спон�

танно и воспроизводимо встраиваться в клеточ�
ные мембраны, а спейсерная группа и липид per se
должны быть биологически инертными, чтобы
обеспечить возможность использования FSL in
vivo. Позднее было обнаружено, что FSL спо�
собны к самоассоциации в течение нескольких
секунд на почти любой небиологической поверх�
ности, включая металлы, пластик и бумагу, с об�
разованием стабильного гликанового покрытия,
сохраняющегося в плазме крови и не удаляюще�
гося в процессе промывки буферными раствора�
ми, что значительно расширило область их при�
менения [16].

СИНТЕТИЧЕСКИЕ 
ГЛИКОЛИПИДОПОДОБНЫЕ 

КОНСТРУКТЫ (FSL)

Cтруктура FSL. Как показывает название,
конструкт функционального липида со спей�
серной группой (FSL) состоит из трех компо�
нентов: функциональной концевой группы
(«головы»), спейсерной группы и липидного
«хвоста». Несмотря на то, что функциональная
концевая группа играет ключевую роль как био�
логически активный компонент, спейсерная
группа и липид также важны, обеспечивая встра�
ивание в мембрану или ассоциацию на поверх�
ности. Варьируя эти группы, можно конструи�
ровать множество вариантов FSL, при этом це�
ленаправленно изменяя презентацию, ориента�
цию, дистанцирование от мембраны группы F,
что дает возможность влиять на биологическую
активность FSL в целом.

Функциональная концевая группа. Эта группа
обычно является биологически активным ком�
понентом в составе FSL и может быть практи�
чески любой [17], но лучше гидрофильной для
обеспечения амфифильности FSL; амфифиль�
ность способствует самоассоциации и спонтан�
ному встраиванию в мембрану или процессу
покрытия поверхности. Были синтезированы
FSL, которые содержали в качестве функцио�
нальных групп гликаны, пептиды, белки, метки,
флуорофоры, металлы, субстраты ферментов,
хелатирующие агенты, олигонуклеотиды, хими�
чески реакционноспособные группы (в част�
ности, для «клик�химии»), но в контексте дан�
ного обзора будут обсуждены только гликаны.
Гликаны в диапазоне от моносахаридов до оли�
госахаридов, вплоть до 100 моносахаридных ос�
татков, были использованы для получения FSL
[15–19]. Хотя верхний предел размера гликана
еще не установлен, слишком большая функцио�
нальная «голова» потенциально может мешать
процессу встраивания/самоассоциации. Во из�
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бежание этого для больших функциональных
групп можно применить двухстадийный подход,
при котором на первом этапе F представляет со�
бой реакционноспособную неуглеводную груп�
пу, которая может взаимодействовать с надлежа�
щим образом модифицированным гликаном.
Обычно используют FSL с биотином в качестве
функциональной «головы», которые могут за�
тем «захватывать» биотинилированный гликан
через авидиновый мостик [15]. Однако сущест�
вуют и альтернативные подходы, например, ис�
пользование FSL с малеимидом, применение
«клик�химии», субстрат�ферментного взаимо�
действия или хелатирующих агентов, при нали�
чии соответствующим образом модифицирован�
ных гликанов.

Спейсерная группа. Спейсерная группа явля�
ется той принципиальной составной частью
FSL, которая отличает FSL от природных глико�

липидов. Наличие спейсерной группы привно�
сит дополнительные свойства, не всегда прису�
щие природным гликолипидам, включая в не�
которых случаях модулирование биологической
активности гликана. Спейсерная группа делает
более простой химию конъюгации липидного
«хвоста» с функциональной «головой», но она
также способствует растворимости FSL в воде и
дает возможность варьировать расстояние между
гликаном и мембраной/поверхностью, что поз�
воляет уменьшить стерические затруднения при
представлении гликанов на поверхности. К нас�
тоящему времени синтезирован ряд простых и
сложных вариантов (рис. 1), включая спейсеры
разной длины, а также разветвленные и функ�
ционализированные – для создания дополни�
тельных биологических эффектов. Более длин�
ные и мультивалентные спейсерные группы мо�
гут повысить чувствительность методов опреде�

Рис. 1. Структурные вариации спейсерных групп, использованных для получения FSL. Возможные функциональные кон�
цевые группы, относящиеся к каждому спейсеру (табл. 1), и липидные «хвосты» (рис. 2) обозначены буквами F и L соот�
ветственно. Коды для обозначения спейсеров и преспейсеров приведены в табл. 2. Верхний спейсер – адипат, обеспечи�
вает (вместе с преспейсером гликанов) дистанцирование гликана от клеточной мембраны на расстояние 1,9 нм. CMGn –
линейные спейсеры, основанные на частично карбоксиметилированном олигоглицине, могут быть синтезированы с раз�
ным значением n, но для получения FSL в основном используются CMG2 (см. также рис. 3), которые обеспечивают дис�
танцирование гликана от поверхности на расстояние 7,2 нм. β�DD�кластер содержит три гликана, присоединенные к од�
ному липидному «хвосту» посредством короткого (~2 нм) спейсера. Тримерный CMG�спейсер использовался в синтезе
пептидных FSL и еще не применялся для гликанов, хотя и является пригодным для этого
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ления гликанов на поверхности клетки (неопуб�
ликованные данные). В трех� и четырехвалент�
ных вариантах, сконструированных таким обра�
зом, чтобы обеспечить жесткость конструкции,
дистанцирование гликанов открывает путь к оп�
тимизации связывания с мультисубъединичны�
ми белками (в частности, лектинами) – здесь
важно, чтобы расстояние между гликанами со�
ответствовало расстоянию между гликан�связы�
вающими доменами белка.

Желательно, чтобы спейсерный участок FSL
был биологически инертным, т.е. не реагировал
с неразбавленной сывороткой, не стимулировал
иммунную систему (включая толл�подобные ре�
цепторы и систему комплемента), не являлся ток�
сичным и не инициировал каких�либо иных не�
специфических биологических эффектов [20–22].
До настоящего времени для использованных
спейсерных групп (рис. 1) таких эффектов не
наблюдалось как в исследованиях in vitro, так и
in vivo [20–22].

Липид. Липидный «хвост» природного гли�
колипида заякоривает гликан на поверхности

мембраны [4], к такому же эффекту приводит
липидный фрагмент FSL. Его природа влияет на
амфифильные свойства молекулы и вкупе с
функциональной «головой» и спейсером опре�
деляет способность FSL диспергироваться в во�
де, а также спонтанно самоассоцировать на по�
верхностях. Для конструирования FSL был ис�
пользован ряд липидов (рис. 2), включая 1,2�ди�
олеоил�sn�глицеро�3�фосфоэтаноламин (DOPE,
L1, табл. 1), холестерин (L2, табл. 1), а также
природные и синтетические церамиды. В том же
качестве были проверены и другие липиды, нап�
ример, 1,2�О�дистеарил�sn�глицеро�3�фосфо�
этаноламин (DSPE), rac�1,2�диолеоилглицерин
(DOG) и моноацилоктадекановая кислота, но
они не получили регулярного использования,
поскольку либо не давали преимуществ, либо
уступали DOPE в способности обеспечивать
быстрое диспергирование в воде, встраивание в
клетки и спонтанную самоассоциацию на поверх�
ностях.

В целом FSL с липидными «хвостами»,
представленными церамидом и DOPE, являют�

Рис. 2. Липиды, обычно используемые для получения FSL. Возможные функциональные концевые группы, относящие�
ся к каждому липиду (табл. 1), и спейсеры (рис. 1) обозначены буквами F и S соответственно. Церамид использовался для
получения FSL с биотином в качестве функциональной «головы» и еще не применялся для гликанов, но является пригод�
ным для этого
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Таблица 1. Гликаны в различных вариантах, синтезированных FSL

холестерин (L2),
спейсеры (табл. 2)

4

S3

S3

S3

S3

S3

DOPE (L1),
cпейсеры (табл. 2)

3

S3S1, S3S5, S3S6,
S3S7

S3S1, S3S5

S3S1

S3S1

S3S5

S3S1, S3S5

S3S1

S3S5

S3S5
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S3S1

S3S1

S3S1

S3S1
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S3S5

S3S5

S3S5

S3S5

S3S1

S2S1

S2S1

S3S1

S2S1

Структура гликана

2

Олигосахариды групп крови

GalNAcα3(Fucα2)Galβ

Galα3(Fucα2)Galβ

Fucα2Galβ

Fucα2Galβ4GlcNAcβ

GalNAcα3(Fucα2)Galβ3GlcNAcβ

GalNAcα3(Fucα2)Galβ4GlcNAcβ

GalNAcα3(Fucα2)Galβ3GalNAcα

GalNAcα3(Fucα2)Galβ3GalNAcβ

Galα3(Fucα2)Galβ3GlcNAcβ

Galα3(Fucα2)Galβ4GlcNAcβ

Galα3(Fucα2)Galβ3GalNAcα

Galα3(Fucα2)Galβ3GalNAcβ

GalNH2α3(Fucα2)Galβ

Galα3Galβ4GlcNAcβ

Galβ3(Fucα4)GlcNAcβ

Galβ4(Fucα3)GlcNAcβ

Fucα2Galβ3(Fucα4)GlcNAcβ

Fucα2Galβ4(Fucα3)GlcNAcβ

GalNAcα3(Fucα2)Galβ3(Fucα4)GlcNAcβ

Galα3(Fucα2)Galβ3(Fucα4)GlcNAcβ

GalNAcα3(Fucα2)Galβ4(Fucα3)GlcNAcβ

Galα3(Fucα2)Galβ4(Fucα3)GlcNAcβ

GalNAcα3GalNAcβ

GalNAcα3GalNAcβ3Galα4Galβ4Glcβ

Galα4Galβ4Glcβ

GalNAcβ3Galα4Galβ4Glcβ

Galα4Galβ4GlcNAcβ

Вариации липид–спейсер
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ся лучшими для встраивания и долговременного
удерживания в мембране (неопубликованные
наблюдения). Нужно заметить, что легким
встраиванием и надежным удерживанием в
мембране не исчерпывается список свойств, ко�
торые ожидаются от FSL в дальнейших исследо�
ваниях. В частности, природа липидного фраг�
мента влияет на способность гликана узнаваться
белком�контррецептором. Cчитается, что имен�
но поэтому FSL�Gb3 способен предотвращать
заражение мононуклеаров периферической кро�
ви вирусом иммунодефицита человека [20].

СИНТЕЗ 
НЕОГЛИКОЛИПИДОВ S

Конструирование FSL включает синтез оли�
госахаридов (F), синтез соответствующих спей�
серных групп (S) и несколько подходов для
конъюгации спейсеров (S) и липидов (L), а за�
тем блоков спейсер–липид (SL) с гликанами
(которые, в свою очередь, могут иметь корот�
кий преспейсер для облегчения конъюгации).
Полное описание получения FSL с разными
спейсерными группами приведено ранее [15].

1

Neu5Ac3'LN

Neu5Gc3'LN

Neu5Ac6'LN

Neu5Gc6'LN

Neu5Ac3'Lac

SiaTn

YDS

Lac

TF

α�LN

Adi

LNnT

i (LN2)

GA1

LNFP I

Гиалуронат

Man3

5

[15]

[15]

[21]

[28]

[28] 

[15, 19]

Окончание таблицы 1

43

S3S1, S3S5

S3S1

S3S1, S3S5, S3S6

S3S1

S4S1

S3S1

S4S1

S3S1

S3S1

S3S1

S3S1

S3S1

S3S1

S3S1

S4S1

S2S1

S3S1

S4S1

S1

S4S1

2

Сиалилированные

Neu5Acα3Galβ4GlcNAcβ

Neu5Gcα3Galβ4GlcNAcβ

Neu5Acα6Galβ4GlcNAcβ

Neu5Gcα6Galβ4GlcNAcβ

Neu5Acα3Galβ4Glcβ

Neu5Acα6GalNAcαβ

(Neu5Acα6Galβ4GlcNAcβ2Manα)23,6Manβ4
GlcNAcβ4GlcNAcβ

Другие

Galα

Galβ

GalNAcβ

Galβ4Glcβ

Galβ3GalNAcα

Galα4GlcNAcβ

GalNAcα3Galβ

Galβ4GlcNAcβ3Galβ4Glcβ

Galβ4GlcNAcβ3Galβ4GlcNAcβ

Galβ3GalNAcβ4Galβ4Glcβ

Fucα2Galβ3GlcNAcβ3Galβ4Glcβ

GlcAβ3[GlcNAcβ4GlcAβ3]nGlcNAc�аминоальдитол

Manα6(Manα3)Manβ
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Здесь мы даем краткий обзор основных стадий
синтеза.

Гликаны. Все функциональные гликаны (за
исключением гиалуроновой кислоты), исполь�
зованные для получения FSL (табл. 1), имеют
преспейсеры (S2, S3 или S4, табл. 2) с терми�
нальной NH2�группой для дальнейшей модифи�
кации и, до некоторой степени, унификации
синтеза FSL. 2�Аминоэтил (S2) и 3�аминопро�
пил (S3) гликозиды гликанов, приведенных в
табл. 1, были получены, как описано в работах
Бовина с соавт. [31–46]. В синтезе N�глицилгли�
козидов (S4) из природных или синтетических
восстанавливающих олигосахаридов (OS) мы
следовали методологии, описанной в работе Ту�
зикова с соавт. [47]. Восстанавливающие OS
превращали в гликозиламино�1�N�глицильные
производные путем последовательной обработ�
ки NH4HCO3, хлоруксусным ангидридом и вод�
ным NH3 (схема 1).

Олигомеры (8–15 кДа) гиалуроновой кисло�
ты (HA) переводили в НА�гликамины восстано�
вительным аминированием с использованием
ацетата аммония и цианоборгидрида натрия
(схема 2) [19].

Кластерный (трехвалентный) по лиганду FSL�
β�DD(Atri)3 синтезировали из трисахарида А в
форме 3�аминопропилгликозида присоедине�
нием трех гликанов к карбоксильным группам
β�L�аспартил�L�аспарагиновой кислоты (β�DD)
[48] (схема 3).

Блоки спейсер–липид и конечные FSL8
конструкты. Общая процедура синтеза всех FSL
приведена на схеме 4. Во�первых, конъюгацией
DOPE с бис(N�гидроксисукцинимидил)адипа�
том получали активированное SL�производное –
1,2�ди�О�олеоил�sn�глицеро�3�фосфоэтанола�
мин (DOPE�Ad�ONSu). Конденсация амино�

терминированных гликанов (OS�sp�NH2) с
DOPE�Ad�ONSu приводила к FSL с коротким
(адипиновым) спейсером. Аналогично получали
FSL�конструкты с трехвалентным β�DD(Atri)3

кластером. Для синтеза FSL, содержащих кар�
боксиметилглицильный спейсер (Glyc�Ad�
CMGn�DOPE, n = 2 или 4), использовали другой
подход. Реакцией диаминопроизводного CMG с
DOPE�Ad�ONSu получали аминотерминиро�
ванный CMGn�DOPE, который затем конденси�
ровали с активированными гликанами (OS�sp�
Ad�ONSu) (схема 4).

МОДИФИКАЦИЯ 
ПОВЕРХНОСТЕЙ FSL8КОНСТРУКТАМИ

Синтезированные к настоящему моменту
FSL приведены в табл. 1. Для некоторых глика�
нов получены FSL c разными комбинациями
спейсер–липид (рис. 3). После синтеза и лио�
филизации FSL представляют собой аморфный
белый порошок, растворимый в водных буфер�

Структура

–O(CH2)4C(O)NH–

–O(CH2)2NH–

–O(CH2)3NH–

–NHC(O)CH2NH–

CMG2

CMG4

Код спейсера

S1

S2

S3

S4

S5

S6

Таблица 2. Спейсеры в составе FSL. Расшифровка структур
спейсеров, упоминаемых в табл. 1

Схема 1. Синтез N�глицилгликозидов

Схема 2. Синтез гликаминов гиалуроновой кислоты
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ных растворах и воде. Обычно эти соединения
стабильны и могут храниться в сухом виде при
комнатной температуре в течение многих лет
без признаков разложения. FSL также стабиль�
ны при хранении в буферных растворах, имеют�
ся примеры их хранения в стерильном PBS в те�
чение более шести лет при 4°. Однако несмотря
на стабильность в буферных растворах, FSL�
конструкты разлагаются в деионизованной во�
де, что, возможно, происходит из�за локального
изменения рН в мицеллах, которое приводит к
гидролизу сложноэфирной связи в липиде. В
целом FSL растворяются в воде, образуя проз�
рачные растворы при концентрациях <50 мг/мл
(при более высоких концентрациях они образу�

ют гель), и могут быть использованы для полу�
чения биологически активных модифицирован�
ных гликанами клеток/поверхностей в концент�
рациях от 5 мкг/мл. Как правило, рабочие кон�
центрации FSL в растворе находятся в диапазо�
не 10–100 мкг/мл, но для каждого конкретного
гликана или вида исследования концентрация
оптимизируется.

С помощью FSL можно модифицировать
большинство биологических мембран (клетки,
вирусы, бактерии, даже целые организмы), ли�
посомы и небиологические поверхности (плас�
тик, металлы, резина, бумага и т.д.), включая
гидрофобные и гидрофильные поверхности
(табл. 3 и 4). К настоящему моменту оказалось

Схема 3. Получение кластера β�DD(Atri)3
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Схема 4. Общая процедура синтеза FSL�конструктов

sp = S2, S3, S4 (табл. 2)
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Серология

Методология

Иммунология

Вирусология

Токсины

Эмбрионы

Ссылки

[23, 26]

[25, 27]

[16, 18, 27]

[16, 18, 49]

[50]

[16, 18]

[51]

[30]

[21, 24]

[21]

[28, 29]

[20]

[16]

[20]

[20]

[52]

Таблица 3. Опубликованные данные по применению FSL в биологических исследованиях

Гликаны в составе FSL

Atri, Btri

Atri, Btri, AcqB, Lea

A1, A2, A3, A4, B1, B2, Atri, Btri, AcqB, Lea,
Fs2, Fs5

Galili, Fs2, Fs5

Atri, Btri

A1, A2, A3, A4, B1, B2, Atri, Btri, AcqB, Lea,
Fs2, Fs5

Atri

Fs2

Atri

Atri

Atri, Galili, α�LN, Adi

Gb3

Neu5Ac3'LN, Neu5Ac6'LN

Gb3

Gb3

HA

Клетки/поверх�
ности, модифици�

рованные FSL

эритроциты

эритроциты

эритроциты

эритроциты

бумага, нейлон,
нановолокна

эритроциты

эритроциты

мышиные эритро�
циты

плазма, мышиные
эритроциты

эритроциты

клетки Jurkat CT,
мононуклеары

эритроциты

клетки Jurkat CT,
мононуклеары

силикагельные
пластинки для

ТСХ

мышиные
эмбрионы

контроль качества,
обучение

имитация антигенов
групп крови

картирование антител

ксеноантигены

проточная
цитофлуорометрия

ИФА

иммобилизация

бактериальная адгезия

реакции при перелива�
нии крови

нейтрализация антител

активация комплемента

имитация антигенов

взаимодействие с виру�
сом гриппа

ингибирование ВИЧ

связывание веротоксина

адгезия

Применение

невозможным модифицировать только нес�
колько поверхностей, в частности клетки дрож�
жей. Хотя было показано, что покрытие гидро�
фильных поверхностей происходит так же лег�
ко, как и покрытие поверхностей гидрофобных,
остается неясным, как именно идет присоеди�
нение FSL к гидрофильным поверхностям. По�
видимому, адгезия FSL осуществляется по нес�

кольким механизмам. Все из них обусловлены
необходимостью «вытеснения воды», что может
происходить за счет образования водородных
связей, а также ван�дер�ваальсовых, электроста�
тических и ионных взаимодействий (и их ком�
бинаций) [50, 53–56]. Участие спейсерных
групп в FSL�модификации поверхности, по�ви�
димому, минимально, поскольку не было обна�
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ружено существенной разницы в адгезии
конструктов, имеющих CMG� (или его незаря�
женный О�метилированный аналог) или адипи�
новый спейсер.

Предполагаемый механизм модификации
липидных мембран клеток, вирусов или липо�
сом включает внедрение липидного «хвоста»
FSL в липидную мембрану. Механизм этого
процесса более сложен, нежели самоассоциация
FSL на небиологических поверхностях. По�ви�
димому, относительно стабильным FSL�мицел�
лам сначала необходимо ассоциировать посред�
ством внешнего гидрофильного слоя с гликока�
ликсом плазматических мембран, а после этого
диссоциировать, что позволяет липидному
«хвосту» одиночных молекул FSL внедриться в
гидрофобную плазматическую мембрану. Имен�
но из�за этой многостадийности процесс встра�
ивания в клетки занимает значительно больше
времени (до часа) по сравнению с небиологи�
ческими поверхностями (обычно требуется от
нескольких секунд до минут).

При условии, что поддерживаются одинако�
выми концентрация FSL в растворе и экспери�
ментальные условия контакта (время, темпера�
тура, состав буферного раствора, соотношение
FSL/количество клеток и т.д.), процесс модифи�
кации FSL�конструктами хорошо воспроизво�
дим и контролируем [23]. Для разных экспери�
ментов проведения модификации поверхностей
в контролируемых условиях разница между
уровнями FSL�покрытия не превышает 5%. В
целом родственные FSL образуют слой ассоциа�

та одинаково, но поскольку природа мицелл оп�
ределяется комбинацией функциональной
группы, спейсера и липида, а также температу�
рой, концентрацией, размером молекулы, ee
гидрофобностью/гидрофильностью, то незна�
чительные различия в способности модифици�
ровать поверхности могут существовать между
различными FSL или при использовании сме�
сей двух разных FSL. Встраивание в клетки
обычно требует не менее 30 мин, в то время как
покрытие небиологических поверхностей зани�
мает секунды. Более длительная инкубация мо�
жет повысить содержание FSL на любой поверх�
ности, а на небиологических поверхностях мо�
гут образоваться многослойные структуры. Пос�
ле того, как FSL�покрытие сформировалось,
оно относительно устойчиво к отмывке водой,
мягкими детергентами, липидсодержащей сы�
вороткой крови и, до некоторой степени, мета�
нолом. Тем не менее выбор растворителя (нап�
ример, воды или метанола), используемого при
нанесении FSL на поверхность, очень важен,
т.к. он влияет на характер самоассоциации FSL.
Нужно признать, что в настоящее время истин�
ная супрамолекулярная организация FSL в вод�
ной среде и на поверхностях скорее постулиру�
ется, чем известна, что тормозит и понимание
механизмов встраивания в клетки/покрытия
поверхностей.

Для того чтобы отличать модификацию FSL�
конструктами от других форм модификаций по�
верхностей и чтобы упростить описание различ�
ных вариантов модифицированных клеток, ви�

Таблица 4. Небиологические поверхности, успешно модифицированные с помощью FSL

Материал (форма)

нитроцеллюлоза, триацетат целлюлозы, смесь эфиров целлюлозы, регенерированная цел�
люлоза, ацетат целлюлозы (мембранные фильтры)

26 видов, включая сорта с покрытием и без покрытия, блестящую/матовую, в большом ди�
апазоне значений плотности и типа волокон

C18, C60 (пластинки для ТСХ)

политетрафторэтилен (фильтр), полипропилен (фильтр), полиамид 66 нейлон (нановолок�
но, фильтр, 3D объекты), полиэфир сульфон (фильтр), поливинилиденфторид (фильтр),
полиэстер (фильтр, пленка), поликарбонат (микросферы, пленка), полистирол (микроплан�
шеты, микросферы)

хлопок (ткань), шелк (ткань)

кварцевое стекло (волокно, монолит)

алюминий (фольга), серебро (фильтр, ткань, фольга), золото (фольга), нержавеющая сталь
304/316 (листы)

Общая категория

Производные целлюлозы

Бумага

Силикагель

Синтетические полимеры

Натуральные волокна

Стекло

Металлы
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русов и поверхностей, была предложена специ�
альная терминология [17]. Использование FSL
для модификации поверхностей было обозначе�
но как технология KODE (KODE Technology) [17,
18, 24, 25]; клетки, модифицированные FSL�
конструктами, именуются кодецитами (kode�
cytes) [17, 18, 24, 25], а вирусы – кодевирионами
(kodevirions) [19, 57]. Поверхности, модифици�
рованные FSL�конструктами, обозначаются как
koded.

FSL8модификация биологических объектов.
FSL были использованы для специфического
изменения профиля гликозилирования на раз�
личных типах живых клеток, включая клетки
крови, клеточные линии, эмбрионы, спермато�
зоиды (табл. 3, рис. 4), а также на стволовых
клетках (неопубликованные результаты). В до�
полнение к модификации разнообразных кле�
ток млекопитающих другие клетки, такие как
прокариотические бактерии (неопубликованные
результаты) и вирусы [57], были аналогичным
образом FSL�модифицированы. Процесс введе�
ния FSL в плазматическую мембрану не причиня�
ет видимого вреда модифицированным клеткам
(условия введения мягкие, а именно физиологи�
ческий буфер, концентрация FSL < 500 мкг/мл).
Полученные кодециты демонстрировали нор�
мальную функциональность и жизнеспособ�
ность, в то же время проявляя «наведенную» био�
логическую активность благодаря модификации
гликаном. В дополнение к гликанам в кодециты
часто вводят второй FSL – как метку (флуоро�
фор, 125I или биотин) для обеспечения визуали�
зации и/или извлечения кодецитов из in vivo/in
vitro окружения [21, 24, 57].

Процесс FSL�модификации клеток in vitro
является одним и тем же для всех клеток: прос�
тая инкубация клеток с FSL, диспергированным
в среде, свободной от липидов (например, в фи�
зиологическом растворе), в течение 30–120 мин
при 37° [15–19, 21–27]. Однако пределы темпе�
ратуры введения в плазматические мембраны
могут меняться от 4 до 37°, для введения FSL
при пониженных температурах необходимо бо�
лее длительное время. Как правило, 1–2 ч при
37° эквивалентны 4–6 ч при 22° и 18–24 ч при 4°.
Обычно (но не обязательно) берут клетки в
«концентрации», близкой к 100%, и смешивают
с равным объемом раствора FSL. Концентрация
раствора FSL определяет, сколько его встроится
в клеточную мембрану за определенный период
времени. Если концентрация FSL относительно
низкая (менее 100 мкг/мл), через 1 ч при 37° бо�
лее 95% FSL из раствора будет встроено в кле�
точную мембрану. Такой же уровень модифика�
ции мембран может быть достигнут при более
высокой концентрации FSL (до 1000 мкг/мл) за

меньшее время, но это потребует необходимос�
ти отмывки клеток от остаточного FSL для оста�
новки процесса встраивания. После FSL�моди�
фикации кодециты могут быть возвращены в
среду, содержащую липиды, в т.ч. в сыворотку
крови.

В отличие от генно�инженерных подходов
(трансфекция гликозилтрансферазы, нокаут
гликозидазы) модификация клеток с использо�
ванием FSL является временной. Скорость по�
тери FSL определяется активностью мембраны,
процессами эндоцитоза и деления клеток, а так�
же составом окружающей среды и температу�
рой. В то же время метаболически неактивные
клетки (эритроциты/фиксированные клетки
[17]) остаются FSL�модифицированными в те�
чение неограниченного времени при хранении в
среде, свободной от липидов. Если кодециты
находятся в присутствии липидов сыворотки
крови, то происходит утечка FSL в плазму (по�
видимому, замещение липидами плазмы) со
скоростью ~1% в час при 37° (при этом не про�
исходит достоверно определяемого их встраива�
ния в другие клетки) [21, 24]. В зависимости от
типа клеток обычно через 24 ч количество FSL в
составе мембраны значительно снижается, а че�
рез три дня они не детектируются совсем. Сви�
детельств того, что клетки, бывшие кодециты,
не смогут нормально существовать после потери
FSL со своих мембран, нет [21, 22].

Кодециты также могут образовываться in vivo
при внутривенном введении больших доз FSL
[21, 22]. Модификация in vivo клеток, циркули�
рующих в периферической крови, является не�
специфической. Поскольку все циркулирующие
клетки становятся носителями остатка F, моди�
фикация in vivo требует значительно большего
количества материала (примерно в 40 раз боль�
ше, чем при реакции в физиологическом раст�
воре), т.к. FSL преимущественно связываются с
циркулирующими липидами плазмы [21].

Модификация небиологических поверхностей
с использованием FSL. Простота создания и ста�
бильность гликоповерхностей, получаемых в
результате FSL�модификации, дает возмож�
ность применять их в твердофазных методах
анализа, например, в иммуноферментном ана�
лизе (ИФА), биосенсорах, скрининге с по�
мощью микрочипов, технологиях с использова�
нием микрочастиц, поверхностном плазмонном
резонансе и т.д. Процесс FSL�модификации не�
биологических поверхностей заключается в
контакте поверхности с раствором, содержащим
один или несколько типов FSL [16–18]. Нанесе�
ние FSL на поверхность можно проводить пос�
редством погружения, заливания, разбрызгива�
ния, рисования кистью или с использованием
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Рис. 4. Примеры применения FSL. а – ИФА�картирование антигликановых антител. В данном примере шесть разных FSL
с гликанами, относящимися к системе групп крови АВО, были напечатаны с помощью струйного принтера на поликар�
бонатной поверхности и использованы для картирования специфичности моноклонального анти�АВ�антитела. Актив�
ность определяли по появлению буквенно�цифровых обозначений после проявления в ИФА (детали описаны ранее [16,
18]). Поликарбонатная поверхность, использованная в данном примере, может быть заменена большинством других по�
верхностей, перечисленных в табл. 4, со схожими результатами; б – «захват» (связывание) эритроцитов группы крови А
анти�А�антителами, связанными на «А�реактивных» FSL, т.е. на тех гликанах, которые взаимодействуют с анти�А�антите�
лами. Планшет приготовлен идентично ИФА�планшету (планшет а) за исключением того, что на этот раз визуализация
активности анти�А реагента происходила посредством «захвата» эритроцитов группы крови А. Этот вариант «захвата»
клеток антителами необходим в тех случаях, когда ИФА�субстраты не способны преципитироваться или адгезироваться
на поверхностях, а также может быть использован для специфического «захвата» клеток; в – сканирующая электронная
микроскопия эритроцитов, захваченных антителами, реагирующими с FSL. Данное изображение представляет 500× уве�
личение зоны на планшете б. В верхней зоне, где связанные клетки отсутствуют, FSL�конструкта нет, в то время как в
нижней зоне напечатан FSL – здесь происходит специфический «захват» эритроцитов группы крови А посредством вза�
имодействия с анти�А�антителами, связанными с напечатанным FSL; г – ИФА�картирование [16, 18] специфичности раз�
личных образцов поликлональной сыворотки на гликанах FSL, напечатанных с использованием струйного принтера на
бумаге. Каждая из лунок представляет разные образцы сыворотки, а знаки, ставшие видимыми, указывают на специфич�
ность антител, представленных в данном образце. Разная интенсивность окраски знаков позволяет полуколичественно
оценить уровень специфических антител в образцах; д – регулируемый гемолиз кодецитов, содержащих разное количест�
во встроенных FSL. В данном примере разные количества FSL�Galili (табл. 1) были использованы для превращения чело�
веческих эритроцитов в Galili�кодециты. При инкубации Galili�кодецитов с человеческой сывороткой естественные анти�
Galili антитела связываются с Galili�кодецитами и активируют систему комплемента по классическому пути, что приводит
к гемолизу кодецитов. Гемолиз можно регулировать от практически 100% (крайняя левая реакция, соответствует 20 мкг/мл
FSL�Galili) до 0% (крайняя правая реакция, 1 мкг/мл FSL�Galili) путем уменьшения количества FSL в кодецитах; е – оп�
ределение уровня антител с использованием стандартизованных кодецитов. Кодециты, приготовленные с использовани�
ем фиксированного (индивидуально определенного для каждого гликана) количества FSL на заданный объем эритроци�
тов, называются стандартизованными и могут использоваться для типирования различных антигликановых реагентов. В
данном примере стандартизованные Galili�кодециты были использованы для определения титра анти�Galili антител в об�
разцах поликлональной сыворотки. На рисунке показано распределение агглютинатов кодецитов в гелевой матрице (тех�
нология гелевой карточки) при серийном разведении сыворотки. Крайняя левая реакция сильно положительная (неразве�
денная сыворотка), а реакция справа – отрицательная (разведение 1 : 32), что указывает на титр, равный 16 для анти�Galili IgM
в исследуемом образце. Могут быть дополнительно использованы анти�IgG гелевые карточки для определения титров IgG
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струйного принтера [16–18]. При контакте с по�
верхностью мицеллы FSL быстро, в течение се�
кунд спонтанно самоассоциируют на поверх�
ности или внутри нее (если она пористая) [50,
53–56]. Т.к. немногие поверхности являются го�
могенными, многочисленные факторы (гидро�
фильность, заряд, ландшафт, зоны предпочти�
тельной адсорбции и т.д.), а также выбранный
для FSL растворитель влияют на процесс пер�
вичного взаимодействия FSL с поверхностью и
ассоциацию на ней, а также последующую ус�
тойчивость FSL к удалению с поверхности.

Большое количество разнообразных поверх�
ностей было успешно модифицировано FSL
(табл. 4, рис. 4). При работе с FSL нужно иметь
в виду, что FSL присоединяются к любой (даже
гладкой) небиологической поверхности, с кото�
рой они контактируют, включая стекло и плас�
тик реакционных сосудов, т.е. эти поверхности
могут вести себя подобно объектам (например,
частицам), модифицируемым с помощью FSL в
данном реакционном сосуде, и что затраченное
на это количество FSL очень мало, т.е. потерю
можно и не заметить.

Модифицированные поверхности относи�
тельно устойчивы к удалению FSL при последу�
ющем воздействии буферных растворов и липи�
дов сыворотки крови [16, 18], поверхность прак�
тически не изменяется после 30 ч инкубации in
vitro с сывороткой/плазмой при 37°. FSL�моди�
фицированные поверхности были использова�
ны для количественного определения антител
(агглютинация, агрегация, ИФА) [16, 18] и «вы�
лавливания» клеток специфическими лиганда�
ми поверхности. Несмотря на простоту FSL�мо�
дификации поверхности, условия эксперимента
необходимо оптимизировать и стандартизовать
для получения устойчиво воспроизводимых ре�
зультатов.

FSL, где F – гликан, являются удобными
инструментами для различных биологических
исследований, они уже нашли широкое приме�
нение как в гликобиологии, так и в медицине
(табл. 3). FSL, содержащие простые или слож�
ные гликаны в качестве функциональной груп�
пы, могут быть легко присоединены к клетке,
вирусу или твердой поверхности и использова�
ны для изучения этих объектов in vitro и/или in

vivo, а также для исследования антител и лекти�
нов. Поскольку FSL per se являются биологичес�
ки инертными, а процесс модификации не на�
носит вреда изучаемым объектам, результаты,
получаемые для модифицированных клеток/ви�
русов, обусловлены именно введенными глика�
нами; сам по себе процесс модификации явля�
ется узкоспецифическим, в отличие от альтер�
нативных методологий гликомодифицирова�
ния, которые могут влиять на их жизнеспособ�
ность и/или функциональность. Возможность
использовать одинаковые FSL для модифика�
ции биологических и небиологических поверх�
ностей полезна тем, что в тестах in vitro можно
достоверно моделировать и предсказывать био�
логические последствия модификаций in vivo.
Более того, поскольку методика FSL�модифи�
кации является надежной, хорошо контролиру�
емой (при использовании идентичных парамет�
ров получают одинаковые результаты) и позво�
ляет одновременно использовать на одной поверх�
ности несколько FSL, включая негликановые
конструкты, FSL�технология имеет потенциал
для дальнейшего расширения и углубления. В то
же время применение FSL имеет некоторые ог�
раничения, основным из которых является то,
что содержание материала в модифицирован�
ных клетках изменяется во времени. Тем не ме�
нее, если исследования с участием модифици�
рованных объектов планируется проводить в
пределах 24 ч, то модификация с помощью FSL,
по�видимому, является самым простым и наи�
более контролируемым методом.

Число применений описанной технологии
неуклонно растет (это, в частности, контроль
качества, картирование антител, нейтрализация
антител и токсинов, диагностика, модификация
антигенности клеток и тканей in vivo), что дела�
ет данную технологию чрезвычайно гибким
инструментом для гликобиологических иссле�
дований.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ (проект 14�50�00131).
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Function�spacer�lipid (FSL) constructs are amphiphilic molecules that can disperse in water and then self�assemble
into cell membranes or onto solid surfaces. Modification of a biological or non�biological surface is very easy and
achieved by simple contact of the surface with an appropriately buffered solution containing one or more FSL. When
the functional head group of the FSL is a glycan, glycan modified surfaces can be rapidly formed. Once cells, viruses,
or solid surfaces are FSL modified with either simple or complex glycans, they can be used in vitro and/or in vivo to
measure interactions with cells, viruses, antibodies, and lectins. FSLs have already been used in a variety of techniques
ranging from antibody specificity mapping, antibody/toxin neutralization, diagnostic assays, immune system manip�
ulation, and animal modeling of transfusion reactions. FSLs offer the easiest and fastest method available to achieve
a glycan modified surface.
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