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Биогенные полиамины спермин (Spm), сперми�
дин (Spd) и их предшественник путресцин (Put)
участвуют в регуляции процессов дифференциров�
ки, роста и апоптоза клеток эукариот [1−3]. Поли�
амины играют важную роль и в жизненном цикле
протозойных паразитов, например Leishmania dono�
vani, Plasmodium falciparum, Trypanosoma brucei gam�
biense, Trypanosoma cruzi, вызывающих весьма рас�
пространенные в тропиках и субтропиках заболева�
ния – лейшманиоз, малярию, сонную болезнь и
болезнь Чагаса соответственно [4]. В последние го�

ды возникли формы L. donovani, устойчивые к про�
тиволейшманиозным препаратам, в том числе и к
широко используемому Cолюсурьмину®, что дела�
ет весьма актуальным поиск метаболических мише�
ней, перспективных для создания новых средств
борьбы с лейшманиозом [5]. Одной из таких мише�
ней служат ферменты биосинтеза полиаминов, что
обусловлено необходимостью Put и Spd, как тако�
вых, для размножения L. donovani, а также и тем, что
Spd входит в состав трипанотиона (Try, N1,N8�
бис(глутатионил)спермидин), выполняющего мно�

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ

Leishmania donovani: СТРУКТУРНЫЕ АСПЕКТЫ УЗНАВАНИЯ 
МЕТИЛИРОВАННЫХ АНАЛОГОВ СПЕРМИДИНА В КАЧЕСТВЕ 

ПРИРОДНОГО ПОЛИАМИНА

© 2011 г.   S. Mandal1, M. А. Хомутов2*, А. Р. Симонян2, C. Н. Кочетков2, R. Madhubala1

1School of Life Sciences, Jawaharlal Nehru University, New Delhi, 110067, India
2Институт молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта Российской академии наук, Москва, 119991

Поступила в редакцию 27.01.2011 г.
Принята к печати 15.02.2011 г.

Исследована способность α/, β/, γ/ и ω/метилированных производных спермидина восстанавливать
рост промастигот L. donovani с истощенным в результате ингибирования орнитиндекарбоксилазы пулом
спермидина и путресцина. Показано, что только β/метилспермидин, подобно природному спермидину,
способен восстанавливать рост L. donovani, тогда как три остальные С/метилированные производные
спермидина, включая и α/метилспермидин, неактивны. Учитывая, что α/метилспермидин заменяет
спермидин in vivo и in vitro, этот аналог можно рассматривать в качестве своеобразного антидота в системе
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гочисленные функции по защите паразита от не�
благоприятных внешних воздействий [4, 5]. Основ�
ные сложности, возникающие при использовании
ингибиторов биосинтеза полиаминов в качестве ле�
карственных средств в системе хозяин–патоген,
связаны с тем, что полиамины необходимы и орга�
низму хозяина. Поэтому целесообразно создание
аналогов полиаминов, способных компенсировать
возникающий в клетках хозяина дефицит Put и Spd
и не восстанавливать при этом рост L. donovani.

В настоящей работе на примере L. donovani впер�
вые показана возможность получения таких ве�
ществ на основе С�метилированных производных
Spd (рис. 1). Оказалось, что α�MeSpd, способный

выполнять основные клеточные функции Spd in vit�
ro [6−12] и in vivo [13], не восстанавливал рост
L. donovani с истощенным в результате ингибирова�
ния орнитиндекарбоксилазы (ODC) пулом Put и Spd. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Промастиготы L. donovani (изолят AG83�S) куль�
тивировали при 22°C в модифицированной среде
M�199 (“Sigma”), содержащей 10% эмбриональной
сыворотки крупного рогатого скота (FBS; Gib�
co/BRL, Life Technologies Scotland, UK) и по 0.13 мг
пенициллина и стрептомицина на мл среды соглас�
но описанной ранее методике [14]. Профиль чув�
ствительности промастигот L. donovani к С�метили�
рованным аналогам Spd охарактеризовали, исполь�
зуя стандартный МТТ�тест [15]. α�MeSpd получен по
описанной ранее методике [10], β�MeSpd и γ�MeSpd
синтезированы в соответствии с работой [16]. Син�
тез ω�MeSpd осуществлен алкилированием избыт�
ка 1,3�диаминопропана мезилатом 4�(N�бензилок�
сикарбонил)�аминопентанола�1, что после удале�
ния Cbz�группы каталитическим гидрированием и
последующей кристаллизации привело к тригидро�
хлориду ω�MeSpd с суммарным выходом 45% (рис. 2).
1�Аминоокси�3�аминопропан (АРА) и 1�гуаниди�
ноокси�3�аминопропан (GAPA) получены в соот�
ветствии с работами [17] и [18].

В настоящей работе для изучения способности
С�метилированных аналогов Spd восстанавливать
рост L. donovani с истощенным в результате инкуба�
ции с APA/GAPA пулом полиаминов, промастиготы
L. donovani выращивали в течение 24 ч в 96�луночном
планшете, содержащем 1 × 106 паразитов/лунку в
0.2 мл среды M�199, не содержащей FBS. Затем в
соответствующие лунки вносили GAPA (конечная
концентрация 40 мкM) или аминооксипропил�
амин, APA (конечная концентрация 50 мкM), а так�
же С�метилированные аналоги Spd (конечные кон�
центрации 0.1−0.5 мM) и инкубировали еще 96 ч.
Восстанавливающие рост свойства С�метилиро�
ванных аналогов Spd оценивали каждые 24 ч, ис�
пользуя камеру Горяева для определения количества
живых паразитов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Система метаболизма полиаминов у болезне�
творных трипаносоматидов (рис. 3) проще, чем у
млекопитающих – у паразитов, как правило, отсут�
ствует Spm и ферменты, осуществляющие превра�
щения Spd в Put, – спермидин/спермин N1�ацетил�
трансфераза и ацетилполиаминоксидаза. Таким об�
разом, в случае L. donovani существует ограниченный
набор решений, позволяющий понижать внутрикле�
точное содержание Spd, тогда как в клетках млекопи�
тающих наряду с ингибиторами ферментов биосин�
теза полиаминов с успехом применяются и индук�
торы ферментов катаболизма Spm и Spd [19]. 
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Одна из сложностей практического применения
ингибиторов биосинтеза Spd для лечения протозой�
ных инфекций состоит в том, что Spd жизненно не�
обходим и для клеток хозяина. Однако у паразитов
ODC лишена С�концевых PEST�последовательно�
стей, которые способствуют быстрому протеолизу
белков [20]. Отсутствие у L. donovani антизима,
обеспечивающего в животных клетках диссоциа�
цию ODC на субъединицы и их доставку в 26S про�
теасомы [21], также приводит к тому, что время жиз�
ни ODC паразитов намного больше, чем у соответ�
ствующего фермента млекопитающих. Поэтому, в
отдельных случаях, малотоксичные для человека
дозы ингибиторов позволяют создавать в организме
паразита значительные количества “заингибиро�
ванного” фермента. Подобное “избирательное”
ингибирование ODC у паразитов, приводящее к ис�
тощению пула Put и Spd, лежит в основе использо�
вания α�дифторметилорнитина (DFMO) для лече�
ния поздних стадий сонной болезни, вызываемой
Tripanosoma brucei gambiense [22]. 

Возможным решением многих проблем, возни�
кающих при практическом использовании ингиби�
торов биосинтеза полиаминов для борьбы с прото�
зойными инфекциями, может быть использование
избирательно доставляемых в паразит ингибиторов.
Однако такие соединения до настоящего времени
неизвестны. Одна из альтернатив состоит в исполь�
зовании аналогов Spd, способных выполнять ос�
новные функции полиаминов в организме хозяина,
но при этом не поддерживать рост L. donovani с ис�
тощенным пулом Put и Spd.

Недавно мы показали, что АРА (рис. 4) необра�
тимо ингибирует ODC L. donovani в наномолярных
концентрациях и подавляет размножение амaсти�
гот и промастигот на 50% при концентрациях 5 и
42 мкM соответственно, снижая при этом уровни
Put, Spd и Try [15]. Попытка создания активно�
транспортируемой формы АРА привела к GAPA
(рис. 4), который ингибировал ODC, выделенную
из L. donovani, лишь с KI = 60 мкM, но при этом тор�
мозил развитие промастигот и амистигот в таких же
концентрациях как и АРА, заметно снижая уровни
Put и Spd, но мало влияя на уровень Try [14]. При
этом GAPA, в отличие от АРА, с одинаковой эффек�
тивностью ингибировал рост как диких, так и солю�
сурьмин�устойчивых форм L. donovani [23]. Экзо�
генные Spd и Put восстанавливали рост амастигот и
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промастигот L. donovani, обработанных как APA
[15], так и GAPA [14].

Эти данные послужили основанием для изуче�
ния в качестве функционально активных мимети�
ков Spd его С�метилированных производных Spd
(рис. 1), которые, как оказалось, обладают весьма
умеренной токсичностью в отношении L. donovani
(таблица). Так как a priori трудно предсказать, какие

из четырех С�метилированных производных Spd
окажутся субстратами ферментов биосинтеза Try, то
сначала мы исследовали возможность восстановле�
ния роста промастигот L. donovani, обработанных
GAPA, т.е. в тех условиях, когда внутриклеточное
содержание Spd понижено, а уровень Try мало отли�
чен от контрольного [14]. Оказалось, что из всех ис�
следованных в настоящей работе аналогов лишь β�
MeSpd восстанавливал рост L. donovani (рис. 5а).
Следует отметить, что это восстановление роста бы�
ло неполным, по�видимому, из�за того, что исполь�
зованная концентрация β�MeSpd составляла ≈ 1/2
от ИД50. Напротив, три других аналога Spd, взятые
при такой же концентрации, оказались неспособны
восстанавливать рост L. donovani с пониженным
уровнем Spd, но с практически нормальным содер�
жанием Try (рис. 5а). 

Вызываемое АРА ингибирование роста прома�
стигот L. donovani приводило к снижению не только
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Ингибирование роста промастигот L. donovani С�мети�
лированными аналогами спермидина

С�метилированные аналоги Spd ИД50, мM

α�MeSpd 0.9 ± 0.02

β�MeSpd 0.26 ± 0.03

γ�MeSpd 0.7 ± 0.07

ω�MeSpd 0.6 ± 0.05
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уровня Put и Spd, но и к значительному падению
внутриклеточного содержания Try [15]. α�MeSpd,
γ�MeSpd и ω�MeSpd, как и в случае промастигот
L. donovani, обработанных GAPA, не восстанавли�
вали рост L. donovani, тогда как β�MeSpd был весьма
эффективен (рис. 5б). Таким образом, возникли
косвенные указания на возможность биосинтеза
функционально�активного аналога Try из β�MeSpd.

Известно, что (S)�изомер α�MeSpd способен
поддерживать рост Saccharomyces cerevisiae, ауксо�
трофных по полиаминам [9], а также рост нормаль�
ных и опухолевых клеток даже в условиях полного
истощения внутриклеточного пула Spd, которое де�
лает невозможным затрагиваемую в последнюю
очередь посттрансляционную модификацию − ги�
пузинилирование фактора инициации трансляции
5А (еIF5A) [7]. Кроме того, α�MeSpd активен и in vi�
vo, предотвращая развитие острого панкреатита у
SSAT�трансгенных крыс [13], и, подобно Spd, сти�
мулирует регенерацию печени крыс после частич�
ной гепатэктомии [13]. Все это, вместе с неспособ�
ностью α�MeSpd поддерживать рост промастигот
L. donovani с истощенным пулом Put, Spd и Try, поз�
воляет рассматривать α�MeSpd в качестве своеоб�
разного антидота при использовании избиратель�
ных ингибиторов биосинтеза Put и Spd в терапии
лейшманиоза. Следует отметить, что значение по�
добных веществ велико еще и потому, что регуляция
биохимических процессов подразумевает не только
возможность вызывать необходимый ответ клетки
или организма, но и наличие в распоряжении ис�
следователя способов обращения эффекта и спосо�
бов защиты клеток хозяина, в том числе и с помощью
химических соединений. Это позволяет оценить из�
бирательность исходного воздействия и адекват�
ность наших представлений о том или ином биохи�
мическом процессе. 
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