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Введение
Фукоиданы представляют собой класс слож-

ных сульфатированных полисахаридов, экстра-

гируемых из клеточных стенок бурых водорослей

(Phaeophyceae) [1]. Эти биогликаны проявляют

антикоагулянтные, ангиогенные, противовирус-

ные, антибактериальные, антиоксидантные, про-

тивоопухолевые и др. биоактивности [2–4].

Фукоиданы являются основными компонен-

тами биологически активных добавок [5], их ис-

пользуют для конструирования бионосителей [6,

7]. Терапевтические свойства фукоиданов могут

Фукоиданы, сульфатированные полисахариды бурых водорослей (Phaeophyceae), обладают широким спектром биологи-
ческой активности. Молекулярная структура фукоиданов и оценка роли структурных элементов в проявлении их биоло-
гических свойств до настоящего времени остаются предметом активного изучения и уточнения. В работе представлены ре-
зультаты изучения роли сульфатных и ацетильных групп в фукоидане из бурой водоросли Fucus evanescens в модуляции
продукции провоспалительных цитокинов клетками гепаринизированной нефракционированной периферической крови
человека (КПКЧ). Ьатериал и методы. КПКЧ инкубировали с нативным фукоиданом и его дезацетилированными и ча-
стично десульфатированными производными (100 мкг/мл). Концентрацию цитокинов в супернатантах определяли мето-
дом твёрдофазного иммуноферментного анализа с использованием коммерческих тест-систем. Результаты. Инкубирова-
ние КПКЧ с нативным фукоиданом приводило к повышению концентрации IL-6, TNF-αα, IL-8 в супернатантах. Частич-
ное удаление сульфатных групп у нативного фукоидана отменяло, либо уменьшало стимулирующий эффект в отношении
продукции цитокинов IL-6, TNF-αα, но не хемокина IL-8. Действие дезацетилированного фукоидана было сопоставимо с
действием нативного полисахарида. Нативный полисахарид и его химически модифицированные производные не оказы-
вали влияния на продукцию IFN-γγ и IL-10. Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о значении сульфатных
групп в реализации цитокин-индуцирующих свойств фукоидана из бурой водоросли F.evanescens.
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Fucoidans, sulfated polysaccharides extracted from brown algae (Phaeophyceae), have a wide spectrum of bioactivity. Studies of
molecular structures of fucoidans and deciphering of molecular elements' impact on their biological activities are at their active
stage. The article shows the role of sulfates and acetyl groups in fucoidan isolated from Fucus evanescens in proinflammatory
cytokines production by human heparinized unfractionated peripheral blood cells. Material and Methods. The cells were incubat-
ed with native fucoidan (N) and its deacetylated (deA), partially desulfated (deS), and both deacetylated and partially desulfated
(deAdeS) derivatives (100 μg/mL). Cytokine concentrations were determined in cell supernatants by ELISA in a 'sandwich' mod-
ification with commercial kits. Results. Incubation with N fucoidan led to an increase of IL-6, TNF-αα, IL-8 levels in supernatants.
Partial removal of sulfate groups cancelled or decreased stimulating effect for IL-6, TNF-αα, cytokines, but not for IL-8. deAc
fucoidan action was comparable with N polysaccharide. Native polysaccharide and its chemically modified derivatives did not
change IFN-γγ и IL-10 cytokine production. Conclusion. The obtained results suggest that sulfates have a significant role in
cytokine-producing properties of fucoidan extracted from brown algae F.evanescens.
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конкурировать с лекарственными средствами [8]

и уже тестировались в клинических испытаниях

[9]. Исследования по определению фукоидана в

периферической крови и моче человека после

применения per os демонстрируют возможность

измерения содержания полисахарида в разных

биологических жидкостях [10].

Однако, несмотря на очевидный прогресс, ле-

карственных препаратов на основе фукоиданов

до сих пор нет. Одной из основных причин, по-

мимо трудностей в стандартизации процесса по-

лучения (и как следствие — невоспроизводимос-

ти химического состава) полисахаридов, является

недостаточность теоретических знаний о влия-

нии конкретных параметров структуры фукоида-

нов на их биологические свойства. В этой связи

исследование влияния элементов структуры фу-

коиданов на биологическую активность является

логически обоснованным этапом на пути созда-

ния лекарственных препаратов на их основе.

Цель исследования — изучение роли сульфат-

ных и ацетильных групп фукоидана из бурой во-

доросли Fucus evanescens в стимуляции продукции

провоспалительных цитокинов клетками пери-

ферической крови человека in vitro.

Материал и методы
Экстракция нативного фукоидана. Талломы бурой водо-

росли F.evanescens были собраны на литорали о. Итуруп (Ку-

рильские острова, Россия). Выделение фукоиданов проводи-

ли холодной экстракцией, как описывалось ранее [11]. Све-

жие или глубокой заморозки талломы (�3 кг) последователь-

но обрабатывали смесью метанола, хлороформа и воды в со-

отношении 4:2:1. Высушенные обезжиренные водоросли экс-

трагировали 0,1 M раствором соляной кислоты (в соотноше-

нии 1:20) в течение 2 ч при 60°С, экстракцию проводили дваж-

ды. Затем экстракты объединяли, нейтрализовали, концент-

рировали под вакуумом, диализовали против дистиллирован-

ной воды и лиофильно высушивали. Получали фракцию, со-

держащую водорастворимые полисахариды. Полисахариды

подвергали гидрофобной хроматографии на колонке с Поли-

хромом-1 (политетрафторэтилен, 65�7 см). Фракцию полиса-

харидов, содержащую фукоиданы, элюировали водой до ис-

чезновения положительной реакции на углеводы (по фенол-

сернокислотному методу), концентрировали до 1/5 объёма

ультрафильтрацией (мембрана Millipore, 3 кДа), осаждали 4

объёмами водного раствора 80% этанола, осадок сушили при

комнатной температуре. Полученный препарат использовали

для дальнейшего разделения.

Ионообменная хроматография. Фракции фукоиданов раз-

деляли с помощью ионообменной хроматографии. Растворы

полисахаридов в 0,1 М NaCl наносили на колонку Macro PreP

DEAE (Bio-Rad, 3�21 см) и уравновешивали буфером 0,1 М

NaCl. Колонку промывали в градиенте 0,1 М NaCl — 2 M

NaCl до исчезновения положительной реакции на углеводы

(по фенол-сернокислотному методу). Элюаты концентриро-

вали ультрафильтрацией (1 кДа), диализовали против воды и

лиофильно высушивали.

Дезацетилирование фукоиданов. Дезацетилированный

препарат (deA) фукоидана получали обработкой нативного

препарата (N) 12% водным раствором аммиака в течение 14 ч

при 37°C [12].

Десульфатирование фукоиданов. Частично десульфатиро-

ванный препарат (deS) получали путём сольволитического де-

сульфатирования нативного фукоидана [13]. Дезацетилиро-

ванный и частично десульфатированный (deAdeS) препарат

получали десульфатированием дезацетилированного образца.

Структура нативного фукоидана. Фукоидан из F.evanescens
построен из повторяющихся дисахаридных блоков: [�3)-α-L-

Fucp(2,4OSO3�)-(1�4)-α-L-Fucp(2OSO3�)-(1�] и [�3)-α-L-

Fucp(2OSO3�)-(1�4)-α-L-Fucp(2OSO3�)-(1�]. Эти блоки рас-

полагаются хаотично [14].

Анализ моносахаридного состава фукоиданов. Содержание

нейтральных углеводов определяли фенол-сернокислотным

методом, используя в качестве стандарта фукозу [15]; содер-

жание сульфатов определяли турбидиметрическим методом

после гидролиза фукоиданов в растворе 2 N HCl [16]. Моноса-

харидный состав определяли высокоэффективной жидкост-

ной хроматографией (углеводный анализатор LC-5001,

Biotronic; колонка Durrum DA-X8-11, 385�3,2 мм) после гид-

ролиза 2 М TFA (6 ч., 100°C). Обнаружение проводили бицин-

хонинатным методом; интегрирующая система Shimadzu

C-R2 AX. В качестве стандартов использовали рамнозу, ман-

нозу, фукозу, галактозу, ксилозу и глюкозу. Моносахаридный

состав приведён в табл. 1.

Определение молекулярной массы. Для определения мол. м.

фукоиданов применяли гель-проникающую хроматографию.

Препараты фукоиданов наносили на колонки Sephadex G-50

(1�100 см, 15 мл/ч) и Sepharose CL-4B (1�100 см, 15 мл/ч). Дек-

страны с мол. м. 6, 40 и 70 кДа использовали в качестве стан-

дартов. Установлено, что мол. м. препаратов фукоиданов на-

ходятся в диапазоне 150–500 кДа [11].

Определение содержания эндотоксина в препаратах фукои-
данов с использованием лизата амёбоцитов Lymulus polyphemus.
С целью контроля образцов фукоиданов на предмет бактери-

альной контаминации проводили эндотоксиновый тест каче-

ственным методом «гель-тромб», согласно инструкции про-

изводителя (Lonza, Gel Clot LAL Pyrogent™, кат. № N283-06).

Отрицательный контроль и стоковые растворы препаратов

фукоиданов проверяли в монопликатах с постановкой ряда

последовательных двукратных разведений контрольного

стандартного эндотоксина (CSE), приготовленного с учётом

заявленной чувствительности LAL-реагента (лизат амёбоци-

тов L.polyphemus, 0,125 ЕЭ/мл). При образовании твёрдого ге-

ля результат считали положительным. Результаты тестирова-

ния препаратов фукоиданов на предмет присутствия бактери-

альных эндотоксинов приведены в табл. 2. В отрицательном

контроле (LAL-реагент, восстановленный в апирогенной дис-

тиллированной воде, LRW) и в тестируемых образцах (стоко-

вые растворы фукоиданов (в 1�PBS, 10 мг/мл) с добавлением

LAL-реагента гелеобразования не происходило. Результаты

тестирования свидетельствуют о том, что возможное присут-

ствие эндотоксина в исследованных препаратах составляет

�0,0625 ЕЭ/мл, что позволяет судить о собственных эффектах

фукоиданов.

Таблица 1. Моносахаридный состав и содержание сульфатов в препаратах фукоидана из F.evanescens

Примечание. * — определены методом ВЭЖХ после кислотного гидролиза.

Образец фукоидана Аббре- SO3Na, Моносахариды*, нормализованный моль %
виатура моль % Fuc Man Gal Xyl

Нативный N 29,5±2,5 85,0±1,4 2,5±1,7 9,0±3,6 3,5±0,8

Частично десульфатированный deS 19,8±1,8 84,5±1,6 2,8±1,1 6,7±2,5 6,0±2,2

Дезацетилированный deA 28,0±1,2 81,7±1,5 3,0±1,2 10,7±1,8 4,6±0,9

Дезацетилированный и частично десульфатированный deAdeS 19,5±1,6 85,3±1,7 2,4±1,1 6,6±2,1 5,7±1,5
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Доноры. Образцы периферической крови (�9 мл) были

получены от клинически здоровых доноров-добровольцев

(обоих полов, 26–49 лет) после получения подписанного ин-

формированного согласия.

Культивирование КПКЧ. Клетки гепаринизированной

нефракционированной периферической крови человека

(КПКЧ) инкубировали без или с добавлением нативного фу-

коиданa или его модифицированных аналогов в конечной

концентрации 100 мкг/мл в культуральной сре-

де (RPMI-1640 с добавлением 10% эмбриональ-

ной телячьей сыворотки, 0,01 M HEPES, 200

мМ L-глутамина, 50 мкM β-меркаптоэтанола,

100 мкг/мл гентамицина) в течение 24 ч при 37

°C во влажной атмосфере 5% CO2 и 95% O2

(CO2-инкубатор, Sanyo).

Иммуноферментный анализ. Концентрации

TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-8, IL-10 в супернатантах

культивированных КПКЧ определяли с помо-

щью иммуноферментного анализа в дуплика-

тах, используя коммерческие ИФА-наборы

«Тест системы иммуноферментные для опреде-

ления уровней цитокинов человека» (ООО «Ци-

токин», кат. № 010, 012, 006, 007, 008), согласно

рекомендациям производителя. Оптические

плотности регистрировали при λ=450 нм на фо-

тометре Multiscan RC и анализировали в ПО

Transmit 1.4 (LabSystems). Пределы диагности-

ческой чувствительности составляли 1 пг/мл для

TNF-α, 20 — для IFN-γ, 5 — для IL-6 и IL-10,

9,75 — для IL-8.

Статистический анализ. Для сравнения

экспериментальных групп по непрерывным

количественным зависимым переменным ве-

личинам с распределениями частот, отличны-

ми от нормального, применяли обобщённые

смешанные линейные модели. Для апостериорных множест-

венных попарных сравнений использовали критерий Тью-

ки–Крамера. Во всех случаях использовали двусторонние

статистические критерии, уровни значимости α для которых

принимали равными 0,05. Расчёты выполняли в программ-

ном обеспечении SAS® University Edition 2.8 9.4 M6 (модуль

SAS/STAT 15.1) с помощью процедуры PROC GLIMMIX с

указанием: (1) типа ковариационно-вариационной матрицы

Таблица 2. Результаты тестирования образцов фукоиданов на предмет бактериальной контаминации в эн�

дотоксиновом тесте

Примечание. + (–): наличие (отсутствие) гелеобразования.

Образец Разведение
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32

Положительный контроль: LRW + LAL + CSE (1 ЭЕ/мл) + + + – –

Отрицательный контроль: LRW + LAL – – – – –

Раствор препарата фукоидана (10 мг/мл) + LAL:

N – – – – –

deS – – – – –

deA – – – – –

deAdeS – – – – –

Таблица 3. Влияние нативного фукоидана из F.evanescens и его частично десульфатированных и дезацети�

лированных производных на продукцию цитокинов (Me (Q1; Q3) пг/мл) КПКЧ in vitro

Цитокин cntrl N deS deA deAdeS
а б в г д

IL-6 38,8 (13,6; 105,9) 797,5 (457,9; 1044,1) 366,2 (135,4; 468,1) 834,5 (503,7; 1104,3) 203,0 (81,5; 331,6)

а p<0,0001 а p<0,0001 а p<0,0001 а p=0,0022

б p=0,0152 в p=0,0035 б p=0,0002

г p<0,0001

TNF-α 14,1 (10,6; 19,1) 42,2 (35,8; 72,1) 21,1 (14,8; 30,2) 37,6 (30,5; 50,6) 16,2 (12,7; 26,3)

а p<0,0001 б p=0,0069 а p=0,0002 б p=0,0007

в p=0,0385 г p=0,0030

IL-10 4,4 (4,0; 7,1) 6,7 (5,2; 8,5) 5,0 (4,2; 8,4) 5,7 (4,5; 8,2) 4,7 (4,3; 6,8)

IFN-γ 18,3 (17,6; 63,6) 21,8 (20,0; 46,9) 22,6 (20,4; 63,2) 23,4 (19,2; 62,7) 24,0 (17,8; 66,3)

IL-8 82,3 (53,8; 128,5) 293,8 (172,2; 480,0) 569,3 (416,8; 654,4) 329,7 (207,8; 628,3) 241,4 (195,0; 430,1)

а p<0,0001 а p<0,0001 а p<0,0001 а p=0,0001

б p=0,0087 в p=0,0014

Примечание. Указаны статистически значимые различия в попарных сравнениях между контрольной группой (а) и
группой нативного (б), deS (в), deA (г), deAdeS (д) препаратов фукоидана.

Рис. 1. Влияние нативного фукоидана из F.evanescens и его ча�

стично десульфатированных и дезацетилированных произ�

водныx на продукцию цитокина IL�6 (Me (Q1; Q3) пг/мл) КПКЧ

in vitro.



CSH, учитывающей константную корреляцию остатков зна-

чений повторных измерений изучаемого признака и гетеро-

генность межгрупповых дисперсий, выбор которой делали

на основе минимальных значений информационных кри-

териев (Акаике, Шварца и др.), реализованных в процедуре

PROC MIXED [17], (2) логарифмически нормального типа

распределения остатков значений изучаемого признака

(концентрации аналита), принимая во внимание значение

статистики χ2
обобщ./υ для каждого варианта модели, и ис-

пользования поправки Кенварда–Рогера [18] для расчёта

корректных F-критериев. Графические построения были

выполнены с помощью процедуры PROC SGPLOT. На ри-

сунках данные представлены в виде индивидуальных значе-

ний (�) и описательных статистик: медиан (——) и межквар-

тильных интервалов (�). Объём выборок в эксперимен-

тальных группах составлял 12–16 наблюдений. В табл. 1

данные представлены в виде M±m.

Результаты исследования
IL-6. Анализ полученных экспери-

ментальных данных выявил статисти-

чески значимое (F (4; 25,1) = 24,40;

p<0,0001) увеличение концентрации

IL-6 в супернатантах КПКЧ при инку-

бировании с нативным фукоиданом, а

также с его производными по сравне-

нию с уровнем спонтанной продукции

этого цитокина (табл. 3, рис. 1). Меди-

анные значения концентраций IL-6 в

культуре КПКЧ при их стимуляции де-

сульфатированными фукоиданами со-

ставляли �45% (366,2 (135,4; 468,1) пг/мл)

для deS и �25% (203,0 (81,5; 331,6) пг/мл)

для deAdeS по отношению к концент-

рациям этого интерлейкина в суперна-

тантах клеток, инкубированных с на-

тивным или deA полисахаридом. Разли-

чия в действии deS и deAdeS полисаха-

ридов на продукцию IL-6 в сравнении с

контрольной группой оказались стати-

стически незначимыми.

TNF-αα. Инкубация КПКЧ с натив-

ным (42,2 (35,8; 72,1) пг/мл) либо с

deA (37,6 (30,5; 50,6) пг/мл) фукоида-

нами статистически значимо (F (4;

30,5) = 11,39; p<0,0001) увеличивала

концентрацию TNF-α по сравнению с

контрольными значениями (14,1 (10,6;

19,1) пг/мл) (табл. 3, рис. 2). При внесе-

нии в среду культивирования частич-

но десульфатированных препаратов

фукоиданов концентрация цитокина

статистически значимо не отличалась

от контрольных значений.

IL-10, IFN-γγ. Продукция IL-10 (F (4;

34,7) = 1,51; p=0,2213) и IFN-γ (F (4; 42,8) =

1,12; p=0,3590) КПКЧ после суточной

инкубации ни с нативным фукоиданом,

ни с его химическими модифицирован-

ными дериватами статистически значи-

мо не отличалась от значений показателя

концентрации в контроле (табл. 3).

IL-8. Концентрация хемокина IL-8 в суперна-

тантах КПКЧ после 24 ч инкубации со всеми ис-

следуемыми препаратами фукоиданов статисти-

чески значимо увеличивалась (F (4; 30,8) = 22,64;

p<0,0001) (табл. 3, рис. 3), максимальные медиан-

ные значения концентрации IL-8 были достигну-

ты в группе deS препарата.

Обсуждение
Фукоиданы представляют собой класс при-

родных биогликанов с многообещающими свой-

ствами терапевтического спектра. Однако, не-

смотря на успехи в области изучения этих неток-

сичных [19–21] полисахаридов, известные из ли-
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Рис. 2. Влияние нативного фукоидана из F.evanescens и его ча�

стично десульфатированных и дезацетилированных произ�

водных на продукцию цитокина TNF�αα (Me (Q1; Q3) пг/мл)

КПКЧ in vitro.

Рис. 3. Влияние нативного фукоидана из F.evanescens и его

частично десульфатированных и дезацетилированных про�

изводных на продукцию хемокина IL�8 (Me (Q1; Q3) пг/мл)

КПКЧ in vitro.
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тературы примеры их оппозитных биологических

свойств (фибринолитических [22] и проагрегант-

ных [23], про- и антиангиогенных [24], про- [25] и

антиоксидантных [26], про- [27] и противовоспа-

лительных [28]), а также сведения о противоречи-

вом действии этих полисахаридов на функцию

почек [29, 30] показывают, что изучение биологи-

ческой активности фукоиданов должно рассмат-

риваться в контексте архитектуры молекулы

Однако химические структуры фукоиданов

трудны в расшифровке. За исключением одного

известного авторам примера [31] для этого класса

полисахаридов характерно общее правило: бурые

водоросли синтезируют фукоиданы со сложной

структурой в отличие от сульфатированных фука-

нов морских беспозвоночных, структуры кото-

рых имеют повторяющиеся регулярные фрагмен-

ты [32]. Известно, что молекулярная структура

фукоиданов крайне сложна за счёт различного

соотношения фукозы и минорных компонентов

(галактозы, глюкозы, маннозы, ксилозы, рамно-

зы, уроновых кислот), соединённых α(1�3)- или

α(1�4)-гликозидными связями, присутствием

сайтов ацетилирования и сульфатирования, раз-

бросанных по остову полисахарида, наличием

линейных и разветвлённых участков, а также

большими мол. м. [33–35]. В свою очередь, пере-

численные структурные характеристики являют-

ся результатом влияния различных факторов: вид

водоросли-продуцента, глубина и ареал её произ-

растания [36, 37], стадия онтогенеза [38]. Таковы

естественные причины структурного разнообра-

зия фукоиданов. С другой стороны, биотехноло-

гические этапы (методика экстракции [39] и очи-

стки [40]) приводят к тому, что получаемые пре-

параты не в полной мере отражают уникальность

молекулярной структуры нативного полисахари-

да и в известной степени обладают химическим

составом, характерным для процесса экстракции.

Все вышеперечисленные причины делают про-

цесс стандартизации экстракции фукоиданов

сложной задачей [41].

Функциональная активность фукоиданов тес-

тируется на самых разнообразных эксперимен-

тальных системах. Особый интерес представляют

исследования, посвящённые изучению влияния

структурных особенностей молекул фукоиданов

на иммунную систему, из которых можно сделать

вывод, что хотя не все фукоиданы обладают оди-

наковой амплитудой активности [42], они прояв-

ляют плейотропные эффекты: ингибируют ком-

поненты комплемента [43], диапедез лейкоцитов

[44], стимулируют созревание дендритных клеток

[45], активность натуральных киллеров [46]. Из-

вестно, что фукоиданы проявляют иммуномоду-

лирующие свойства [47]. Например, фукоидан из

F.evanescens может снижать повышенные уровни

TNF-α, IL-1 и IL-6 [48].

В данном исследовании мы попытались про-

следить изменения в цитокин-индуцирующей

активности фукоидана из F.evanescens в зависи-

мости от структурных характеристик его молеку-

лы, изучая активность нативного полисахарида и

его модифицированных производных. В наших

экспериментах было выявлено увеличение кон-

центраций TNF-α и IL-6 в суточных культурах

КПКЧ под действием препарата нативного фу-

коидана (см. табл. 3, рис. 1, 2). Ранее мы показа-

ли, что в культурах дендритных и макрофагаль-

ных клеток, культивированных из костномозго-

вых предшественников мышей, этот полисахарид

повышал концентрацию провоспалительных ци-

токинов IL-1β, IL-6, IL-12, TNF-α [49]. Получен-

ные результаты согласуются с работой J. O. Jin и

соавт., которые обнаружили, что в присутствии

фукоидана из Undaria pinnatifida нейтрофилы че-

ловека усиливали продукцию провоспалитель-

ных цитокинов, TNF-α и IL-6 [27]. Подобные ре-

зультаты были получены и в отношении фукои-

дана из F.vesiculosus [50], который повышал про-

дукцию TNF-α, IL-6 и IL-12 CD8α+ дендритны-

ми клетками селезёнки мышей. В исследовании

[51] показано, что фукоидан (в отличие от манна-

на и ксилоглюкана) из Ascophyllum nodosum увели-

чивал продукцию TNF-α, IL-6 и IL-1β в культуре

КПКЧ спустя сутки инкубации, что также согла-

суется с нашими результатами. В работе [52] было

продемонстрировано, что экстракт с повышен-

ным содержанием фукоиданов из Sargassum
wightii, использованный в качестве кормовой до-

бавки, повышал резистентность Pangasianodon
hypophthalmus к Aeromonas hydrophila, что сопро-

вождалось повышением числа лейкоцитов, фаго-

цитарной активности и экспрессии гена IFN-γ. В

нашем исследовании изменение продукции IFN-γ
в культуре КПКЧ обнаружено не было.

Повышение продукции хемокина IL-8 в при-

сутствие препарата нативного фукоидана в куль-

туре КПКЧ в наших экспериментах (табл. 3, рис. 3)

также характеризует этот полисахарид как прово-

спалительный агент. Аналогичный эффект на

уровень IL-8 был выявлен и для фукоидана из

A.nodosum [51] и U.pinnatifida [27].

С другой стороны, в литературе имеются све-

дения об обратном, ингибирующем, действии

фукоиданов на цитокиновую сеть. Например, ав-

торы работы [53] выявили супрессорную актив-

ность фукоидана из F.vesiculosus в отношении

TNF-α, IL-1β, и MCP-1 в культуре клеток микро-

глии BV2, стимулированных LPS. В исследова-

нии [54] сообщается, что препарат фукоидана из

этой водоросли ингибировал повышение уровня

провосплительных TNF-α и IFN-β, иницииро-

ванное конканавалином А, и увеличивал концен-

трацию противовоспалительного IL-10 в плазме

крови мышей. В наших экспериментах измене-



ния продукции IL-10 в культуре КПКЧ обнару-

жено не было (см. табл. 3).

Мы полагаем, что сведения о разнонаправ-

ленной иммуномодулирующей активности пре-

паратов фукоиданов могут быть объяснены раз-

личными качественными и количественными ха-

рактеристиками препаратов полисахаридов, вы-

деленных из разных биологических видов, раз-

личными методиками экстракции и очистки, а

также особенностями применяемых эксперимен-

тальных систем.

Для установления структурно-функциональ-

ных ассоциаций фукоиданов в настоящее время

ведётся активное изучение влияния структурных

элементов молекулы на биологические активнос-

ти фукоиданов — мол. м., минорных компонентов

углеводной цепи, гликозидных связей [55], степе-

ни сульфатирования и ацетилирования [49], а так-

же искусственно привнесённых [56, 57] функцио-

нальных групп. Понимание роли структурных

элементов молекул фукоиданов поможет диссо-

циировать терапевтические эффекты от потенци-

альных побочных или снизить их выраженность.

Например, манипулируя содержанием сульфо-

групп в полисахаридных цепях фукоиданов мож-

но избавиться от антикоагулянтного эффекта, но

сохранить цитостатический, что было показано в

отношении фукоидана из A.nodosum [58].

Роль сульфатных групп в биологической ак-

тивности фукоиданов изучается давно. Напри-

мер, известно, что степень сульфатирования мо-

лекул фукоиданов имеет большое значение для

проявления антипаразитарных [59], ангиотроп-

ных [60], антипролиферативных [61] и противо-

опухолевых [62] свойств. С другой стороны,

опираясь на заключение авторов работы [63]

можно сделать вывод о том, что сульфогруппы

необходимы, но недостаточны, для проявления

антикомплементарной активности фукоиданов.

По мнению C. Boisson-Vidal и соавт. [64] именно

регулярность расположения сульфатных групп в

молекуле фукоидана из A.nodosum ответственна

за антитромботическую активность этого поли-

сахарида. Аналогичные свидетельства о влиянии

не суммарного отрицательного заряда, а распре-

деления сайтов сульфатирования вдоль молеку-

лярного остова были найдены и для других суль-

фатированных полисахаридов [65]. В то же вре-

мя установить роль сульфогрупп порой и вовсе

не удаётся. Так, в работе [66] авторы не нашли

связи между антикоагулянтной активностью фу-

коиданов из Laminaria saccharina и F.distichus и

содержанием сульфатов.

В настоящей работе мы обнаружили, что спо-

собность к продукции TNF-α и IL-6 в суперна-

тантах КПКЧ зависела от содержания сульфатов

в модифицированных фукоиданах — частично

десульфатированные препараты (deS и deAdeS)

обладали сниженной стимулирующей активнос-

тью или не имели eё вовсе (см. табл. 3, рис. 1, 2). В

то же время профиль концентраций IL-8 (см.

табл. 3, рис. 3) отличался от TNF-α и IL-6 — про-

изводные полисахариды со сниженной степенью

сульфатирования повышали уровень хемокина,

причём deS препарат оказался самым активным.

Мы полагаем, что в силу нарушения комплексо-

образования фукоидана с IL-8 [67] в связи с час-

тичным десульфатированием и, как следствие,

снижением суммарного отрицательного заряда

deS возрастает чувствительность аналитической

системы, что, в свою очередь, определяет разницу

в детекции концентрации аналита между экспе-

риментальными группами. В случае с deAdeS

препаратом, возможно, снижение комплексооб-

разующей активности полисахарида нивелиро-

валось конформационными изменениями моле-

кулы. Не исключено различное влияние иссле-

дованных полисахаридов на продукцию хемоки-

на на уровне мРНК: ингибирующее влияние на

продукцию мРНК был обнаружено у фукоидана

из L.japonica [68], а также у фукоидана из Costaria
costata и в отношении матриксной металлопроте-

иназы 1 и её мРНК [69]. Динамика продукции хе-

мокина также может быть отражением особенно-

стей кинетики его секреции. Например, в работе

[70] было показано, что спонтанная секреция IL-

8 мононуклеарными клетками периферической

крови человека в контрольной группе уже спустя

4 ч инкубации достигала концентраций в супер-

натанте клеток, стимулированных LPS.

Изучению роли других функциональных

групп на биоактивность фукоиданов в доступ-

ной авторам литературе отводится скромное ме-

сто [35]. Например, J. Wang и соавт. [56] показа-

ли, что дополнительно ацетилированный препа-

рат фукоидана из L.japonica проявляет высокую

антиоксидантную активность в отношении гид-

роксильных и дифенил-пикрилгидразильных

радикалов. Наоборот, дезацетилирование фуко-

идана из Cladosiphon okamuranus приводило к

�50% снижению продукции NO в культуре мак-

рофагов линии RAW 264.7 [57]. В наших экспе-

риментах удаление ацетильных групп не оказало

действия на продукцию исследованных цитоки-

нов КПКЧ in vitro —действие дезацетилирован-

ных производных не отличалось от полисахари-

да с нативной структурой (см. табл. 3).

Таким образом, результаты проведённых

экспериментов свидетельствуют, во-первых, о

преимущественном провоспалительном дейст-

вии нативного фукоидана из F.evanescens, во-

вторых, о важной роли сульфатных, но не аце-

тильных групп в молекуле полисахарида в про-

явлении иммуностимулирующей активности. В

этой связи предполагается, что ацетильные ос-

татки, обладающие гидрофобными свойствами,
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могут быть удалены для повышения раствори-

мости и снижения мол. м. или могут служить

сайтами для присоединения других функцио-

нальных групп. Ярким примером подобной мо-

дификации полисахаридов является хитозан,

который в отличие от своего гомолога хитина,

из-за отсутствия ацетильных групп обладает хо-

рошей растворимостью в водных растворах [71].

Обобщение эмпирического опыта исследова-

ния связи биологических свойств фукоидана с

элементами структуры способствует лучшему по-

ниманию механизмов, лежащих в основе его дей-

ствия и создаёт предпосылки для разработки ак-

тивной фармацевтической субстанции и/или ле-

карственного препарата, приемлемых для ис-

пользования по целевому назначению.
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