
328

БГМУ в авангарде медицинской науки и практики В ы п у с к  1 3

УДК 577.1:615.214.24-092.9:611.012

СТРУКТУРНОЕ ОБОСНОВАНИЕ ОТСУТСТВИЯ ТЕРАТОГЕННОГО 
ДЕЙСТВИЯ ТАЛИДОМИДА У НЕКОТОРЫХ ВИДОВ 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ

Ринейская О. Н., Баньковский А. А.

Учреждение образования «Белорусский государственный медицинский университет»,
г. Минск, Республика Беларусь

Реферат. В работе проанализированы аминокислотные последовательности целевого белка 
талидомида цереблона ряда животных и человека, демонстрирующих наличие или отсутствие 
тератогенного эффекта талидомида. Выявлена ключевая аминокислотная замена, которая, ве-
роятно, приводит к отсутствию токсичного влияния на плод грызунов, являющиихся основны-
ми экспериментальными видами. Основываясь на свойстве талидомида как молекулярном клее, 
предлагается в качестве объяснения феномена отсутствия тератогенности модель так называе-
мого гидрофобного амфитеатра. 
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Введение. Впервые талидомид был син-
тезирован исследовательским отделом не-
мецкой фармацевтической компании «Хеми 
Грюненталь» (нем. Chemie Grьnenthal) в 
1954 г. Первые клинические данные свиде-
тельствовали о том, что препарат обладал 
мягким снотворным и расслабляющим дей-
ствием. Сон по ощущениям пациентов был 
максимально глубоким и естественным [1]. 
При этом было отмечено, что лекарство 
имело крайне низкую токсичность и в срав-
нении с распространенными барбитуратами 
было намного более безопасным. Этот факт 
способствовал огромной популярности та-
лидомида на фармацевтическом рынке. Ис-
следования на мышах и других животных 
показали, что талидомид безопасен, и по-
будили некоторые страны разрешить ис-
пользование этого препарата для лечения 
пациентов. Лекарственное средство стало 
успешно применяться для устранения не-
приятных симптомов, связанных с беремен-
ностью, таких как бессонница, беспокойство 
и утренняя тошнота. Однако препарат ока-
зался тератогенным [2]. Таким образом, в 
результате приема талидомида беременными 
женщинами в период с 1956 по 1962 г. в ряде 
стран мира родилось по разным подсчетам 
от 8000 до 12 000 детей с врожденными урод-
ствами и/или аномалиями умственного раз-
вития [3]. Впоследствии испытания соеди-
нения на беременных мышах и крысах не 

продемонстрировали тератогенный эффект, 
что надолго поставило в тупик исследовате-
лей того времени. 

Талидомид оказывает тератогенное дей-
ствие на эмбриональное развитие и вызыва-
ет широкий спектр врожденных дефектов, 
включая поражение конечностей, лица, глаз, 
ушей, гениталий и внутренних органов. До 
открытия основной мишени талидомида 
предполагалось, что его тератогенность опо-
средована ингибированием ангиогенеза или 
повреждением ДНК, вызванным активными 
формами кислорода [4].

В 2010 г. была установлена мишень та-
лидомида – белок цереблон (CRBN). Он 
является рецептором убиквитин-лигазного 
комплекса CRL4CRBN, т. е. ответствен за 
работу убиквитин-протеасомной системы 
(UPS). В настоящее время идентифицирован 
ряд субстратов, которые распознаются 
CRL4CRBN только в присутствии талидоми-
да или его производных. В их отношении 
используется термин неосубстраты. Другими 
словами, талидомид и его производные дей-
ствуют как молекулярные клеи [5] между 
CRBN и неосубстратами (рисунок 1). Моле-
кулярный клей – это небольшая молекула 
(на рисунке 1 обозначена желтым), которая 
«прилипает» к ферменту (Белок А) и, изме-
няя конформацию его поверхности, «при-
клеивает» к нему целевой нетипичный бе-
лок – неосубстрат (Белок С).
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Рисунок 1 – Механизм действия молекулярных клеев

К неосубстратам в основном относятся 
факторы транскрипции класса цинковых 
пальцев. Одним из таких неосубстратов яв-
ляется белок Spalt-подобный белок 4 (SALL4). 
SALL4 представляет собой транскрипцион-
ный фактор, кодируемый геном семейства 
Spalt-подобных (SALL) генов. Для выясне-
ния того, как талидомид вызывает врожден-
ные дефекты, группа исcледователей воздей-
ствовала на эмбриональные стволовые и 
злокачественные клетки человека талидоми-
дом и родственными препаратами [6]. Ана-
лиз внутриклеточных белков показал, что 
указанные лекарственные средства вызыва-
ют резкое снижение количества SALL4, не-
обходимого для развития конечностей. Уже 
было известно, что дисфункция протеина 
SALL4 фигурирует в патогенезе лучевого 
синдрома Дуэйна и синдрома Холта – Ора-
ма. Оба состояния могут привести к врож-
денным дефектам, подобным тем, которые 
наблюдаются у детей, подвергшихся воздей-
ствию талидомида. Талидомид как раз опо-
средует взаимодействие между CRBN и фак-
тором транскрипции SALL4, действуя как 
молекулярный клей. В результате этого взаи-
модействия SALL4 помечается убиквитином 
и далее деградирует в протеасоме. Также 
было показано, что талидомид индуцирует 
деградацию SALL4 у людей и кроликов, но 
не у грызунов. Это согласуется с наблюде-
ниями еще 60-х гг. прошлого века, которые 
указывали на отсутствие тератогенного дей-
ствия талидомида у мышей и крыс, но не 
людей. Вероятнее всего, выходу на рынок 
талидомида поспособствовал именно факт 
такого видоспецифического действия препа-
рата, который не мог быть учтен компа-
нией. 

Подобные феномены биологического 
действия различных соединений на организ-
мы разных видов вызывают большой инте-
рес. До настоящего времени неясно, почему 

талидомид не вызывает тератогенный эф-
фект у грызунов. В особенности интересны 
исследования структурной протеомики в 
этой области. 

Цель работы – установить возможную 
причину видоспецифического действия та-
лидомида in silico в отношении некоторых 
видов животных. 

Материалы и методы. В рамках данного 
исследования необходимо было сравнить по-
следовательности аминокислот молекулы це-
реблона человека и нескольких видов живот-
ных, выявить ключевые различия в первич-
ной структуре белка, найти закономерности 
и проанализировать полученные данные, 
основываясь на концепции молекулярных 
клеев, попытаться построить гипотезу моле-
кулярного взаимодействия, объясняющую 
феномен отсутствия тератогенности у грызу-
нов и некоторых других видов эксперимен-
тальных животных. 

Сиквенсы цереблона, целевого белка 
талидомида, разных животных и человека 
получены из библиотеки NCBI Gene (URL: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). Для
выравнивания аминокислотных последова-
тельностей применялась программа BLAST. 
Трехмерные структуры цереблона человека 
и мыши были получены из базы данных 
Protein Data Bank (7bqu – Homo sapiens, 
4tzc – Mus musculus). Для молекулярного 
докинга in silico использовался плагин Glide 
(Schrodinger). При помощи программы 
PyMOL (Schrodiger) произведен анализ 
структуры полученных белок-лиганд ком-
плексов, а также сравнение пространствен-
ных особенностей CRBN человека и мыши. 
Для графической 2D-визуализации гипо-
тезы «гидрофобного амфитеатра» исполь-
зован редактор химической графики 
ChemDraw.

Результаты и их обсуждение. Для иссле-
дования было выбрано 8 видов животных, 
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которые были разделены на две группы в 
зависимости от наличия или отсутствия те-
ратогенного действия талидомида (табли-
ца 1). Влияние на плод представленных ви-
дов было показано эмпирически в ранних 
исследованиях [7].

Таблица – Группы животных (включая
Homo sapiens), структура цереблона которых 
сравнивалась в настоящем исследовании 

Группа 1 (талидомид
тератогенен)

Группа 2 (талидомид
не тератогенен)

1. Homo sapiens 1. Mus musculus
2. Chlorocebus sabaeus 2. Rattus norvegicus
3. Pongo pygmaeus 3. Felis catus
4. Oryctolagus cuniculus 4. Sus scrofa

Нами была выдвинута гипотеза о том, 
что целевой белок талидомида цереблон 

имеет отличия (аминокислотные замены) у 
представителей двух групп, что вероятнее 
всего сказывается на эффективности взаи-
модействия протеина и талидомида. Для 
этого из базы данных NCBI Gene были взя-
ты сиквенсы CRBN указанных видов и вы-
равнены в программе BLAST. Одновремен-
но анализируя пространственную структуру 
цереблона, была выявлена аминокислотная 
замена: у всех животных группы 2 в 
талидомид-связывающем домене CRBN в 
положении 391 находится изолейцин, в то 
время как у представителей группы 1 этому 
положению соответствует аминокислота 
Val387. Это единственная замена на протя-
жении всего талидомид-связывающего до-
мена с такой выраженной закономерностью. 
Результаты выравнивания представлены на 
рисунке 2. 

Рисунок 2 – Аминокислотные замены в талидомид-связывающем домене цереблона

Чтобы проверить влияние аминокислот-
ной замены на связывание талидомида с 
CRBN было решено провести молекуляр-
ный докинг. Для этого в базе данных RCSB 
PDB были взяты 3D-структуры цереблона 
человека как представителя группы 1 и 
мыши – представителя группы 2. Однако 
никаких значимых различий в энергии и ха-
рактере связывания выявлено не было. Бо-
лее того, ни Ile391, ни Val387 не взаимодей-
ствовали с молекулой талидомида (рису-
нок 3).

Исходя из этого факта, можно заклю-
чить, что, вероятнее всего, отсутствие тера-
тогенного действия талидомида по отноше-
нию к животным группы 2 не обусловлено 
низкой аффинностью соединения к CRBN. 
Следовательно, стоит рассмотреть данный 

Рисунок 3 – Наложение комплексов, получен-
ных в результате докинга талидомида с CRBN 

мыши (4tzc) и человека (7bqu)
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феномен в контексте механизма молекуляр-
ных клеев. Для этого анализировалась струк-
тура комплекса CRBN-талидомид-нео-
субстрат (SALL4) человека. Было установ-
лено, что одно из ключевых взаимодействий, 
которое возникает между CRBN и SALL4 – 
это водородная связь между пиррольным 
атомом триптофана 403 и карбонильным 
кислородом цистеина 7 соответственно (ри-
сунок 4). 

В цереблоне человека Val387 своей боко-
вой цепью не заслоняет атом азота Trp403 
(рисунок 5, б).

В случае же с цереблоном мыши, боко-
вая цепь Ile391 создает на поверхности бел-
ка заметную гидрофобную шпильку (рису-
нок 5, а).

Однако, рассматривая только структуру 
CRBN, нельзя утверждать, что Ile391 суще-
ственно закрывает доступ к триптофану, бло-
кируя тем самым взаимодействие цереблона 
и неосубстрата. Полученные нами в PDB кри-
сталлографические структуры CRBN мыши 
демонстрируют следующую картину: Trp403 
всегда ассоциирован с водой, в то время как 
Trp403 CRBN человека всегда взаимодейству-
ет с каким-либо неосубстратом, образуя водо-
родную связь (в случае цинковых пальцев – с 
цистеином). Возникает вопрос, почему трип-
тофан цереблона человека в клетке не обра-
зует устойчивое соединение с водой, а «пред-
почитает» взаимодействие с неосубстратом 
SALL4. Можно предположить, несмотря на 
то, что замена Val на Ile является консерва-
тивной, а боковая цепь изолейцина в мыши-
ном цереблоне не создает существенного 
экранирования ключевого пиррольного атома 
триптофана, взаимодействие с SALL4 являет-
ся затруднительным и образование водород-
ной связи с водой куда более предпочтитель-
но. Мы попытались объяснить данный фено-
мен с помощью модели «гидрофобного 
амфитеатра». Под «гидрофобным амфитеа-
тром» мы подразумеваем то аминокислотное 
окружение, в котором находится пиррольный 
атом Trp403 (показан синим цветом на рисун-
ке 6) цереблона мыши. 

Атом азота индольного ядра триптофана 
располагается как бы на «сцене» амфитеатра, 
«трибуны» которого в основном состоят из 
гидрофобных боковых цепей аминокислот 
(показаны белым цветом на электростатиче-
ской поверхности CRBN на рисунке 6).

Рисунок 4 – Водородная связь между Trp403 
CRBN и Сys7 SALL4

Рисунок 5 – Сайт связывания талидомида
и CRBN мыши (а) и человека (б)

а

б
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Рисунок 6 – Сайт связывания талидомида и CRBN мыши (а) и человека (б) 

Cреди них розовым цветом выделена бо-
ковая цепь Ile391, которая располагается ря-
дом с атомом азота триптофана, находясь 
несколько выше плоскости ядра индола (ри-
сунок 6, а). В молекуле цереблона человека 
боковая цепь Val387 находится приблизи-
тельно в одной плоскости с азотом Trp403 
(рисунок 6, б). Физически этот феномен 
можно объяснить следующим образом: кар-
бонильная группа Cys7 неосубстрата SALL4 
обладает бόльшим дипольным моментом, 
чем вода (2,7 D и 1,87 D соответственно). 
Соответственно, электронная плотность у 
карбонильного атома кислорода цистеина 
будет повышена и приблизиться к азоту 
триптофана, находящемуся на «сцене» узко-
го и глубокого (из-за выступающего Ile391) 
«гидрофобного амфитеатра» мышиного 
CRBN, будет стерически затруднительно. 
Молекула воды, обладая небольшими раз-
мерами, и с меньшей электронной плотно-
стью на кислороде будет свободно помещать-
ся в карман и образовывать водородную 
связь с пиррольным атомом азота Trp403, что 
исключает связывание SALL4 с цереблоном 
(см. рисунок 7, а). В итоге SALL4 не под-
вергается протеасомному разрушению и те-
ратогенные свойства талидомида у животных 
группы 2 не проявляются. 

В CRBN человека Val387 не выступает 
выше плоскости атома азота индольного ядра 
и создается своего рода «окно» доступа. В 
этом случае с азотом Trp403 могут взаимо-

действовать и молекула воды, и киcлород 
Cys7 SALL4 (см. рисунок 7, б). Однако, воз-
можно, термодинамически более выгодным 
будет взаимодействие СRBN c SALL4, и это 
событие будет происходить статистически 
чаще при наличии последнего в окружении 
CRBN. Разрушение SALL4 будет провоциро-
вать развитие большинства аномалий плода, 
вызываемых приемом талидомида и его про-
изводных.

Заключение. Полученные результаты по-
зволяют с помощью модели «гидрофобного 
амфитеатра» предположить на структурном 
уровне вероятный механизм отсутствия тера-
тогенного действия талидомида и его анало-
гов на плод некоторых видов эксперимен-
тальных животных. Рассмотренный феномен 
также демонстрирует критическую важность 
даже консервативных аминокислотных за-
мен при определенных обстоятельствах. Для 
улучшения понимания механизма молеку-
лярных клеев и UPS как в процессах эмбри-
огенеза, так и в процессах канцерогенеза 
имеет смысл выравнивание последователь-
ностей разных неосубстратов на основе экс-
периментальных данных с целью уточнения 
особенностей процесса неоангиогенеза, а 
также выявление мутаций в структурах про-
ангиогенных факторов некоторых опухолей 
и рассмотрение их с точки зрения концеп-
ции молекулярных клеев для приближения к 
более фундаментальному объяснению пато-
генеза.
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Рисунок 7 – Схема возможного взаимодействия Сys7 SALL4 и Trp403 CRBN мыши (а)
и человека (б) 
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Structural justification of the absence of teratogenic effect
of thalidomide in some species of experimental animals

Rineyskaya O. N., Bankovsky A. A.

Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus

In this work, sequences of the target protein thalidomide (CRBN) from a number of animals 
(including humans) demonstrating the presence or absence of the teratogenic effect of thalidomide 
were analyzed. A key amino acid substitution has been identified, which probably leads to the absence 



334

БГМУ в авангарде медицинской науки и практики В ы п у с к  1 3

of a toxic effect on the fetus of rodents, which are the main experimental species. Based on the 
property of thalidomide as a molecular glue, a model of the so-called “hydrophobic amphitheater” 
is proposed fortue an explanation of the phenomenon of loss of the teratogenicity.

Keywords: thalidomide, cereblon, molecular glue, teratogenicity.
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ВЛИЯНИЕ ДИПЕПТИДА PRO-GLY НА ОПЕРАНТНУЮ 
ДЕЯТЕЛЬНОСТЬ АУТБРЕДНЫХ И ИНБРЕДНЫХ КРЫС 

Саванец О. Н.1, Кравченко Е. В.1, Ольгомец Л. М.1, Зильберман Р. Д.1,
Бизунок Н. А.2, Дубовик Б. В.2
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2Учреждение образования «Белорусский государственный медицинский университет»,
г. Минск, Республика Беларусь 

Реферат. Проведены исследования влияния дипептида Pro-Gly (0,5 мг/кг, внутрибрюшин-
но) на динамику уровня тревожности (УТ) и способность к оперантному обучению и воспро-
изведению условного рефлекса (УР) у крыс-самцов Wistar и SHR. Дипептид не оказывал ста-
тистически значимого облегчающего действия на выработку условного рефлекса (УР) у крыс 
Wistar и SHR, однако существенно облегчал способность воспроизведения УР у спонтанно 
гипертензивных крыс, подвергшихся депривации парадоксальной фазы сна (ДПФС).

Ключевые слова: Pro-Gly, оперантное обучение, ДПФС, крысы Wistar, крысы SHR.

Введение. Гипертония является наиболее 
распространенным сердечно-сосудистым за-
болеванием, которое отмечается у 31 % от 
общей численности населения в мире,
40 % – в Беларуси (URL: https://minzdrav.
gov.by). По данным журнала Lancet, важным 
модифицируемым фактором риска когни-
тивных расстройств (КР) является артери-
альная гипертензия (АГ) (G. Livingston с со-
авт., 2020). Согласно клиническим рекомен-
дациям «Когнитивные расстройства у лиц 
пожилого и старческого возраста» (Минздрав 
РФ, 2020) с целью первичной профилактики 
КР у пациентов из группы риска рекоменду-
ется терапия АГ – уровень убедительности 
рекомендаций – А, уровень достоверности 
доказательств – 1. Уровень тревожности 
(УТ) тесно связан с когнитивными функ-
циями (КФ) [1]. Патологически повышен-
ный УТ сопровождается нарушениями кон-
центрации внимания, трудностями с приня-
тием решения, плохой переносимостью 
неопределенности, подавлением мыслитель-

ных процессов, тенденцией интерпретиро-
вать неоднозначные ситуации негативным 
образом [2]. Так называемая полезная тре-
вожность, выполняя сигнализирующую и 
охранительную функции, способствует из-
менению характера поведения или включе-
нию механизмов психической адаптации, 
играет мотивационную роль, усиливая по-
веденческую активность, что позволяет мо-
билизовать все силы для достижения наи-
лучшего результата и рассматривается как 
необходимый фактор для эффективного при-
способления к действительности [1]. Напро-
тив, отсутствие тревоги представляет собой 
явление, препятствующее нормальной адап-
тации [1].

Экспериментально доказано, что депри-
вация парадоксальной фазы сна (ДПФС) 
оказывает отрицательное влияние на целый 
ряд физиологических нарушений (повыше-
ние АД, а также УТ, нарушение КФ, эндоте-
лиальной функции у крыс среднего возраста, 
но не у молодых; снижение массы тела жи-


