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Применение антител в биотехнологии и биомедицине неуклонно растёт с 1980-х гг. Будучи уни-
кальными и высокоспецифичными биореагентами, моноклональные антитела (monoclonal 
antibodies, mAb) широко используются и одобрены в качестве терапевтических агентов. Однако 
использование mAb в терапевтических целях имеет определённые ограничения. Фрагменты ан-
тител (antibody fragments, AbF) с сохранёнными антигенсвязывающими сайтами потенциально 
способны преодолеть недостатки обычных mAb, такие как гетерогенное распределение в тканях 
после системного применения, особенно в случае солидных опухолей, а также Fc-опосредованная 
активация иммунной системы в присутствии свидетеля. AbF имеют лучший коэффициент био-
распределения благодаря более низкой молекулярной массе. Они сохраняют функциональные 
особенности mAb, такие как специфичность к антигену и возможность его связывать, при этом 
гораздо лучше проникая в ткани. Дополнительным преимуществом AbF является возможность 
их производства в бактериальных и дрожжевых клетках благодаря небольшому размеру, более 
прочной структуре и отсутствию посттрансляционных модификаций. В данном обзоре описыва-
ются разные подходы к получению AbF, приводятся недавние примеры их синтеза в бактериальных 
и дрожжевых системах экспрессии и методы оптимизации их получения.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фрагменты антител, бактериальная экспрессия, дрожжевая экспрессия, scFv, VHH.

DOI: 10.31857/S0320972523090014, EDN: WSLAON

Принятые сокращения: AbF  – antibody fragment, фрагмент антитела; mAb  – monoclonal antibody, моноклональ-
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ВВЕДЕНИЕ

Применение антител стало неотъемлемой 
частью диагностики, медицинской визуали-
зации и терапии. В частности, они регулярно 
используются в различных клинических ана-
лизах, включая иммуноблоттинг, проточную 
цитометрию и иммуногистохимию  [1], напри-
мер, для обнаружения антигенов или токсинов. 
Антитела можно получить в моноклональной 
форме, что делает возможным их широкое при-
менение в лечении рака и воспалительных забо-
леваний. Однако продукция моноклональных 

антител (monoclonal antibodies, mAb) с исполь-
зованием классической гибридомной техноло-
гии имеет ограничения, поскольку гибридомы 
обычно имеют слабую секрецию и генетически 
нестабильны [2]. Таким образом, на получение 
достаточного количества mAb требуется в сред-
нем от 6 до 8 месяцев. Мышиные mAb иммуно-
генны и малоэффективны из-за ксеногенной 
структуры Fc, поэтому для их терапевтического 
применения требуется дальнейшая гуманиза-
ция, что повышает цену изготовления [1].

Разработка методов производства реком-
бинантных mAb в 1980-х гг. дала возможность 
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производить антитела в большом масштабе 
для использования в доклинических и клини-
ческих испытаниях. Несмотря на очевидные 
преимущества, mAb также имеют некоторые 
недостатки, такие как высокая стоимость и 
временные ограничения, связанные с их про-
изводством. Большая молекулярная масса и 
гетеротетрамерная структура как классиче-
ских, так и гуманизированных mAb делают их 
неподходящими для некоторых применений 
in vivo. В качестве альтернативы были созданы 
различные типы фрагментов антител (antibody 
fragments, AbF). Самые распространённые из 
них  – одноцепочечные вариабельные фраг-
менты (single-chain variable fragments, scFv), од-
нодоменные антитела или вариабельные доме-
ны антител из тяжёлых цепей (variable domains 
of heavy-chain antibodies, VHH), а также вариа-
бельные фрагменты нового антиген-рецеп-
тора иммуноглобулина (variable fragments of 
immunoglobulin new antigen receptor, VNAR) [3]. 
Благодаря техникам фагового и дрожжевого 
дисплея, которые существенно ускорили выяв-
ление антител к различным антигенам и дали 
возможность оптимизировать структуру анти-
тел для улучшения их связывающих свойств, 
стал возможным скрининг больших библиотек 

AbF. Методы дисплея, особенно фагового, яв-
ляются важной движущей силой для открытия 
антител, которые в дальнейшем можно модифи-
цировать, оптимизировать и синтезировать [4].

AbF можно получить с помощью протео-
лиза или генной инженерии (рис. 1). Самыми 
хорошо изученными типами AbF являются 
участки связывания антигена (fragment antigen-
binding regions, Fab), scFv и VHH. Fab можно 
получить с помощью ферментного расщепле-
ния IgG папаином или пепсином, дающего по 
два Fab- или F(ab′)2-фрагмента соответствен-
но. Прорыв в производстве рекомбинантных 
антител произошёл с получением scFv путём 
соединения вариабельных доменов тяжёлых и 
средних цепей (VH и VL соответственно) пеп-
тидным линкером с формированием единой 
полипептидной цепи. AbF такого типа сохра-
няют антигенсвязывающие свойства mAb, но 
могут экспрессироваться в E. coli  [5]. VHH, 
полученные из антител, состоящих только из 
тяжёлых цепей (встречающихся в природе у 
верблюдовых), стабильны и могут связываться 
с антигеном, несмотря на отсутствие лёгкой 
цепи. Структура и функции VHH сходны с та-
ковыми для VH-доменов обычных антител, за 
исключением ключевых мутаций в каркасном 

Рис. 1. Структура антител различных форматов. а – Обычные mAb; б – антитела только из тяжёлых цепей; в – фраг-
мент F(ab′)2, г – фрагмент Fab, д – scFv; е – VHH; ж – биспецифичный слитный белок рецептор T-клеток (TCR)–scFv; 
з  –  пегилированный Fab; и  –  слитный белок scFv–усечённый экзотоксин  A Pseudomonas; к  –  тандемные VHH. 
Красные линии показывают межцепочечные дисульфидные мостики, внутрицепочечные дисульфидные мостики 
не показаны



МИКРОБНАЯ ЭКСПРЕССИЯ ФРАГМЕНТОВ АНТИТЕЛ 1447

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

участке  2, отвечающем за взаимодействие ме-
жду вариабельными доменами в обычных им-
муноглобулинах. Благодаря своей повышен-
ной структурной стабильности и пониженной 
склонности к агрегации VHH предпочтитель-
ны в условиях, требующих высокостабильных 
антител (повышенная концентрация детергента, 
низкий pH), и могут использоваться для визуа-
лизации и лечения онкологических, инфекци-
онных, воспалительных и нейродегенеративных 
заболеваний  [3]. Несмотря на более короткий 
период полувыведения из кровообращения пу-
тём фильтрации в почках, AbF обладают рядом 
уникальных преимуществ перед классически-
ми mAbs, в частности, улучшенным проник-
новением в ткани, особенно солидные опухо-
ли [6], более высоким соотношением опухоль/
орган [7] и способностью эффективно прони-
кать через биологические (например, эпители-
альные и эндотелиальные) барьеры [8].

scFv и VHH становятся биотерапевтически-
ми агентами, поскольку их малый размер обес-
печивает лучшее проникновение в ткани  [9]. 
Для эффективной оценки концентрации белков 
в плазме на основании их фармакокинетики 
можно использовать коэффициент биораспре-
деления (biodistribution coefficient, BC – отно-
шение концентраций mAb в ткани и плазме). 
Соотношение между BC и размером белка дало 
возможность вывести значения BC50 для всех 
тканей. Бо льшая молекулярная масса приведёт 
к уменьшению величины 50%-ного поглощения 
белка тканью. Для большинства тканей значе-
ние BC50 составило ~35 кДа, указывая на то, что 
распределение AbF в ткани может происходить 
более эффективно по сравнению с mAb  [10]. 
Меньший размер AbF и лучшие значения BC50 
могут помочь в подборе дозировки и введении 
AbF, особенно в случае несистемного примене-
ния  [11]. AbF обладают высокими значениями 
BC50 для почек, показывая, что они с высокой 
вероятностью будут фильтроваться и реабсор-
бироваться из мочи [10, 12]. За последние годы 
рекомбинантные AbF стали одними из самых 
широко используемых биофармацевтических 
продуктов для терапевтического применения, а 
также для иммунодетекции, очистки и биосепа-
рации [3]. Причиной популярности AbF в био-
технологии является возможность их биосин-
теза в бактериальных и/или дрожжевых клетках 
и, следовательно, более низкие затраты на про-
изводство каждого миллиграмма белка. Данный 
обзор сосредоточен на последних достижениях 
в области продукции AbF в прокариотических 
и эукариотических системах экспрессии, таких 
как Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae и 
Pichia pastoris.

ПРОДУКЦИЯ AbF В КЛЕТКАХ E. coli

E. coli как клетка-хозяин экспрессии AbF. 
Прокариотические системы экспрессии ши-
роко используются для биосинтеза различных 
типов рекомбинантных белков, в том числе ал-
лергенов, ферментов и AbF [13–15]. Чаще всего 
в качестве бактериальной клетки-хозяина ис-
пользуется E. coli, которая из модельного орга-
низма для исследований превратилась в проду-
цент гетерологичных белков в промышленных 
масштабах. Около 30% биофармацевтических 
препаратов всего мира синтезируются имен-
но в E. coli, которая всё ещё используется как 
золотой стандарт синтеза рекомбинантных 
белков [9, 14]. Этот организм хорошо изучен и 
тщательно охарактеризован, его можно легко 
контролировать различными молекулярными 
инструментами. E. coli, как клетка-хозяин экс-
прессии рекомбинантных AbF, имеет преиму-
щества перед другими системами экспрессии, 
включая быстрый рост, минимальную слож-
ность среды, низкую стоимость производства 
и лёгкость его масштабирования. Она остаётся 
оптимальным вариантом для масштабного и 
недорогого производства негликозилирован-
ных рекомбинантных белков. Поскольку AbF 
не гликозилированы, их можно синтезировать 
в клетках E. coli без потери функциональных 
свойств  [16]. Несколько лекарств, основан-
ных на AbF и одобренных FDA и EMA, были 
успешно синтезированы в E. coli (табл. 1). AbF 
можно синтезировать в различных клеточ-
ных компартментах, например, в периплазме 
(ранибизумаб и цертолизумаб пегол) и внекле-
точном пространстве (каплацизумаб и опорту-
зумаб), или же производить в составе телец 
включения с последующим рефолдингом (те-
бентафусп и бролуцизумаб) [9, 17].

Разработано множество стратегий полу-
чения высокого выхода рекомбинантных AbF. 
При использовании в качестве продуцента 
E. coli следует учесть три главных аспекта про-
дукции AbF: штаммы, векторы и условия куль-
тивирования.

Традиционные подходы к синтезу AbF в клет-
ках E. coli. AbF могут быть успешно получены 
в цитоплазме и периплазме, хотя у каждого из 
этих вариантов есть свои ограничения [19]. На-
пример, если достигнуть высокого уровня син-
теза AbF в цитоплазме, белки могут неправиль-
но свернуться и сформировать нерастворимые 
тельца включения. Секреция в периплазму де-
лает возможным формирование естественных 
дисульфидных связей, но периплазматическое 
пространство ограничено, что приводит к мень-
шему выходу или формированию агрегатов. 
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Таблица 1. Одобренные FDA и EMA терапевтические AbFs, синтезированные в клетках E. coli [18]

Название Терапевтическое применение Формат AbF
Год одобрения 

(FDA или EMA)

Блинатумомаб острый лимфобластный лейкоз
мышиный биспецифический 
тандемный scFv

2014

Моксетумомаб 
пасудотокс

волосатоклеточный лейкоз

стабилизированный дисульфидом 
слитный белок Fv (dsFv)-PE38–
фрагмент экзотоксина A 
Pseudomonas

2018

Каплацизумаб
приобретённая тромботическая 
тромбоцитопеническая пурпура

гуманизированное нанотело 2019

Бролуцизумаб
неоваскулярная возрастная 
макулярная дегенерация

гуманизованный scFv 2019

Тебентафусп
неоперабельная или метастатическая 
увеальная меланома

биспецифичный слитный 
белок TCR–scFv

2022

Ранибизумаб
возрастная макулярная 
дегенерация, диабетическая 
ретинопатия, макулярный отёк

Fab 2006

Цертолизумаб 
пегол

активный псориатический артрит пегилированный Fab 2008

Опортузумаб 
монатокс

рак мочевого пузыря
гуманизированный слитный 
белок scFv–усечённый 
экзотоксин A Pseudomonas

2021

Периплазма обеспечивает более прямой под-
ход к очистке белков, поскольку её можно ли-
зировать в очень мягких условиях. Внешняя 
мембрана может быть разрушена с помощью 
осмотического шока, механического воздей-
ствия или лёгкой термической обработки. 
Также периплазматическое пространство, в от-
личие от цитоплазмы, содержит лишь 4–8% от 
нативных белков E. coli, что упрощает процесс 
очистки [20].

Самой распространённой стратегией про-
дукции AbF является экспрессия белков в рас-
творимой форме в цитоплазме – она проста, 
обычно даёт высокий выход белка и не требует 
введения сигнальной последовательности в 
вектор  [21]. Однако экспрессия белка в цито-
плазме бактериальной клетки может приводить 
к некорректному формированию дисульфид-
ных связей, что вызывает накопление реком-
бинантных антител главным образом в виде 
телец включения. Тельца включения можно 
подвергнуть рефолдингу и формированию ди-
сульфидных связей in vitro, после чего очистить 
для восстановления функциональной актив-
ности  [22]. Рекомбинантные AbF также могут 
продуцироваться в цитозоле с использованием 
мутантных штаммов E. coli, сверхэкспресси-
рующих дисульфид-изомеразу для усиленного 
формирования дисульфидных связей [23, 24].

Чтобы обеспечить синтез рекомбинантных 
белков в растворимой форме, лучше стремить-
ся к оптимальной, а не максимальной их про-

дукции. Некоторые группы исследователей по-
казали, что активность дисульфид-изомеразы 
DsbC может увеличить выход функциональных 
AbF. Например, комбинирование этого подхо-
да с коэкспрессией оксидоредуктаз оказалось 
лучшей стратегией синтеза белка в цитоплазме 
с высоким выходом (до 72 мг/л) [25, 26]. Слия-
ние с другими белками (например, GFP) мо-
жет улучшить растворимость целевого белка. 
Другие метки для слияния, такие как SNAP и 
SORT, могут привести к лучшей экспрессии, 
но также и усложнить процесс очистки [27].

Хотя AbF не гликозилированы, другие пост-
трансляционные модификации важны для их 
функциональной активности. Так, scFv со-
держат две дисульфидные связи, а Fab – пять 
или шесть. Производство AbF с естественны-
ми дисульфидными связями является слож-
ным, особенно в больших масштабах. Приме-
ром успешного биосинтеза AbF с корректно 
сформированными дисульфидными связями 
в цитоплазме E. coli является использование 
системы CyDisCo, основанной на коэкспрес-
сии фермента Erv1p, формирующего дисуль-
фидные связи, и дисульфид-изомеразы белка 
(protein disulfide isomerase, PDI). Данную си-
стему протестировали для экспрессии и очист-
ки одиннадцати scFv и одиннадцати Fab, экс-
прессированных с одинаковых векторов при 
одинаковых условиях. Применение CyDisCo 
дало большое количество AbF, прошедших 
естественный фолдинг и обладающих биоло-
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Таблица 2. Модификации штаммов E. coli [39]

Вид модификации Название штамма Характеристики/Применение

Отсутствие протеаз (Lon и OmpT)
BL21(DE3), 
BL21Star(DE3)

сниженная деградация 
чужеродного белка

Дополнение редкими тРНК

CodonPlus-RIL 
(BL21-RIL), 
CodonPlus-RP 
(BL21-RP), Rosetta

экспрессия редких кодонов 
(arg, ile, leu, pro)

Мутации в генах глутатионредуктазы (gor) 
и тиоредоксинредуктазы (trxB)

Origami, Shuff le T7, 
Rosetta-gami («Novagen»)

повышенное образование 
дисульфидных связей в цитозоле

Введение промотора (araBAD) или ингибитора 
промотора T7 (лизоцим фага T7)

BL21-AI, pLyS экспрессия токсичных белков

Введение хорошо титруемого промотора 
рамнозы (Prha)

Lemo21(DE3)
экспрессия глобулярных 
или мембранных белков

Введение рестрицирующей метилцитозин-
эндонуклеазы 

McrA, McrBC, Mrr сниженное метилирование

Коэкспрессия шаперона
штамм 
от «Agilent Technologies»

снижение неправильного 
фолдинга белка

гической активностью, что было показано на 
спектрах кругового дихроизма. Выход очищен-
ных scFv и Fab-фрагментов составлял до 240 и 
42 мг/л соответственно [28].

По сравнению с цитоплазмой (с восста-
навливающей средой) периплазма лучше под-
ходит для формирования дисульфидных свя-
зей в AbF, поскольку предоставляет для них 
более окисляющую среду. Кроме того, присут-
ствие множества шаперонов и изомераз, таких 
как система Dsb, способствует правильному 
формированию дисульфидных связей. Боль-
шинство белков сначала продуцируется в ци-
топлазме и затем секретируется в периплазму 
различными путями (Sec, SRP и Tat). Для пе-
реноса в периплазму белкам требуется наличие 
на N-конце сигнального пептида (SpA, PhoA, 
PelB, OmpA, OmpT, DsbA, TorT или TolT), ко-
торый вместе с молекулярными шаперонами и 
дисульфид-изомеразами (система Dsb) помо-
гает белкам правильно сворачиваться и фор-
мировать дисульфидные связи. Для прямой 
секреции белков в периплазму можно исполь-
зовать около 20  сигнальных пептидов  [29]. 
Подобная таргетная периплазматическая се-
креция использовалась во многих случаях, на-
пример, для экспрессии PGT135 в количествах 
до ~1,2 г/л  [8] или нескольких гуманизиро-
ванных Fab′ с выходом до 2,4 г/л [30].

Штаммы E. coli, использованные для син-
теза AbF. В биотехнологии часто используется 
несколько штаммов (табл. 2), в частности, 
штаммы E. coli K-12 (MG1655, JM109, W3110, 
BW25113, DH5α, DH1, WK6) и B (BL21, 
BL21(DE3), BL21(DE3) pLysS, BL21(DE3) 
Rosetta)  [31]. Чаще используются штаммы  K, 

хотя они продуцируют большое количество 
ацетата, который может негативно влиять на 
синтез белка и рост клеток  [32]. Штаммы  B, 
полученные на основе штаммов  K, напротив, 
производят меньше ацетата, что позволяет вы-
ращивать клетки при более высоких концен-
трациях глюкозы  [33]. Таким образом, штам-
мы K лучше подходят для скрининга, в то время 
как штаммы B – для продукции белка для био-
фармацевтического применения [34].

VHH обычно продуцируются в системе 
экспрессии E. coli WK6 [35], разработанной на 
основе штамма K12 и используемой для инду-
цируемой экспрессии генов VHH. Клетки этих 
штаммов обладают высокой скоростью репли-
кации и оказались наилучшим вариантом для 
корректного формирования дисульфидной свя-
зи. VHH, экспрессируемые в периплазматиче-
ское пространство, обычно модифицированы 
различными метками, что существенно сни-
жает вероятность формирования телец вклю-
чения  [35, 36]. Клетки E. coli WK6 успешно 
использовались для высокопроизводительного 
синтеза VHH против шиповидного белка ви-
руса SARS-CoV-2 и пищевых аллергенов [37, 38].

ВЕКТОРЫ ДЛЯ СИНТЕЗА AbF

Выбор промотора важен для регуляции 
экспрессии и зависит от природы целевого 
белка [40–43]. Помимо промотора T7, исполь-
зуемого чаще всего, есть несколько других про-
моторов, обладающих определёнными пре-
имуществами. Например, промотор araBAD 
является сильным, строго регулируемым 
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Рис. 2. Плазмиды pETDUET-1 (а) и pOPE101 (б), использованные для бактериальной экспрессии AbF

и хорошо титруемым, он используется глав-
ным образом для экспрессии токсичных бел-
ков. Ещё один промотор, cspA – это промотор 
холодового шока, дающий возможность экс-
прессировать белки при низких температурах 
(с оптимумом 10–25 °C) [44].

Для синтеза AbF обычно используется 
несколько векторов. Компания «Progen» раз-
работала новый вектор для клонирования, 
pOPE101, который обеспечивает биосинтез 
scFv в растворимой форме (рис. 2) в клет-
ках E.  coli. Он включает сильный IPTG-инду-
цируемый промотор  T7, ген устойчивости к 
ампициллину, лидерную последовательность, 
обеспечивающую экспрессию белка в пери-
плазме, и метку C-myc/His6 для облегчения 
очистки. В случае scFv тяжёлую цепь кло-
нировали по сайтам NcoI и HindIII, а лёг-
кую  – по сайтам MluI и NotI. Две цепи со-
единялись линкером из 18  аминокислотных 
остатков, который делал возможной коэкс-
прессию двух целевых белков. Новый вектор 
pETDUET-1 (рис. 2), разработанный компа-
нией «Novagen», содержит два сайта множе-
ственного клонирования (multiple cloning sites, 
MCS), в каждом из которых есть промотор T7. 
Сайт MSC2 заканчивается терминатором  T7. 
Этот вектор также содержит метку His6 в сай-
те MSC1 и метку  S в сайте MSC2, его можно 
использовать с любым совместимым штам-
мом E. coli  [40]. Вектор pETDUET-1 приме-
няли, например, для синтеза rHu (биоаналога 
ранибизумаба) с выходом до 2,8 мг/л (в этом 
случае лёгкие и тяжёлые цепи клонировали 
в два MCS) [41].

УСЛОВИЯ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 
ДЛЯ СИНТЕЗА AbF С ВЫСОКИМ ВЫХОДОМ

Для высокого выхода AbF в клетках E.  coli 
требуется оптимизировать множество пара-
метров производства, таких как температура, 
перемешивание, время культивирования, аэра-
ция, источники углерода, среда, тип индук-
ции [42, 43].

Влияние температуры на выход AbF хо-
рошо изучено. Хотя максимальная скорость 
роста E. coli наблюдается при 37 °C, экспрес-
сию рекомбинантных антител оказалось лучше 
производить при более низких температурах 
(25 °C), поскольку её затрудняет деградация 
белка и формирование телец включения [45].

В нескольких исследованиях сообщалось, 
что сложные среды, такие как TB (terrific broth) 
или EnPresso, стимулируют рост клеток, что 
приводит к сверхэкспрессии продукта  [46]. 
Однако насыщенность среды роста не оказы-
вает существенного воздействия на выход бел-
ка, на который в большей степени влияет ами-
нокислотная последовательность, чем состав 
среды [47].

Оптимизация концентрации источников 
углерода (глюкоза, глицерол, лактоза, глицин) 
может положительно влиять на экспрессию 
AbF. Как правило, снижение концентрации 
глюкозы и увеличение содержания глицерола 
в среде увеличивает количество внеклеточных 
VHH [48]. Глицин воздействует на пептидогли-
кановый слой бактериальной клеточной стенки, 
что увеличивает проницаемость клеток, и белки 
могут легче выходить в культуральную среду. 
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После того, как было открыто, что 13% после-
довательности VHH представлено остатками 
глицина, добавка глицина в среду для культи-
вирования стала использоваться для снижения 
метаболической нагрузки; глицин действует как 
предшественник в синтезе AbF [49].

Снижение концентрации IPTG иногда 
может улучшать растворимость и активность 
синтезируемых белков за счёт снижения их 
экспрессии. Оптимальная концентрация IPTG 
зависит от конкретного белка и должна под-
бираться для каждого AbF. Сообщается о ши-
роком диапазоне возможных концентраций 
IPTG (от 0,005 до 5 мМ), хотя наиболее часто 
используемая концентрация IPTG для T7  lac-
промотора составляет 1 мМ. В некоторых слу-
чаях нет необходимости использовать мак-
симально возможную концентрацию IPTG, 
поскольку это может перегрузить клетку и ин-
дуцировать формирование телец включения. 
Напротив, низкий уровень IPTG часто сокра-
щает образование телец включения и улучшает 
фолдинг и стабильность белка [46].

ЭКСПРЕССИЯ AbF В ДРОЖЖАХ

Хотя у продукции AbF в E. coli есть пре-
имущества (быстрый рост клеток, лёгкость 
манипуляций и минимальная сложность сре-
ды), у неё также есть и недостатки, в том числе 
формирование телец включения из-за окис-
ляющей внутриклеточной среды. Чтобы полу-
чить растворимые функциональные антитела 
из телец включения, требуется дополнитель-
ный рефолдинг [50]. Это привело к разработке 
эукариотических систем экспрессии. Самым 
доступным эукариотическим организмом для 
продукции рекомбинантных белков являют-
ся дрожжи. У этих одноклеточных эукариот 
есть многочисленные преимущества. Дрожжи 
легко растут на простых средах и достигают 
высокой плотности клеток при культивиро-
вании в малых и больших масштабах. Биохи-
мия, генетика и клеточная биология дрожжей 
хорошо изучены, что позволяет легко прово-
дить с ними генетические манипуляции. Как 
система экспрессии рекомбинантных белков, 
дрожжи поддерживают продукцию маленьких 
и больших (более 50 кДа) белков с высоким 
выходом и низким уровнем загрязнения эндо-
генными белками  [51]. Дрожжи секретируют 
только несколько собственных белков, что 
облегчает очистку выделяемых во внеклеточ-
ное пространство рекомбинантных белков. 
Кроме того, дрожжи обеспечивают гликози-
лирование, метилирование, ацилирование, 

формирование дисульфидных мостиков и дру-
гие посттрансляционные модификации для 
экспрессируемых гетерологичных белков эука-
риотического происхождения  [52,  53]. Произ-
водство белков с помощью дрожжей малоза-
тратно, и процесс их получения в ферментёрах 
легко масштабируется. Дрожжи также гораздо 
более толерантны к таким факторам фермен-
тации, как pH, присутствие ингибиторов фер-
ментации, высокая концентрация сахара и 
этанола и т.д., по сравнению с клетками E. coli 
(табл. 3) [54].

Распространённые виды дрожжей (табл. 4), 
используемые в качестве клеток-хозяев экс-
прессии рекомбинантных белков, могут являть-
ся неметилотрофными (Saccharomyces cerevisiae, 
Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis) и метило-
трофными (Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, 
Candida boidinii). S. cerevisiae и P. pastoris соот-
ветственно представляют две группы, наиболее 
часто используемые для продукции белков с 
терапевтическим применением [57].

S. cerevisiae является непатогенным орга-
низмом, в целом признанным безопасным 
(generally recognized as safe, GRAS), что спо-
собствовало его использованию в пищевой 
промышленности. Геном штамма S. cerevisiae 
S288C был первым полностью секвенирован-
ным эукариотическим геномом  [58], который 
дал огромное количество информации о гене-
тике и клеточной биологии дрожжей и сделал 
возможным лёгкость генетического манипу-
лирования этим видом. Достижения в области 
генной инженерии, стабильность системы экс-
прессии и лёгкость культивирования сделали 
S. cerevisiae перспективным хозяином для био-
синтеза mAb и AbF. Продукция VHH ламы в 
S. cerevisiae является хорошо отлаженным про-
мышленным процессом с выходом до сотен 
мг/л [59]. В промышленности и исследованиях 
применяется широкий спектр штаммов дрож-
жей, а для экспрессии рекомбинантных белков 
чаще всего используется штамм BJ5464.

Для экспрессии рекомбинантных белков 
требуется трансформация клетки-хозяина хи-
мическим способом или электропорацией 
(рис. 3) для введения вектора, несущего интере-
сующий ген. Благодаря быстрой пролиферации 
дрожжей вектор размножается вместе с целе-
вым геном. Многие эукариотические векторы, 
так называемые челночные, могут существо-
вать как в бактериальных, так и в эукариотиче-
ских клетках. У них два ориджина репликации 
и два набора маркерных генов, один из которых 
функционирует в E. coli, а другой – в эукарио-
тической системе экспрессии, чаще всего дрож-
жах. Существует три типа векторов экспрессии 
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Таблица 3. Характеристики прокариотических и эукариотических систем экспрессии [55, 56]

Клетка-хозяин 
для экспрессии

Прокариотическая (E. coli) Эукариотическая (дрожжевая)

Рост быстрый рост (30 мин) быстрый рост (90 мин)

Сложность среды минимальная минимальная

Стоимость производства низкая низкая

Возможность 
масштабирования 
производства

высокая высокая

Внеклеточная экспрессия отсутствует, секреция в периплазму
присутствует, секреция 
в среду культивирования

Фолдинг белка обычно требуется рефолдинг рефолдинга не требуется

Посттрансляционные 
модификации

отсутствие эукариотических 
посттрансляционных модификаций

различные посттрансляционные 
модификации, сильное 
гликозилирование маннозы

Риск загрязнения
средний 
(например, эндотоксинами)

низкий

Тип белка белки низкой молекулярной массы
белки низкой и высокой 
молекулярной массы

Таблица 4. Наиболее часто используемые штаммы S. cerevisiae и P. pastoris

Дрожжи Штаммы

S. cerevisiae BY4716, W303, S288c, A634A, CEN.PK
BJ5464, Σ1278b, SK1, BY4741, BY4742, BY4743

P. pastoris

дикий тип (Y-11430, X-33)

штаммы с различными способностями к использованию метанола (Mut+, Muts, Mut–)

штаммы с отсутствием протеазной активности (SMD1163, SMD1165, SMD1168)

штаммы с отсутствием гистидиндегидрогеназы (GS115, KM71, SMD1168)

для S. cerevisiae: эписомальные плазмиды (epi-
somal plasmids, YEp), интегрирующиеся плаз-
миды (integrating plasmids, YIp) и центромер-
ные плазмиды (centromeric plasmids, YCp).

YEp являются наиболее часто используе-
мыми векторами как для внутри-, так и вне-
клеточной продукции гетерологичных белков. 
Эти векторы получены из небольшой (2 мкм) 
круговой плазмиды, множественные копии 
которой присутствуют во многих встречаю-
щихся в природе штаммах S. cerevisiae. Плаз-
мида реплицируется независимо от хромосом 
дрожжей, так как содержит собственный ори-
джин репликации. Отбор клонов S. cerevisiae 
основан на использовании мутантных (ауксо-
трофных) штаммов, которым для роста тре-
буется конкретная аминокислота (гистидин, 
триптофан, лейцин) или нуклеотид (урацил); 
они могут расти на минимальной среде только 
тогда, когда она дополнена соответствующим 
питательным веществом. В векторе содержит-
ся функциональный ген дикого типа, воспол-
няющий мутантный ген хозяина.

У YIp отсутствует ориджин репликации, и 
они встраиваются в геном хозяина, в то время 
как YCp могут реплицироваться автономно в 
клетке-хозяине в небольшом количестве копий.

Гетерологичные гены помещаются под 
контроль особых промоторов для увеличения 
уровня экспрессии  [50, 60]. Эти промоторы 
могут быть конститутивными, т.е. постоянно 
активными, или индуцируемыми, т.е. активи-
руемыми специфическими стимулами. Сти-
мулы для промоторов, полученных из генов 
S. cerevisiae, обеспечивают эффективную тран-
скрипцию гетерологичных генов, помещённых 
в эписомальные векторы. Легко регулируемые 
индуцируемые промоторы необходимы для 
одновременного синтеза нескольких гетеро-
логичных белков. Например, промоторы, ин-
дуцируемые галактозой, быстро отвечают на 
её добавление и усиливают транскрипцию до 
1000  раз  [61]. В клетках S. cerevisiae галактоза 
метаболизируется в последовательности ре-
акций до глюкозо-6-фосфата, который всту-
пает в гликолиз или пентозофосфатный путь. 
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Рис. 3. Экспрессия AbF в дрожжах: необходимый ген клонируют в векторе экспрессии, дрожжевые клетки трансфор-
мируют получившейся конструкцией, оптимизируют процесс ферментации; AbF производят в большом масштабе 
и анализируют их профили гликозилирования. Создано с использованием ресурса BioRender.com с разрешения

Такое превращение необходимо, поскольку гли-
колитические ферменты не распознают галакто-
зу. Этот принцип используется для экспрессии 
гетерологичных белков в дрожжах с использо-
ванием промоторов GAL1 и GAL10, которые 
строго регулируют экспрессию генов метабо-
лизма галактозы. Галактоза является непри-
вычным питательным веществом для дрож-
жей, которое может использоваться в качестве 
единственного источника углерода при отсут-
ствии глюкозы в среде [62].

Производство рекомбинантных VHH ламы 
в достаточном количестве – хорошо отрабо-
танный промышленный процесс, который 
возможен благодаря стабильности и раство-
римости молекулы VHH. Растворимость VHH 
вызвана его гидрофильностью, которая делает 
возможной секрецию VHH из эндоплазмати-
ческого ретикулума (ЭР). В отличие от VHH, 
производные scFv более гидрофобны, а поэто-
му менее растворимы и могут накапливаться 
в ЭР  [63]. Эту проблему можно решить путём 
создания штаммов дрожжей со сверхэкспрес-
сией шаперонов и фолдаз, т.е. белков, обес-
печивающих корректный фолдинг с после-
дующей секрецией scFv [64]. Также создаются 
новые штаммы для увеличения общей способ-
ности дрожжей к секреции; такого результата 
можно достичь, управляя внутриклеточным 
перемещением белков, уменьшая их расщеп-
ление протеазами и контролируя ответ на теп-
ловой шок, что ведёт к более высокому уровню 
продукции белка [50].

AbF не гликозилированы и, следователь-
но, могут экспрессироваться в дрожжах. Так, 
S. cerevisiae использовали для получения таких 
основанных на AbF лекарств, как ранибизумаб 
(Ran, Fab-фрагмент), пекселизумаб (Pex; scFv-
пептид) и другие (табл. 5). Для этого использо-
вался штамм B184 с существенно повышенным 
синтезом α-амилазы, полученный из штамма 
AAC за счёт случайного мутагенеза и микро-
флюидного скрининга. Удаление амилазной 
плазмиды из штамма B184 дало штамм HA, 
который затем трансформировали плазмида-
ми, созданными путём введения нанотела Nan 
(состоящего из одного домена V-типа), генов 
антител Pex и Ran в вектор CPOTud. Хотя три 
фрагмента антител обладают различной моле-
кулярной массой и посттрансляционными мо-
дификациями, все они успешно экспрессиро-
вались в штамме HA S. cerevisiae [65].

Гиперманнозилирование может привести к 
понижению активности, повышению иммуно-
генности, уменьшению периода полувыведе-
ния из сыворотки и снижению терапевтиче-
ской эффективности гликопротеинов (рис. 3). 
Однако в случае AbF гиперманнозилирования 
можно избежать путём инактивации генов ман-
нозилтрансфераз Mnn2p и Mnn11p, отвечающих 
за этот тип гликозилирования. Нокаут гена 
Och1p, кодирующего α-1,6-маннозилтрансфе-
разу, также увеличил продукцию рекомбинант-
ных белков, в том числе AbF. Следовательно, 
модификация N-гликозилирования может при-
водить к усилению секреции белков [66].
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Таблица 5. Терапевтические AbF, синтезированные в S. cerevisiae и получившие одобрение FDA либо проходящие кли-
нические испытания

Непатентованное название Назначение Структура
Год 

одобрения

Пекселизумаб 
(Pex, гуманизированный)

аортокоронарное шунтирование 
и ангиопластика

scFvv в фазе 3

Ранибизумаб 
(Ran, гуманизированный)

макулярная дегенерация Fab 2006

Вобарилизумаб (ALX-0061)
ревматоидный артрит, 
системная красная волчанка

бивалентные 
биспецифичные VHH

в фазе 2

ALX-0171
инфекции нижних дыхательных путей, 
профилактика РСВ-инфекции

тривалентные VHH в фазе 2

Многие гетерологичные гены клонирова-
ны вместе с сигнальной последовательностью, 
кодирующей пептид, облегчающий перенос 
рекомбинантного белка через клеточную мем-
брану и его выход во внешнюю среду. Добав-
ление сигнальной последовательности может 
существенно упростить процесс очистки бел-
ка. Чаще всего в дрожжах используется сиг-
нальная последовательность, полученная из 
гена фактора спаривания  α1 (mating factor  α1, 
MFα1) (рис.  3). Обычно её вводят непосред-
ственно перед интересующим геном  [67]. 
Помимо сигнальной последовательности, экс-
прессируемый ген может содержать метку 
(чаще на C-конце), которая облегчает очистку 
белка и его количественное определение. Чаще 
всего используются такие метки, как полигис-
тидиновая и GFP  [62]. Так, scFv-фрагмент с 
присоединённым к C-концу GFP был синтези-
рован в штамме S. cerevisiae BJ5464, и для от-
слеживания его внутриклеточного процессин-
га использовалась флуоресценция GFP [68].

Однако, у дрожжей S. cerevisiae есть неко-
торые ограничения, в числе которых неста-
бильность плазмид, гипергликозилирование и 
низкий выход белка. Это послужило причиной 
разработки альтернативных систем экспрессии, 
включая метилотрофные дрожжи P. pastoris.

Как и S. cerevisiae, P. pastoris является од-
ноклеточным эукариотическим организмом 
со статусом GRAS  [50], который можно легко 
подвергать генетическим манипуляциям и куль-
тивировать. Клетки P. pastoris дают множество 
посттрансляционных модификаций, таких как 
правильный фолдинг белка, гликозилирова-
ние и формирование дисульфидных связей. 
По сравнению с клетками насекомых или 
млекопитающих клетки P. pastoris дают воз-
можность проводить более быстрый, лёгкий 
и выгодный синтез рекомбинантных белков. 
Главным преимуществом P. pastoris по срав-
нению с S. cerevisiae является более низкая 
степень гетерологического гликозилирования 

белков [52]. Использование P. pastoris для кон-
тролируемой экспрессии гетерологичных бел-
ков возможно благодаря существованию хоро-
шо регулируемых и эффективных промоторов, 
возможности выращивать клетки до высокой 
плотности в биореакторах на простой среде, 
а также секреции небольшого количества эн-
догенных белков, что существенно упрощает 
очистку белковых продуктов [67].

Вектор для трансформации P. pastoris дол-
жен быть линеаризован для эффективной ин-
теграции в дрожжевой геном путём гомоло -
гичной рекомбинации с формированием ста-
бильных трансформантов. Для экспрессии ге-
терологичных белков часто применяется инду-
цируемый промотор гена алкогольоксидазы, 
AOX1, с использованием метанола в качестве 
индуктора. Этот промотор ингибируется глю-
козой, глицеролом и большинством других ис-
точников углерода  [62, 69]. В качестве альтер-
нативы можно использовать конститутивные 
промоторы, поскольку уровень экспрессии, ко-
торый они обеспечивают, аналогичен тако-
вому для индуцируемых. Наиболее часто при-
меняемый конститутивный промотор – pGAP, 
который в норме регулирует экспрессию гена 
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы [62].

Некоторые векторы экспрессии P. pastoris 
содержат дополнительную последовательность 
(например, пре-про-последовательность MFα1 
S. cerevisiae) непосредственно после промотора, 
которая служит сигналом секреции экспрес-
сируемого белка  [69]. Очистка секретируемого 
белка достигается главным образом за счёт 
сепарации среды ферментации от дрожжевой 
биомассы путём центрифугирования. После 
этого рекомбинантные белки можно концен-
трировать и очищать различными методами, 
такими как ультрафильтрация, преципитация 
или хроматография, в зависимости от свойств 
целевого белка. В качестве примера упомя-
нем производство нанотела анти-CEACAM5 
в P. pastoris GS115 под контролем промотора 
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pGAP с выходом ~50 мг/л. Очищенные нанотела 
использовались в раннем обнаружении карци-
ноэмбрионального антигена (carcinoembryonic 
antigen, CEA) в сыворотке у пациентов с опухо-
лями желудочно-кишечного тракта [70].

Отбор трансформированных клонов кле-
ток-хозяев ведётся за счёт введения генов 
устойчивости к антибиотикам. Существует две 
группы векторов, которые придают клетке-
хозяину устойчивость к канамицину (pPIC3K 
и pPIC9K) и зеоцину (pPICZ) соответствен-
но  [57]. Эти векторы также содержат уни-
кальные сайты для эндонуклеаз рестрикции, 
используемые для клонирования целевых ге-
нов, а также последовательности меток (6×His 
или GFP), которые позволяют проводить бо-
лее простую очистку гетерологичных белков.

Новая система экспрессии белка в P. pastoris 
под названием PichiaPink может производить 
белок в больших количествах (до 12 г/л). Она 
была представлена компанией «Thermo Fischer 
Scientific» (США). Разница между штаммом, 
используемом в данной системе, и обычными 
штаммами заключается в методе отбора, осно-
ванном на комплементарности адениновых 
ауксотрофов (а не на устойчивости к анти-
биотикам). На настоящий момент существует 
четыре штамма, которые можно использовать 
для трансформации и внеклеточной экспрес-
сии белка. Белки переносятся во внеклеточную 
среду с помощью восьми последовательностей 
секреции. Преимущество такой системы экс-
прессии в том, что её легко масштабировать от 
низких до больших объёмов ферментации [52].

Впервые P. pastoris использовали как си-
стему экспрессии для получения человече-
ских AbF LR и 10FG2, которые клонировали в 
вектор pPICZαA и экспрессировали в штамме 
P. pastoris X33. Вектор содержал сигнальную 
последовательность секреции α-фактора, что 
делало возможной внеклеточную экспрессию 
рекомбинантных белков. Оба экспрессирован-
ных AbF могли связывать токсины скорпиона, 
показывая, что их биохимические и функцио-
нальные свойства остались неизменными. 
Кроме того, выход рекомбинантных белков 
в P. pastoris был выше, чем в клетках E. coli [71].

СТРАТЕГИИ УЛУЧШЕНИЯ 
ЭКСПРЕССИИ AbF В ДРОЖЖАХ

Стратегии улучшения продукции гетеро-
логичных белков основаны на варьирова-
нии условий (температуры, времени инкуба-
ции, концентрации субстрата) культивирова-
ния S. cerevisiae и P. pastoris. В качестве источ-

ника углерода дрожжи S. cerevisiae используют 
2%-ную глюкозу или 2%-ную раффинозу, экс-
прессия дрожжей в них индуцируется добавле-
нием к среде 2%-ной галактозы. Для экспрес-
сии рекомбинантных AbF клетки S. cerevisiae 
обычно выращивают при 28–30 °C  [72]. Ещё 
одним компонентом, необходимым для роста 
клеток, является метанол, используемый в 
качестве источника углерода. Он также инду-
цирует экспрессию генов, тем самым увели-
чивая продукцию белков. Однако чрезмерно 
высокие концентрации метанола (более 5%) 
могут быть вредны из-за формирования ток-
сичных продуктов, в то время как его низ-
кие концентрации (ниже 1%) вызывают про-
теолитическое расщепление гетерологичных 
белков. Оптимальная концентрация метано-
ла  – 2–2,5%  [55]. Экспрессию белка можно 
улучшить введением 0,5–1,0%-ного сорбитола 
в дополнение к метанолу. Сорбитол является 
источником углерода, который не индуцирует 
и не подавляет промотор AOX, поэтому выра-
щивание дрожжей на смеси метанол/сорби-
тол снижает токсические эффекты метанола, 
а также повышает плотность клеток и произ-
водительность всего процесса [55, 73].

Ещё одним важным фактором для выра-
щивания P. pastoris является температура. Оп-
тимальная температура для этих дрожжей со-
ставляет 30 °C. Её повышение до 32 °C вызы-
вает клеточную смерть и понижение экспрес-
сии белка, а снижение температуры ниже 28 °C 
обеспечивает жизнеспособность клеток, умень-
шает протеолитическое расщепление экс-
прессируемого белка и увеличивает его вы-
ход  [55,  74]. Ещё одним критическим факто-
ром, влияющим на продукцию белка, является 
время экспрессии. Для получения достаточной 
клеточной биомассы клетки P. pastoris выра-
щиваются 96 ч. Однако сообщалось, что долгое 
время выращивания клеток влияет на протео-
литическую деградацию рекомбинантных бел-
ков. Следовательно, для успешной продукции 
белка требуется оптимизация времени инкуба-
ции. Было обнаружено, что экспрессия белка 
происходит главным образом в интервале ме-
жду 72 и 96 ч, хотя начаться может уже через 
48 ч после индукции роста [55, 75].

Клетки P. pastoris оказались прекрасным 
хозяином экспрессии для синтеза AbF. Два 
рекомбинантных нанотела, полученных в 
P. pastoris – ALX061 и ALX00171 – нашли при-
менение в лечении ревматоидного артрита 
и респираторно-синцитиальной инфекции 
(РСВ – respiratory syncytial virus, RSV) соответ-
ственно  [50]. Некоторые AbF использовались 
для молекулярной визуализации  – например, 
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scFv, направленный на ген специфических 
калиевых каналов сердца у человека (human 
ether-a-go-go-related gene 1, hERG1), который 
является отличительным признаком зарожда-
ющихся опухолей. Нативный анти-hERG1 scFv 
и его мутантный анти-hERG1-вариант scFv-
Cys были синтезированы в клетках P. pastoris 
GS115. Максимальный уровень экспрессии 
белка достигался через 72 ч после её индукции. 
Мутантный вариант scFv-hERG1-Cis, в кото-
ром остаток цистеина заменял фенилаланин 
в каркасном участке  3 домена VH, был более 
стабилен в сыворотке и обладал большей аф-
финностью к антигену hERG1 на поверхности 
клеток, что делает его удобным инструментом 
для молекулярной визуализации и диагности-
ки рака in vivo [76].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
И БУДУЩИЕ ПЕРСПЕКТИВЫ

Продукция AbF была протестирована во 
множестве эукариотических и прокариотиче-
ских систем экспрессии, например, в клет-
ках млекопитающих, трансгенных животных, 
трансгенных растениях, клетках насекомых, 
нитчатых грибах, водорослях, простейших, 
дрожжах и бактериях. Однако у E. coli есть ряд 
уникальных по сравнению с другими систе-
мами преимуществ, особенно для крупномас-
штабного производства. Несомненно, клетки 
E. coli имеют множество преимуществ, включая 
быстрый рост, высокий уровень экспрессии, 
возможности для генной инженерии благодаря 
обширным познаниям о генетике и молекуляр-
ной биологии этого организма, большое коли-
чество векторов экспрессии, мутантных штам-
мов клеток-хозяев и экономически выгодные 
среды/условия культивирования.

За два последних десятилетия дрожжевые 
системы экспрессии стали обычным явлением 
в продукции рекомбинантных AbF. У них есть 
ряд преимуществ перед бактериями, поскольку 
они непатогенны, легко выращиваются и обес-
печивают высокий уровень экспрессии реком-
бинантных белков. В отличие от прокариоти-
ческих систем экспрессии, дрожжевые могут 
производить антитела с подобными челове-
ческим паттернами гликозилирования. Экс-
прессия в бактериальных клетках часто при-
водит к формированию телец включения, в то 
время как дрожжи обеспечивают правильный 
фолдинг белка и формирование функциональ-
ных белков. Сигнальные последовательности 
дают возможность прямо секретировать белок 
в среду, что облегчает дальнейший процесс 

его очистки. Выход рекомбинантных белков в 
дрожжах высок и может достигать от милли-
граммов до граммов на литр. Таким образом, 
дрожжи обеспечивают быструю и экономи-
чески выгодную продукцию рекомбинантных 
белков.

Другими системами, разработанными для 
экспрессии терапевтических AbF, являются 
клетки млекопитающих, растения и бакуло-
вирусы. Клетки млекопитающих  – это един-
ственная система экспрессии, которая может 
продуцировать нативные белки человека с 
правильными паттернами посттрансляцион-
ных модификаций. Экспрессия в клетках мле-
копитающих является дорогостоящей, слож-
ной и времязатратной, а её выход часто низок. 
Очистка AbF, продуцированных в системах 
млекопитающих, требует удаления вирусов, что 
прибавляет дополнительный уровень сложно-
сти ко всей процедуре [9].

Растительные системы экспрессии также 
дают ряд преимуществ, включая низкую стои-
мость производства и высокий выход белка. 
Несмотря на то, что в таких системах бел-
ки могут проходить корректный фолдинг, их 
посттрансляционные модификации, особен-
но гликозилирование, отличаются от таковых 
в человеческих клетках и могут приводить к 
иммуногенности для таких AbF, что ограни-
чивает возможности применения трансгенных 
растений. В зависимости от использованных 
промоторов синтезированные в растениях бел-
ки могут запасаться в листьях, семенах или же 
в тех и других. Хотя экспрессия белков может 
быть высокой, их препараты также могут быть 
загрязнены другими веществами, такими как 
полифенолы и протеазы, которые затрудняют 
очистку [9].

Бакуловирусные системы экспрессии яв-
ляются прекрасной платформой для синтеза 
и посттрансляционных модификаций белков 
человека. По сравнению с другими системами 
они обладают выдающейся гибкостью и воз-
можностью синтеза по принципу «включай 
и работай» в системах бакуловирус/клетка 
насекомого. Хотя разработка систем экспрес-
сии AbF в клетках насекомых и растений ещё 
находится на ранней стадии как в части иссле-
дований, так и в клинических условиях, эти 
системы потенциально способны радикально 
изменить всю сферу синтеза и разработки AbF 
за счёт быстрой и экономически выгодной 
их экспрессии.

Вклад авторов. M.P.  – руководство рабо-
той; L.F., N.Z., M.P. – написание и редактиро-
вание текста статьи.
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OF RECOMBINANT ANTIBODY FRAGMENTS
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Biotechnological and biomedical applications of antibodies have been on a steady rise since the 1980s. 
As unique and highly specific bioreagents, monoclonal antibodies (mAbs) have been widely exploited and 
approved as therapeutic agents. However, the use of mAbs has limitations for therapeutic applications. 
Antibody fragments  (AbFs) with preserved antigen-binding sites have a significant potential to overcome 
the disadvantages of conventional mAbs, such as heterogeneous tissue distribution after systemic adminis-
tration, especially in solid tumors, and Fc-mediated bystander activation of the immune system. AbFs pos-
sess better biodistribution coefficient due to lower molecular weight. They preserve the functional features 
of mAbs, such as antigen specificity and binding, while at the same time, ensuring much better tissue pen-
etration. An additional benefit of AbFs is the possibility of their production in bacterial and yeast cells 
due to the small size, more robust structure, and lack of posttranslational modifications. In this review, 
we described current approaches to the AbF production with recent examples of AbF synthesis in bacterial 
and yeast expression systems and methods for the production optimization.

Keywords: antibody fragments, bacterial expression, yeast expression, scFv, VHH
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Антитела к рецептор-связывающему домену спайкового белка SARS-CoV-2 (RBD S-белка) вносят 
большой вклад в гуморальный иммунный ответ при коронавирусной инфекции (COVID-19) 
и после вакцинации. Основное внимание при изучении эпитопного состава RBD сконцентриро-
вано на эпитопах, узнаваемых вируснейтрализующими антителами. Роль антител, связывающих-
ся с RBD, но не способных нейтрализовать вирус, в иммунном ответе остаётся невыясненной. 
С этой целью провели исследование свойств двух моноклональных антител мыши к RBD (RS17 
и S11). Показано, что оба антитела являются высокоаффинными, но при этом они не нейтрали-
зуют вирус. Методом пептидного фагового дисплея локализованы эпитопы этих антител: эпитоп, 
узнаваемый антителом RS17, расположен на N-концевом участке RBD (348–SVYAVNRKRIS–358); 
эпитоп, узнаваемый антителом S11, находится внутри рецептор-связывающего мотива RBD 
(452–YRLFRKSN–459). На наличие сывороточных антител, конкурирующих c ненейтрализую-
щими антителами S11 и RS17, исследовали три группы сывороток: 1)  от ранее не болевших вак-
цинированных добровольцев; 2)  от людей, перенесших COVID-19 в лёгкой форме; 3)  от людей, 
перенесших COVID-19 в тяжёлой форме. Показано, что антитела, конкурирующие с антителом S11, 
с одинаковой частотой встречаются в каждой из исследованных групп сывороток. В то же время 
наличие в сыворотках антител, конкурирующих с антителом RS17, ассоциировано с тяжестью 
течения COVID-19 и достоверно чаще встречается в группе сывороток, полученных от тяжело-
больных пациентов. Таким образом, несмотря на несомненную значимость анти-RBD антител для 
формирования эффективного иммунного ответа к SARS-CoV-2, важно также оценивать их вирус-
нейтрализующую активность и подтверждать отсутствие нежелательных свойств у получаемых 
анти-RBD антител после вакцинации.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: коронавирусная инфекция, SARS-CoV-2, COVID-19, RBD, антитела, рецептор-
связывающий домен, противовирусные свойства.

DOI: 10.31857/S0320972523090026, EDN: WSPWAK

Принятые сокращения: а.о. – аминокислотные остатки; МКА – моноклональные антитела; ACE2 – ангиотензин-
превращающий фермент  2; CHO-S  – клеточная линия яичника китайского хомячка; RBD  – рецептор-связывающий 
домен S-белка SARS-CoV-2; RBM – рецептор-связывающий мотив.

* Адресат для корреспонденции.
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ВВЕДЕНИЕ

С середины ноября 2019  г. началась пан-
демия COVID-19, и, по данным Всемирной 
организации здравоохранения, к настоящему 
времени выявлено более 760  млн инфициро-
ванных, а умерло более 6,9 млн человек [1].

SARS-CoV-2 – это оболочечный вирус, 
который содержит несегментированный одно-
цепочечный (+)РНК-геном и относится к роду 
Betacoronavirus  [2]. Вирион SARS-CoV-2 имеет 
четыре структурных белка: спайк-белок (S-бе-
лок), оболочечный белок  E, мембранный бе-
лок M и нуклеокапсидный белок N [3]. S-Белок 
состоит из двух доменов, S1 и S2, и располо-
жен в виде гомотримера на внешней оболочке 
вириона SARS-CoV-2  [4]. Для присоединения 
вируса к клетке необходимо, чтобы S-белок 
перешёл в «открытую» конформацию, и стал 
доступным рецептор-связывающий домен (RBD; 
331–524 аминокислотные остатки, а.о.), нахо-
дящийся в составе субъединицы  S1  [5]. При-
менение блокаторов взаимодействия RBD 
с ангиотензин-превращающим ферментом 2 
(ACE2), таких как антитела, однодоменные ан-
титела (nanobody), аптамеры и пептиды, при-
водит к снижению инфекционности SARS-
CoV-2  [6–9]. Это доказывает наличие в RBD 
так называемых вируснейтрализующих эпи-
топов – структур, индуцирующих образова-
ние специфических антител, которые способ-
ны нейтрализовать инфекционность вируса. 
Обычно основным компонентом применяе-
мых вакцин является не RBD-домен, а полно-
размерный S-белок или инактивированный 
вирус, которые содержат ряд дополнительных 
эпитопов. Такие вакцины, несмотря на свою 
эффективность, могут приводить к возник-
новению нежелательных последствий  [10,  11]. 
Наиболее широко изучены В-клеточные эпи-
топы в составе RBD S-белка SARS-CoV-2, с 
которыми связываются вируснейтрализующие 
антитела. Для ряда таких эпитопов показан 
регион, с которым связываются антитела, для 
части антител определён целевой эпитоп, для 
некоторых – описаны линейные В-клеточ-
ные эпитопы, предсказанные in  silico  [12–15]. 
Вместе с тем обнаружен лишь один иммуно-
доминантный эпитоп в составе RBD, распо-
знаваемый ненейтрализующими антителами, 
препятствующими нейтрализации вируса про-
тективными антителами [16]. Роль других воз-
можных эпитопов в формировании протектив-
ного иммунного ответа у вакцинированных и 
переболевших COVID-19 людей не установлена.

Цель данной работы – выявление новых 
В-клеточных эпитопов в составе RBD S-белка 

SARS-CoV-2 и исследование их ассоциации с 
протективным иммунитетом у человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Пациенты. В работе использовали ранее 
охарактеризованную панель сывороток, полу-
ченных от добровольцев: 1) ранее не болевших 
и вакцинированных вакциной «Гам-КОВИД-
Вак» (n = 20); 2) перенесших СOVID-19 в лёг-
кой форме (n = 106); 3) перенесших COVID-19 
в тяжёлой форме (n = 48) [17]. Все процедуры, 
выполненные в исследовании с участием лю-
дей, соответствуют этическим стандартам ин-
ституционального комитета по исследователь-
ской этике и Хельсинкской декларации 1964 г. 
От каждого из включённых в исследование 
участников получено информированное доб-
ровольное согласие. Проведение исследований 
одобрено локальным этическим комитетом 
ИХБФМ СО РАН, протокол № 8 от 15.08.2021.

Вирус, клетки и животные. В работе ис-
пользовали штамм коронавируса SARS-CoV-2 
nCoV/Victoria/1/2020, депонированный в Госу-
дарственной коллекции возбудителей вирус-
ных инфекций и риккетсиозов ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор».

Клетки Escherichia coli XL1-Blue и E. coli 
ER2738 получены из Коллекции экстремо-
фильных микроорганизмов и типовых культур 
ИХБФМ СО РАН.

Линии клеток Sp2/0, Vero E6 и CHO-S 
(клетки яичника китайского хомячка) получе-
ны из Коллекции экстремофильных микроор-
ганизмов и типовых культур ИХБФМ СО РАН. 
Линия клеток Sp2/0 культивировалась в ро-
стовой среде IMDM («ПанЭко», Россия), со-
держащей 10% (v/v) эмбриональной телячьей 
сыворотки («Thermo Fisher Scientific», США) 
и 2 мМ глутамина («ПанЭко»), при 5% CO2 и 
37 °С. Линия клеток Vero E6 культивировалась 
в ростовой среде DMEM («ПанЭко»), содержа-
щей 10% (v/v) эмбриональной телячьей сыво-
ротки («Thermo Fisher Scientific») и 2 мМ глу-
тамина («ПанЭко»), при 5% CO2 и 37 °С. Ли-
ния клеток CHO-S культивировалась в бессы-
вороточной ростовой среде OptiCHO («Thermo 
Fisher Scientific»), содержащей 2 мМ глутамина 
(«ПанЭко»), при 8% CO2 и 37 °С.

В работе были использованы 6–7-месяч-
ные мыши линии BALB/c (4 самки и 5 самцов) 
и 5–6-месячные сирийские хомячки дикого типа 
(4 самки и 4 самца), приобретённые в питом-
нике ГНЦ ВБ «Вектор». Исследования с лабо-
раторными животными выполнены в соответ-
ствии с законодательством РФ, положениями 
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Рис. 1. Схемы рекомбинантного белка и плазмид. а  –  Схема S-белка SARS-CoV-2, кодируемого синтезированным 
de novo геном. б – Схема плазмиды pT4-HB-pCAG-RBD. в – Схема плазмиды pT4-HB-pCAG-S

Европейской конвенции о защите позвоноч-
ных животных, используемых для эксперимен-
тальных и других научных целей (ETS N 123), 
в частности приложения А и статьи № 5 Кон-
венции, положениями Руководства по со-
держанию и использованию лабораторных 
животных («Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals», 2011) и другими нормами 
междуна родного права, регламентирующими 
вопросы содержания и использования лабора -
торных (экспериментальных) животных. Все 
экспе рименты одобрены биоэтическим ко-
митетом ГНЦ ВБ «Вектор» (протокол № 10 
от 11.09.2020).

Конструирование и наработка рекомби-
нантного RBD-домена S-белка SARS-CoV-2. 
ПЦР-Продукты генов, кодирующих последо-
вательности RBD и эктодомен S-белка SARS-
CoV-2, получали с использованием праймеров 
RBD_EcoRV (5′-GGGTTGATATCACTAATCTG
TGCCCTTTCG-3′), RBD_BamHI (5′-GGCAA
GGATCCCTAGTGATGGTGATGATGATGTG
TGGCTGGAGCATGGAGGAG-3′), S_dir_NotI 
(5′-GGGTTGCGGCCGCACCATGAAATGGG
TCACATTCATCTCTCTGC-3′), S_rev_BamHI 
(5′-GGGTTTTCGAAGGATCCGCGCGCCATT
GGGATTCAGTG-3′) соответственно. В каче-
стве матрицы использовали синтетический 
ген «стабилизированного» варианта S-белка 
SARS-CoV-2 (с заменами K986Р и V987Р и 
заменами в фуриновом сайте P682G/R683S/
R684A/A685S), штамм Wuhan-Hu-1 (GenBank: 
QHD43416.1)  [18]. На 3′-конце этого гена со-
держится генетическая последовательность 
фолдона фага  Т4, обеспечивающая тримери-
зацию рекомбинантного белка, и последова-
тельность, кодирующая гексагистидиновый 
тэг. Полученные ПЦР-продукты, кодирующие 
RBD и эктодомен S-белка SARS-CoV-2, неза-
висимо встраивали в плазмиду pT4-HB-pCAG 

под контроль сильного эукариотического про-
мотора pCAG по сайтам рестрикции NotI/
BamHI и EcoRV/BamHI соответственно. Плаз-
миды pT4-HB-pCAG-RBD и pT4-HB-pCAG-S 
содержали сайты рекомбинации транспоза-
зы Sleeping beauty и гены, обусловливающие 
устойчивость к пуромицину и кодирующие 
зелёный флуоресцентный белок (GFP, рис. 1), 
что позволяет быстро и эффективно получать 
стабильные высокопродуктивные клоны-про-
дуценты рекомбинантных белков. Плазмид-
ные ДНК нарабатывали в клетках E. coli штам-
ма XL1-Blue, очищали с помощью набора 
PureYield Plasmid midiprep («Promega», США) и 
использовали для последующей трансфекции 
эукариотических клеток.

Для получения штаммов, продуцирую-
щих RBD и эктодомен S-белка SARS-CoV-2, 
клетки CHO-S («Thermo Fisher Scientific») 
трансфицировали двумя плазмидами: pT4-HB-
pCAG-RBD или pT4-HB-pCAG-S и плазмидой 
pSB100x, кодирующей транспозазу Sleeping 
beauty. Трансфекцию проводили с использо-
ванием Lipofectamine 2000 («Thermo Fisher Sci-
entific»), согласно инструкции производите-
ля. Через 48  ч с помощью клеточного сортера 
SH800S («SONY», Япония) получали GFP-
положительную популяцию клеток. Отдель-
ные клоны получали методом предельных раз-
ведений при культивировании на селективной 
бессывороточной среде, содержащей пуроми-
цин. Наиболее продуктивные клоны-проду-
центы RBD и эктодомена S-белка SARS-CoV-2 
использовали для наработки этих белков в 
среде CD FortiCHO («Thermo Fisher Scientific») 
с ежедневным добавлением 3% (v/v) питатель-
ной добавки CD EfficientFeed C («Thermo Fish-
er Scientific»).

RBD и эктодомен S-белка SARS-CoV-2 очи-
щали из культуральной жидкости с помощью 
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Ni-NTA-агарозы. Хроматографическую ко-
лонку, содержащую Ni-NTA-агарозу («Sigma-
Aldrich», США), уравновешивали буфером А 
(50 мМ Na-фосфатный буфер, pH 8,0, 300 мМ 
NaCl, 5 мМ Tris-HCl) и наносили супернатант, 
содержащий рекомбинантный RBD либо ре-
комбинантный эктодомен S-белка SARS-CoV-2. 
Затем колонку промывали буфером А, после 
чего элюировали неспецифически сорбирую-
щиеся белки с использованием буфера A с 
25 мМ имидазола. Исследуемый белок элюи-
ровали буфером А со 100 мМ имидазола. По-
лученные белковые фракции диализовали 
против 50 мМ Na-фосфатного буфера, 150 мМ 
NaCl, pH 6,0. Концентрацию очищенных ре-
комбинантных RBD либо эктодомена S-бел-
ка SARS-CoV-2 определяли по методу Брэд-
форда  [19]. Белок концентрировали с исполь-
зованием центрифужных концентраторов 
Vivospin 15 («Sartorius», Германия) с порогом 
отсечения 10 кДа. Электрофоретический ана-
лиз очищенных эктодомена и RBD S-белка 
SARS-CoV-2 проводили в редуцирующих усло-
виях в присутствии дитиотреитола, для экто-
домена S-белка использовали готовый гель для 
градиентного электрофореза Bolt 4–12% (m/v) 
Bis-Tris plus («Thermo Fisher Scientific») в буфе-
ре MOPS SDS Running Buffer («Thermo Fisher 
Scientific»), для RBD S-белка SARS-CoV-2 – 
12%-ный (m/v) ПААГ. Раствор очищенных 
рекомбинантных RBD и эктодомена S-бел-
ка SARS-CoV-2 фильтровали через 0,22 мкм 
фильтр и хранили при 4 °C в концентрации 
не менее 0,5 мг/мл.

Иммуноферментный анализ. Рекомбинант-
ные RBD и эктодомен S-белка SARS-CoV-2 
растворяли в фосфатно-солевом буфере ФСБР 
(100 мМ NaCl, 33 мМ Na2HPO4, 17 мМ K2HPO4, 
pH 7,2) или в 0,1 М цитратном буфере (pH 5,0) 
соответственно и сорбировали в лунки поли-
стироловых планшетов («Greiner», Германия). 
Участки неспецифического связывания бло-
кировали 5%-ным (m/v) раствором сухого мо-
лока в ФСБР. После этого лунки промывали 
ФСБР с 0,1%-ным Tween-20 (v/v) и инкуби-
ровали 1 ч при 37 °С с анализируемыми моно-
клональными антителами (МКА), образцами 
культуральной жидкости от гибридом или сы-
воротками, полученными от вакцинирован-
ных добровольцев и реконвалесцентов, пере-
несших COVID-19, в различных разведениях. 
Затем лунки промывали ФСБР с 0,1%-ным 
Tween-20 (v/v), и образовавшиеся комплексы 
выявляли конъюгатом пероксидазы хрена с 
поликлональными антителами кролика к IgG 
мыши («БиоСан», Россия) либо конъюгатом 
пероксидазы хрена с поликлональными анти-

телами мыши к IgG человека («БиоСан»). 
В качестве хромагена использовали 0,1%-ный 
(m/v) раствор 3,3′,5,5′-тетраметилбензидина в 
цитратном буфере (pH  5,0) с 0,01%-ным (m/v) 
раствором H2O2. Реакцию останавливали рав-
ным объёмом 1 M HCl. Результаты регистри-
ровали на спектрофотометре Microplate Reader 
Model iMark («Bio-Rad», США) (450 нм – фильтр 
для детекции, 620 нм – отсекающий фильтр).

Для проведения конкурентного ИФА в ка-
честве антигена использовали S-белок. После 
блокировки в лунки планшета добавляли по 
100 мкл исследуемой сыворотки в разведении 
1 : 20 и инкубировали 1 ч при 37 °С. Затем в 
лунки вносили конъюгированные МКА с пер-
оксидазой хрена в концентрации 0,3 мкг/мл. 
Процент конкуренции рассчитывали по фор-
муле (1):

C = (1 − 
ODser

ODmin ) × 100, (1)

где C – процент конкуренции, ODser – опти-
ческий сигнал в лунке с исследуемой сыворот-
кой, ODmin  – оптический сигнал в лунке без 
сыворотки.

Получение и наработка МКА RS17 и S11. 
Для получения МКА к RBD-домену S-белка 
SARS-CoV-2 взрослых мышей линии BALB/c 
иммунизировали рекомбинантным эктодоме-
ном S-белка SARS-CoV-2 с использованием 
полного (первая иммунизация) и неполного 
(остальные иммунизации) адъюванта Фрейн-
да. Иммунизацию проводили 4 раза с интерва-
лом в 2–4 недели. Через 3 дня после последней 
иммунизации клетки из селезёнок и лимфоуз-
лов иммунизированных мышей гибридизовали 
с миеломной линией SP2/0 согласно методике, 
описанной ранее  [20]. Для отбора целевых 
гибридом клетки после гибридизации культи-
вировали на селективной среде, содержащей 
селективные маркеры гипоксантин, амино-
птерин и тимидин («ПанЭко»). Образцы куль-
туральной жидкости от выросших после селек-
ции гибридом тестировали на наличие МКА 
к S-белку с помощью ИФА, а затем получали 
положительные клоны методом предельных 
разведений. Отдельные клоны тестировали на 
продукцию МКА к RBD-домену методом ИФА 
и обнаружили гибридомы RS17 и S11, проду-
цировавшие МКА к RBD-домену SARS-CoV-2.

МКА RS17 и S11 нарабатывали в асцитной 
жидкости и очищали в два этапа. На первом 
этапе их переосаждали в насыщенном раство-
ре (50%, m/v) сульфата аммония, затем суль-
фат-аммонийные осадки растворяли в буфе-
ре БА, содержащем 0,75 М глицин-NaOH, 3 М 
NaCl, pH 8,9. Хроматографическую колонку 
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с сорбентом белок  А: сефароза-4B («Thermo 
Fisher Scientific») уравновешивали буфером БА 
и наносили раствор МКА, полученный ранее. 
Колонку промывали буфером БА и элюирова-
ли 0,1 М цитратным буфером, pH 3,5. К элюату 
добавляли 1 М буфер Tris-HCl, pH 8,8, в соот-
ношении 1 : 10 для изменения pH до физиоло-
гических значений. Раствор МКА концентри-
ровали с помощью фильтров Amicon Ultra-4 
30K («Millipore»), заменяли буфер на ФСБР и 
стерилизовали с помощью фильтрации через 
0,22 мкм фильтр. Концентрацию белка в пре-
парате определяли спектрофотометрически, 
проводя измерение при длине волны 280 нм.

Измерение константы аффинности МКА 
RS17 и S11. Константу аффинности МКА оп-
ределяли с использованием протокола, ранее 
описанного Levanov et al. [21]. Лунки 96-луноч-
ных полистироловых планшетов («Greiner», 
Германия) покрывали антигеном: S-белок 
SARS-CoV-2 разводили в 0,1 М цитратном бу-
фере, pH 5,0, а RBD-домен S-белка SARS-
CoV-2 разводили в ФСБР (200 нг/лунка в 
объёме 100 мкл). Участки неспецифического 
связывания блокировали 5%-ным (m/v) рас-
твором сухого молока в ФСБР в течение 1 ч 
при температуре 37 °С. После этого добавляли 
последовательно разведённые МКА в ФСБР 
с 0,1%-ным (v/v) Tween-20, шаг разведения 
1 : 2 (начальная концентрация 66 нМ), а затем 
инкубировали планшеты в течение 1 ч при 
37 °C. Иммунные комплексы выявляли анало-
гично описанному ранее. Для представления 
зависимости OD450 от lg(DM) строили сигмо-
видные кривые. DM представляет собой коли-
чество МКА, кратное разведению. Аффинное 
сродство рассчитывали в соответствии со сле-
дующим уравнением (2):

OD450(A0) = N × (A0 + 
b0

V
 + Kd − 

−   (A0 + 
b0

V
 + Kd)

2

 − 4 × A0 × 
b0

V ), (2)

где OD450  – оптическая плотность раствора в 
лунке планшета, A0  – общая концентрация 
МКА в растворе, b0  – общая концентрация 
антигена, Kd  – константа диссоциации ком-
плекса антиген-МКА на поверхности, V – об-
щий объём раствора в лунке микропланшета, 
N – коэффициент нормализации. Анализ про-
водили с использованием программного обес-
печения Origin 7.0.

Изучение вируснейтрализующих свойств 
МКА RS17 и S11 in  vitro. Вируснейтрализую-
щие свойства МКА определяли в реакции 
ингибирования цитопатического действия 

(ЦПД), как описано в работе Borgoyakova 
et al. [22].

Клетки Vero E6 высевали в 96-луночные 
планшеты и культивировали в течение 24 ч 
до образования монослоя. Последовательные 
пятикратные разведения МКА, начиная с 
концентрации 100 мкг/мл, смешивали в соот-
ношении 1 : 1 с раствором, содержащим 100 
цитопатических доз в 1 мл (TCID50) вируса 
SARS-CoV-2, штамм nCoV/Victoria/1/2020, и 
инкубировали 1 ч при комнатной температуре, 
а затем добавляли к монослою клеток Vero E6. 
Планшеты инкубировали в течение 4 дней при 
37 °С, затем окрашивали 0,2%-ным (m/v) рас-
твором генциана фиолетового. Наличие спе-
цифического ЦПД оценивали визуально путём 
микроскопического исследования клеточно-
го монослоя. Разведения антител, полностью 
предотвращающие ЦПД в 50% лунок, рассчи-
тывали по методу Рида–Мюнча [23].

Эпитопное картирование МКА RS17 и S11 
методом пептидного фагового дисплея. Для оп-
ределения таргетных эпитопов МКА RS17 и S11 
использовали пептидные фаговые библиотеки 
Ph.D.-12 и Ph.D.-C7C («New England BioLabs», 
США). Биопэннинг (аффинное обогащение) 
библиотек и селекцию индивидуальных фа-
говых пептидов проводили, как описано ра-
нее  [24]. Для этого 100  нг исследуемого МКА 
разводили в ФСБР, рН 7,4, и сорбировали в 
лунки 96-луночных полистироловых планше-
тов (4 °С, в течение ночи). После отмывки не 
связавшегося МКА и блокировки мест неспе-
цифического связывания 3%-ным (m/v) сухим 
обезжиренным молоком в ФСБР в лунки вно-
сили около 1011–1012 бляшкообразующих еди-
ниц (БОЕ) пептидной фаговой библиотеки 
Ph.D.-12 или Ph.D.-C7C, предварительно пре-
инкубированной с неспецифическим мыши-
ным МКА 3G11 того же подкласса [25]. План-
шеты инкубировали 1 ч при 37 °С. Затем не 
связавшиеся бактериофаги удаляли из лунок, 
а связавшиеся фаговые частицы элюировали 
раствором того же антитела в концентрации 
100 мкг/мл в течение 30 мин при комнатной 
температуре и постоянном перемешивании. 
Элюатом инфицировали клетки E. coli ER2738. 
Инфицированные клетки инкубировали при 
37 °С в течение 4,5 ч, клетки осаждали центри-
фугированием при 12 000 g 10 мин при 4 °С. 
Бактериофаги из супернатанта осаждали, 
добавляя PEG/NaCl, с последующим центри-
фугированием. Полученные фаговые частицы 
использовали для следующего раунда аффин-
ного обогащения пептидной библиотеки бак-
териофагами. Второй и третий раунды про-
водили аналогично первому, только в лунки 
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было сорбировано по 50 и 10 нг исследуемо-
го МКА, а в качестве блокировочного рас-
твора использовали 0,1%-ный (m/v) раствор 
казеина и 5%-ный (m/v) раствор обезжирен-
ного сухого молока в ФСБР соответственно. 
Полученным после третьего раунда элюатом 
инфицировали клетки E. coli ER2738. Обра-
зовавшиеся на агаризованной среде бляшки 
использовали для выделения бактериофагов. 
Участок фаговой ДНК, кодирующий специ-
фический пептид, амплифицировали методом 
ПЦР с помощью пары праймеров М13_pIII_F 
(5′-CTCTGTAGCCGTTGCTAC-3′) и M13_
PIII_96 (5′-CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3′), 
а затем секвенировали методом Сэнгера. Вы-
веденные аминокислотные последовательно-
сти пептидов анализировали в контексте по-
следовательности RBD-домена S-белка SARS-
CoV-2. Молекулярные координаты для струк-
турного анализа получали из базы данных 
белков PDB (структура 6M0J), а затем визуали-
зировали с использованием пакета программ 
PyMol (версия 2.6.0).

Статистический анализ проводили с ис-
пользованием одностороннего дисперсионно-
го анализа (one-way ANOVA). Статистический 
анализ проводился с использованием про-
граммы Statistica 10 («StatSoft Inc.», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Получение рекомбинантных RBD и эктодо-
мена SARS-CoV-2. Полученными плазмидами 
pT4-HB-pCAG-RBD и pT4-HB-pCAG-S транс-
формировали клетки CHO-S, после чего нара-
батывали и очищали рекомбинантные RBD 
и эктодомен S-белка SARS-CoV-2. Электро-
форетический анализ очищенного эктодомена 
S-белка SARS-CoV-2 (рис. 2, а) и препарата 
RBD S-белка SARS-CoV-2 (рис. 2, б) показал 
высокую степень чистоты и гомогенности пре-
паратов. Электрофоретическая подвижность 
очищенных RBD и эктодомена S-белка SARS-
CoV-2 соответствовала теоретически предска-
занной – 35 и 180 кДа соответственно.

Получение и характеризация МКА к RBD-до-
мену белка SARS-CoV-2. Всего получено 17 гиб-
ридом, продуцирующих МКА к эктодомену 
S-белка SARS-CoV-2. После тестирования об-
разцов культуральной жидкости отобранных 
гибридом на наличие антител к RBD SARS-
CoV-2 отобрали две гибридомы, RS17 и S11, 
продуцирующие такие МКА.

Способность МКА связываться с S-бел-
ком и RBD-доменом анализировали в ИФА. 
В результате расчётов получили значения кон-

станты аффинности для каждого МКА при 
использовании S-белка и RBD S-белка в каче-
стве антигенов (таблица). Оба МКА продемон-
стрировали близкие константы аффинности 
как к S-белку, так и к RBD, причём оба анти-
тела являются высокоаффинными. МКА RS17 
имеет наномолярные константы аффинности, 
а МКА S11 – субнаномолярные.

Исследование МКА в реакции подавления 
ЦПД in vitro показало отсутствие у обоих анти-
тел вируснейтрализующих свойств.

Локализация эпитопов МКА RS17 и МКА 
S11 с использованием фагового дисплея. С целью 
детального картирования эпитопов, распозна-
ваемых МКА RS17 и МКА S11, после третьего 
раунда аффинной селекции из каждой биб-
лиотеки для каждого из исследуемых антител 
проанализировали по 48  клонов, после чего 
секвенировали фрагменты генома фагов, коди-
рующих отобранные специфические пептиды.

Для МКА RS17 получили семь уникальных 
аминокислотных последовательностей, кото-
рые имели мотивы, сходные с RBD-доменом, 
расположенном на участке с 333 по 527 а.о. [18]: 
четыре уникальных пептида были отобраны 
из библиотеки Ph.D.-12, три уникальных пеп-
тида – из библиотеки Ph.D.-C7C (рис. 3). При 
выравнивании все эти пептиды сосредоточи-
лись на участке RBD-домена с 348 по 358 а.о. 

Рис. 2. Электрофореграмма S-белка SARS-CoV-2  (а) 
и RBD-домена S-белка SARS-CoV-2  (б) в редуцирую-
щих условиях. М – Маркер молекулярных масс (#26614, 
«Thermo Fisher Scientific»)

Значения равновесных констант диссоциации МКА RS17 
и МКА S11

МКА

Константа 
диссоциации антитела, 

нМ, антиген – 
S-белок

Константа 
диссоциации антитела, 

нМ, антиген – 
RBD-домен

RS17 1,33 ± 0,18 1,77 ± 0,24

S11 0,2 ± 0,05 0,14 ± 0,04
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Рис. 3. Выведенные аминокислотные последовательности пептидов, отобранных из фаговых библиотек Ph.D.-12 
и Ph.D.-C7C для МКА RS17 (а) и МКА S11 (б), выравненные на аминокислотную последовательность RBD. Ленточ -
ная модель комплекса RBD S-белка SARS-CoV-2 c ACE2 (PDB 6M0J) с указанными предполагаемыми эпитопа-
ми  (в). Ленточная модель комплекса RBD S-белка SARS-CoV-2 (PDB 7TLY) с вируснейтрализующим антителом 
S309 (г). Зелёным показан ACE2, голубым – RBD, красным – предполагаемый эпитоп МКА S11, жёлтым – пред-
полагаемый эпитоп МКА RS17, синим – эпитоп вируснейтрализующих антител 3  класса, серым – МКА 309. 
Конденсированное выравнивание эпитопов МКА RS17 и S11 с соответствующими участками S-белка разных 
вариантов вируса SARS-CoV-2 (д)

(348SVYAVNRKRIS358). Для МКА S11 выявили 
11 уникальных пептидов: шесть – из библиоте-
ки Ph.D.-12, а пять – из библиотеки Ph.D.-7С7. 
Все отобранные пептиды имели RBD-подоб-
ные мотивы (рис. 3) и при выравнивании ло-
кализовались на участке RBD-домена с 452 
по  459 а.о. (452YRLFRKSN459), который рас-
положен в области рецептор-связывающего 
мотива (RBM) S-белка, расположенного на 
участке с 438 по 506 а.о.  [18]. Следовательно, 
МКА S11 обладает высокой аффинностью к 
RBD-домену и распознаёт эпитоп в составе 

RBM, который непосредственно участвует в 
процессе проникновения вируса в клетку, но 
при этом не является вируснейтрализующим.

Оба антитела распознают высококонсер-
вативные участки на S-белке SARS-CoV-2 
(рис. 3, д).

Исследование сывороток на наличие анти-
тел, конкурирующих с МКА RS17 и МКА  S11. 
Известно, что ключевые а.о., мутации в ко-
торых влияют на эффективность вирусней-
трализующих антител при появлении но-
вых вариантов SARS-CoV-2, расположены 
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Рис. 4. Данные конкурентного ИФА сывороток с МКА RS17 (а) и S11 (б). За 100%-ную конкуренцию принимали сиг-
нал в ИФА при конкуренции антитела самого с собой. * p < 0,05, ** p < 0,01 (one-way ANOVA). Обозначения: синий – 
сыворотки из группы 1, зелёный – сыворотки из группы 2, красный – сыворотки из группы 3

в RBD-домене  [26, 27]. Если у больных выра-
батываются высокоаффинные ненейтрализую-
щие антитела к RBD, в том числе к RBM, то 
они могут экранировать эпитопы, узнаваемые 
вируснейтрализующими антителами и распо-
ложенные вблизи их специфического сайта 
узнавания. Другим важным аспектом изучения 
ненейтрализующих антител к RBD корона-
вирусов является поиск иммунодоминантных 
эпитопов таких антител для дальнейшего со-
здания вакцин, у которых эти эпитопы маски-
рованы или изменены. Такие эпитопы необ-
ходимо учитывать для уменьшения количества 
«неэффективных» антител, способных мешать 
вируснейтрализующим антителам [28].

Для изучения влияния таких антител на 
формирование противовирусного иммуни-
тета у людей, вакцинированных и перенес-
ших COVID-19, проверили наличие антител к 
эпитопам, узнаваемым МКА RS17 и МКА S11. 
Предварительно получили конъюгаты этих 
МКА с биотином с использованием набора для 
биотинилирования EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-
Biotinylation Kit («Thermo Fisher Scientific»).

Из ранее охарактеризованной панели 
сывороток, полученных от добровольцев, в 
данной работе исследовали три группы сыво-
роток: 1) от ранее не болевших вакцинирован-
ных добровольцев (n = 20); 2) от людей, пере-
несших СOVID-19 в лёгкой форме (n = 106); 
3) от пациентов, перенесших СOVID-19 в тя-
жёлой форме (n = 48). Сыворотки группиро-
вали по анамнезу и дополнительно тестиро-
вали на наличие антител к RBD, N- и S-белкам 
SARS-CoV-2 [17]. В группу 1 вошли сыворотки, 
полученные по анамнезу от вакцинированных 
доноров, содержащие антитела к S-белку и 
RBD SARS-CoV-2, но не содержащие антител 
к N-белку, т.е. были исключены сыворотки от 
вакцинированных лиц, болевших бессимптом-
но. В группы 2 и 3 вошли сыворотки, содержа-

щие антитела ко всем трём белкам и относя-
щиеся по анамнезу к переболевшим в лёгкой и 
тяжёлой форме соответственно.

С помощью конкурентного ИФА выбран-
ные сыворотки из всех трёх групп протестиро-
вали на наличие антител к эпитопам, распо-
знаваемым антителами S11 и RS17. Результаты 
показали, что в сыворотках из группы 1 отсут-
ствовали антитела, конкурирующие с МКА 
S11; однако в четырёх сыворотках из 20 обна-
ружены антитела, конкурирующие с МКА 
RS17 на 50% и более, что говорит о том, что 
они распознают близкорасположенные эпи-
топы (рис. 4). В сыворотках из группы  2 не 
выявлены антитела, конкурирующие на 50% и 
более как с МКА S11, так и с МКА RS17. Об-
ратная ситуация наблюдалась в сыворотках из 
группы  3: в семи из 48 обнаружены антитела, 
конкурирующие с МКА S11 на 50% и более, и 
в 30  сыворотках из 48 присутствовали анти-
тела, конкурирующие с МКА RS17 на 50% и 
более. Кроме того, средний уровень конкурен-
ции антител из сывороток группы 1 или груп-
пы 2 с антителом RS17 статистически значимо 
отличался от такового для группы  3. Таким 
образом, присутствие некоторых «неэффек-
тивных» анти-RBD антител в сыворотках мо-
жет быть ассоциировано с тяжестью протека-
ния COVID-19. Являются ли такие антитела 
причиной или следствием тяжёлого течения 
COVID-19, установить не удалось. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что наиболее эффективные ви-
руснейтрализующие антитела к SARS-CoV-2 в 
сыворотках переболевших и вакцинированных 
направлены на RBD S-белка этого вируса [15]. 
Наиболее доступные для связывания эпитопы 
вируснейтрализующих антител на поверхности 
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RBD являются в то же время и высокоиз-
менчивыми, и эволюция вируса для ухода от 
иммунного ответа направлена на изменения 
именно в этом участке белка, что приводит к 
уменьшению эффективности вакцинопро-
филактики при появлении новых вариантов 
SARS-CoV-2 [14, 15]. В организме вакциниро-
ванных и переболевших также могут возникать 
«неэффективные» антитела, которые не спо-
собны нейтрализовать вирус. Эти антитела мо-
гут экранировать места присоединения вирус-
нейтрализующих антител, тем самым мешая 
инактивации вируса, что в сочетании с появ-
лением новых ускользающих (escape) вариан-
тов SARS-CoV-2 может приводить к уменьше-
нию эффективности вакцинопрофилактики. 
В нашей работе описаны два высокоаффин-
ных МКА мыши  – RS17 и S11, направленных 
к разным участкам RBD и не обладающих 
вируснейтрализующей активностью. Эпитоп, 
узнаваемый МКА RS17, находится внутри RBD 
(348–358 а.о.) и расположен вблизи тримерных 
интерфейсов RBD-RBD, этот участок является 
высококонсервативным и не содержит замены 
а.о. в разных вариантах вируса SARS-CoV-2 
(рис. 3, д). Мы полагаем, что МКА RS17 может 
одновременно взаимодействовать с разными 
молекулами S-белка в составе тримера. В рабо-
те продемонстрировано, что наличие в сыво-
ротках антител, конкурирующих с МКА RS17, 
ассоциировано с тяжестью течения COVID-19. 
Возможно, вклад таких сывороточных анти-
тел в патогенез COVID-19 определяется тем, 
что, связав свои эпитопы, эти антитела могут 
экранировать и пространственно-сближенные 
эпитопы, узнаваемые вируснейтрализующи-
ми антителами. Так, ранее были описаны не-
сколько вируснейтрализующих антител (S309, 
CR3022, AZD1061, REGN10987), эффек-
тивных против различных вариантов SARS-
CoV-2, эпитопы которых расположены на по-
верхности S-белка вблизи с эпитопом антитела 
RS17  [15]. Такие антитела классифицировали 
как антитела 3 класса, распознающие крипти-
ческий эпитоп в участке с 333 по 347 а.о. RBD-
домена SARS-CoV-2 (рис.  3,  г)  [15]. Уникаль-
ной особенностью эпитопа, распознаваемого 
вируснейтрализующими антителами 3  класса, 
является его расположение вблизи RBD-RBD 
тримерных интерфейсов, что позволяет таким 
вируснейтрализующим антителам связывать 
соседние RBD в тримере S-белка SARS-CoV-2 
и стерически блокировать как переход RBD в 
открытую конформацию, так и связывание с 
ACE2  [14,  15]. Стоит отметить, что, по имею-
щимся данным, эпитопы таких антител, как 
и близкорасположенный эпитоп МКА RS17, 

доступны независимо от того, находится ли 
RBD S-белка SARS-CoV-2 в закрытой или от-
крытой конформации. Кроме того, эпитоп, 
распознаваемый антителом S309, является вы-
сококонсервативным у всех известных вариан-
тов SARS-CoV-2 и даже других представителей 
подрода Sarbecovirus, к которому относится 
SARS-CoV-2.

Что касается высокоаффинного МКА S11, 
которое также не является вируснейтрали-
зующим, показано, что оно связывает участок 
RBD с 452 по 459 а.о. Этот высококонсерватив-
ный эпитоп расположен внутри RBM, отве-
чающего за связывание с ACE2 (рис. 3). Связь 
наличия в сыворотках антител, конкурирую-
щих с МКА S11, с тяжестью течения COVID-19 
не выявлена.

Таким образом, можно сделать вывод, что, 
вероятно, ненейтрализующие антитела, на-
правленные к эпитопам внутри последователь-
ности RBM, никак не мешают протективному 
иммунному ответу, поскольку в подавлении 
инфекции, помимо антител, распознающих 
криптические эпитопы внутри RBM, которые 
могут не конкурировать друг с другом, участ-
вуют и вируснейтрализующие антитела, рас-
познающие эпитопы на поверхности S-белка 
в «закрытой» конформации. В то же время 
антитело RS17 распознает доступный эпитоп 
S-белка, находящегося в «закрытой» конфор-
мации; однако при переходе в «открытую» кон-
формацию этот эпитоп также остаётся доступ-
ным. Таким образом, мы предполагаем, что 
ненейтрализующие антитела, распознающие 
эпитоп антитела RS17, могут мешать вирус-
нейтрализующим антителам, связывающимся 
с S-белком как в открытой, так и в закрытой 
конформации, что, в свою очередь, приводит к 
более тяжёлому течению COVID-19.

Для ранее описанных ненейтрализующих 
антител к RBD показано, что, несмотря на их 
неспособность блокировать взаимодействия 
вируса с клеточным рецептором, они несколько 
снижают вирусную нагрузку в экспериментах 
in vivo. Это обусловлено эффекторными свой-
ствами этих антител, которые опосредуют 
фагоцитоз SARS-CoV-2 клетками иммунной 
системы  [29]. Однако именно такие опсони-
зирующие, но не вируснейтрализующие ан-
титела рассматривают в качестве основной 
причины антителозависимого усиления ин-
фекции (ADE).

Известно, что, несмотря на большое ко-
личество уже созданных вакцин, с появле-
нием новых штаммов SARS-CoV-2 эффектив-
ность их применения снижается  [16]. Это тре-
бует разработки новых улучшенных вакцин, 



МАТВЕЕВ и др.1470

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

при создании которых следует использовать 
полученные данные о возможном негативном 
вкладе «нежелательных» эпитопов S-белка 
SARS-CoV-2. Кроме того, полученные резуль-
таты могут быть использованы для создания 
субъединичных вакцин, содержащих RBD, с 
«выключенными» иммунодоминантными эпи-
топами.
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OF THE COURSE OF COVID-19
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Antibodies against the receptor-binding domain of the SARS-CoV-2 spike protein (RBD of S-protein) 
contribute significantly to the humoral immune response during coronavirus infection (COVID-19) and 
after vaccination. The main focus of the study of the epitope composition of RBD is concentrated on 
the epitopes recognized by viral neutralizing antibodies. The role of antibodies that bind to RBD but are 
unable to neutralize the virus in the formation of the immune response remains unclear. In this investi-
gation, the immunochemical properties of two mouse monoclonal antibodies RS17 and S11 against RBD 
were examined. Both antibodies were shown to have high affinity, but they did not neutralize the virus. 
The epitopes of these antibodies were localized using phage display: the epitope recognized by the RS17 
antibody is located at the N-terminal site of RBD (348-SVYAVNRKRIS-358); the epitope recognized 
by the S11 antibody is inside the receptor-binding motif of RBD (452-YRLFRKSN-459). Three groups 
of sera were tested for antibodies competing with non-neutralizing antibodies S11 and RS17: 1) from 
unvaccinated volunteers, who did not suffer from COVID-19 previously; 2) from people who had had a 
mild form of COVID-19; 3) from people who had had a severe form of COVID-19. Antibodies competing 
with the S11 antibody were shown to occur with equal frequency in each of the serum groups studied. 
At the same time, the presence of antibodies competing with antibody RS17 in the sera was associated with 
the severity of COVID-19 and was significantly more frequent in the group of sera obtained from patients 
with severe COVID-19. In conclusion, despite the clear significance of anti-RBD antibodies for the forma-
tion of an effective immune response against SARS-CoV-2, it is important to analyze their viral neutralizing 
activity and to confirm the absence of negative features of obtained anti-RBD antibodies after vaccination.

Keywords: coronavirus infection, SARS-CoV-2, COVID-19, RBD, antibody, receptor binding domain, antivirals
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Биспецифические антитела (бсАт) относятся к группе многообещающих биотерапевтических пре-
паратов, поскольку их структурные и функциональные особенности расширяют спектр их приме-
нения. БсАт способны связываться одновременно с двумя антигенами (или двумя эпитопами на 
одном антигене), кроме того, они могут направлять эффекторные иммунные клетки на опухолевые 
и доставлять различные вещества (радионуклиды, токсины и иммунологические агенты) к клет-
кам-мишеням, что позволяет широко использовать их в клинической практике. Настоящий обзор 
посвящён технологиям разработки платформ для создания бсАт, текущему прогрессу и перспек-
тивам их использования, а также выбору различных гетерологичных экспрессионных систем для 
производства белков. Кроме того, мы делимся своим мнением о перспективных платформенных 
решениях, предопределяющих векторы развития бсАт для терапии солидных опухолей.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: биспецифические антитела, инженерия антител, экспрессионные системы антител, 
CHO, HEK293, E. coli, дизайн антител, солидные опухоли.

DOI: 10.31857/S0320972523090038, EDN: WSSNXQ

Принятые сокращения: бсАт  – биспецифические ан-
титела; мкАт  – моноклональные антитела; ПТМ  – пост-
трансляционные модификации; BiTE – биспецифический 
T-клеточный энгейджер; CHO – клетки яичников китай-
ского хомячка; CL  – константная лёгкая цепь; HC  – тя-
жёлая цепь; HEK293  – клеточная линия, полученная из 
эмбриональных почек человека; scFv  – одноцепочечный 
вариабельный фрагмент; TCR – Т-клеточный рецептор.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

На протяжении долгого времени человече-
ство опирается на природные структуры и про-
цессы для создания лекарств и методов лечения 
многих заболеваний [1]. Для разработки новых 
лекарственных средств в качестве альтернати-
вы традиционным синтетическим, химически 
получаемым препаратам фармацевтическая и 
биотехнологическая промышленность обраща-
ется к биологическим компонентам, таким как 
пептиды, белки, ферменты или их комплексы, 
а также олигонуклеотиды, такие как ДНК или 
малые интерферирующие РНК [2].

Среди различных видов лекарственных 
средств термин «биотерапевтические препара-
ты» или «биологические препараты» относит-
ся к широкой категории макромолекулярных 
лекарственных средств, включающих цитоки-
ны, факторы роста, гормоны, вакцины, белки, 
пептиды, а также препараты, состоящие из 
антител, действующее вещество которых полу-
чено из биологического источника. Монокло-
нальные антитела (мкАт) представляют собой 
подкласс наиболее быстро развивающихся 
биотерапевтических препаратов, которые при-
меняются для лечения хронических заболе-
ваний, включая рак, аутоиммунные и инфек-
ционные болезни  [3,  4]. В настоящее время 
центральное место в терапевтическом приме-
нении мкАт отводится таргетной терапии опу-
холей и комплексной иммунотерапии рака [5] в 
сочетании с другими терапевтическими подхо-
дами  [6]. Помимо применения при системной 
таргетной иммунотерапии, мкАт также явля-
ются ценным инструментом для диагности-
ки [7, 8] и визуализации опухолей [9, 10].

3
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Высокая антигенсвязывающая активность, 
стабильность и низкая иммуногенность – три 
основные физико-химические свойства, кото-
рые должны характеризовать антитела в кон-
тексте терапии [11]. Более того, было показано, 
что антитела поддаются белковой инженерии и 
обладают врождённой способностью связывать 
и антигены, и эндогенные иммунные рецеп-
торы. Таким образом, универсальные характе-
ристики терапевтических антител, включаю-
щие распознавание антигенов, их эффекторные 
свойства и увеличенный период полувыведе-
ния, обусловливают их механизм действия и 
эффективность [12].

Моноспецифический формат IgG может 
быть не идеальным для многих терапевтиче-
ских применений  [13,  14], поэтому был изо-
бретён целый ряд форматов мультиспецифиче-
ских антител (мсАт), способных связываться с 
разными антигенами или разными эпитопами 
на одном и том же антигене  [15]. Несмотря на 
множество различных типов мсАт, основная 
проблема при их производстве заключается 
в том, что эти биомолекулы не всегда обла-
дают желаемыми физическими и химически-
ми характеристиками, что делает сложным их 
перевод в формат терапевтических продуктов. 
Более того, инновационные препараты из упо-
мянутой группы, такие как биспецифические 
антитела (бсАт), состоят из разных цепей ан-
титела с разной структурой и связывающими 
свойствами, поэтому существует много раз-
ных аспектов, связанных с белковой инже-
нерией, которые должны учитываться в тече-
ние ранней разработки молекулы и процесса 
реализации технологий производства  [16,  17]. 
Последние достижения генетики и белковой 
биохимии, а также доступность биопроцессов 
позволили успешно бороться с упомянутыми 
проблемами, и к настоящему времени отра-
ботаны различные методики получения бсАт 
в промышленных масштабах  [18–20]. Дан-
ная статья посвящена потенциалу различных 
гетерологических систем экспрессии для про-
дукции бсАт, исследуемых на поздних фазах 
клинических исследований, направленных 
на терапию солидных опухолей, а также объ-
ясняет необходимость дальнейшего развития 
рекомбинантной технологии антител.

ДИЗАЙН СТРУКТУРЫ И СБОРКИ 
МОНО- И БИСПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ

Каноническое IgG-антитело представле-
но различными Y-образными молекулярными 
формами и состоит из двух идентичных тяжё-

лых цепей (HC) и двух лёгких цепей (LC). 
Тяжёлая цепь состоит из 4-х доменов: трёх кон-
стантных и одного вариабельного (CH1-CH3 
и VH). Лёгкая цепь представлена двумя домена-
ми: одним константным (CL) и одним вариа-
бельным (VL). Дисульфидные связи соединя-
ют тяжёлые цепи в шарнирном регионе между 
CH1- и CH2-доменами. Более того, каждая 
тяжёлая цепь соединена с лёгкой дисульфид-
ной связью на стыке CH1 и CL. Константные 
домены CH2 и CH3 каждой тяжёлой цепи фор-
мируют Fc-фрагмент. Вариабельные домены 
лёгкой и тяжёлой цепей (VH и VL) соединены 
с близко расположенными CH1- и CL-доме-
нами, формируя Fab-фрагмент антитела.

Существует несколько подходов к получе-
нию бсАт: получение разных типов антиген-
связывающих фрагментов (Fab, scFv, VHH) [21] 
и оптимизация канонической структуры анти-
тела посредством различных типов мутаций, 
направленных на гетеродимеризацию лёгких 
и тяжёлых цепей  [18,  22]. Из широкого ряда 
классификаций и систематизаций бсАт [14, 16] 
мы сосредоточились на подходящем подходе 
для уже упомянутых целей стратификации, ко-
торый был определён недавно  [18] и стал ши-
роко использоваться благодаря своей просто-
те. Основываясь на упомянутой систематике, 
все типы бсАт делятся на три группы: (i) асим-
метричные, (ii)  симметричные и (iii)  бсАт на 
основе фрагментов антител (рисунок).

Простейшим случаем являются бсАт на 
основе фрагментов, обычно получаемые путём 
слияния двух или более антигенсвязываю-
щих фрагментов с различной специфичностью, 
таких как scFv-, VHH- или Fab-форматы, с 
помощью полипептидных линкеров. Чтобы 
обеспечить пролонгирование периода полу-
выведения, к молекуле может быть добав-
лен человеческий сывороточный альбумин 
(ЧСА) [23, 24]. В результате может быть получе-
на молекула, состоящая из одной полипептид-
ной цепи. Благодаря своей простой структуре 
этот тип молекулы не сталкивается с проблемой 
некорректного спаривания цепи  [25]. Между 
тем молекулы, которые принадлежат симмет-
ричному типу, могут содержать Fc-фрагмент, 
но в то же время иметь два антиген-связы-
вающих фрагмента к двум разным эпитопам 
на одной полипептидной цепи. Как правило, 
это либо канонические антитела, к которым 
через линкеры добавляются фрагменты scFv 
или VHH, либо бсАт на основе фрагментов, 
слитых с Fc-фрагментом. Обычно такие моле-
кулы имеют тетравалентную структуру с двумя 
валентностями на каждую мишень. Для таких 
молекул не существует проблем, связанных 
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Структурные особенности трёх основных классов бсАт: а  –  каноническое IgG-антитело; б  –  асимметричное бсАт 
(Бивалент (1+1)); в  –  бсАт на основе фрагментов антител (tandem scFv, BiTE и Diabody), г  –  симметричное бсАт 
(Тетравалент (2+2))

с неправильной сборкой цепей. Третий тип 
бсАт является асимметричным и состоит из тя-
жёлой и лёгких цепей, полученных из разных 
родительских антител  [26]. Для молекул этого 
типа при рекомбинантном получении наблю-
дается такая техническая проблема, как непра-
вильное спаривание цепей, которая обычно 
решается путём введения мутаций, способ-
ствующих корректной гетеродимеризации тя-
жёлых и лёгких цепей.

Далее мы дадим подробное описание, в ко-
тором будут представлены основные направ-
ления и достижения коммерчески доступных 
технологических платформ для производства 
рекомбинантных бсАт, уделяя особое внима-
ние прогрессу клинических разработок для 
лечения солидных опухолей.

Асимметричные бсАт. Xmab®. XmAb-плат-
форма, разработанная компанией «Xencor», 
представляет собой набор аминокислотных 

замен, предназначенных для введения в кон-
стантные домены антител (от шарнирного 
региона до CH3) для снижения или усиления 
эффекторных свойств, увеличения периода 
полувыведения антитела и создания биспеци-
фических молекул  [27]. Коллеги из компании 
«Xencor» использовали рациональный in  silico 
дизайн для определения оригинальных ами-
нокислотных замен для гетеродимеризации 
тяжёлых цепей, одновременно обеспечивая 
и правильную сборку молекулы, и высокую 
термостабильность финальных биспецифичес-
ких кандидатов  [28]. Используя полученные 
модифицированные тяжёлые цепи, также до-
полнительно было оптимизировано смеще-
ние изоточки для каждой цепи для облегчения 
процесса очистки [27].

Azymetric®. Компанией «Zymeworks» был 
разработан альтернативный in  silico алго-
ритм, основная особенность которого связана 

3*
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с уникальными аминокислотными заменами 
для гетеродимеризации тяжёлых цепей. Также 
отметим, что компания смогла создать бсАт, 
состоящее из двух разных тяжёлых цепей и 
двух разных лёгких цепей посредством вве-
дения мутаций не только в CH3-домен, но и 
также в CH1- и CL-домены. Этот подход мож-
но комбинировать с использованием каппа- и 
лямбда-семейств лёгких цепей.

CrossMab®. Разработанная компанией 
«Hoffman la Roche» платформа «CrossMab» об-
легчает правильную сборку бсАт с двумя раз-
ными лёгкими цепями и двумя разными тяжё-
лыми цепями. Основное преимущество этой 
технологии заключается в правильной меж-
цепочечной димеризации, которая обеспечи-
вается мутациями «knob-into-hole»  [29]. Сама 
технология может быть реализована в трёх раз-
личных вариантах.

Первый вариант предполагает изоляцию 
CH1 и VL из тяжёлой цепи для второй специ-
фичности в отдельную лёгкую цепь, тогда как 
соответствующие домены лёгкой цепи второй 
специфичности вставляются в тяжёлую цепь; 
этот вариант также называется «CrossMab 
Fab». При этом варианте инженерии бсАт ос-
новной проблемой становится образование 
независимых побочных продуктов, состоящих 
из димеров тяжёлых цепей (из-за комплемен-
тарности «knob-into-hole» и комплементарно-
сти CH1 на тяжёлой цепи первой специфич-
ности и CL на тяжёлой цепи второй специфич-
ности) и Fab-фрагмента (также из-за компле-
ментарности CH1-CL на разных лёгких цепях). 
Второй вариант называется «CrossMab CH1-CL», 
при нём между лёгкими и тяжёлыми цепями 
второй специфичности меняются только доме-
ны CH1-CL. Теоретически такая замена пред-
отвращает образование побочного продукта. 
Третий вариант, «CrossMab VH-VL», предпо-
лагает аналогичную замену вариабельных до-
менов в тяжёлой и лёгкой цепи второй специ-
фичности. Используя такую замену, возможно 
получить нежелательный побочный продукт с 
общей лёгкой цепью. Потенциальная возмож-
ность для оптимизации этого варианта опреде-
ляется введением зарядовых замен в констант-
ные домены лёгких и тяжёлых цепей первой 
специфичности. Этот подход предполагает пред-
отвращение образования нежелательных приме-
сей. Простота упомянутого платформенного ре-
шения позволяет создавать бивалентные бсАт 
(с одной специфичностью на валентность, 
1+1) и трёх- и четырёхвалентные мсАт [30].

FIT-Ig®. Компания «EpiMab» разрабо-
тала оригинальную платформу для создания 
четырёхвалентных бсАт на основе подхода 

«CrossMab» – так называемые «Fabs-In-Tandem 
Immunoglobulin (FIT-Ig)». Здесь константные 
и вариабельные домены лёгкой цепи со специ-
фичностью ко второму антигену добавляются 
к N-концам тяжёлых цепей, уже обладающих 
специфичностью к первому антигену. Таким 
образом, данные бсАт состоят из двух кано-
нических лёгких цепей со специфичностью к 
первому антигену и двух лёгких цепей, содер-
жащих константные и вариабельные домены 
тяжёлой цепи со специфичностью ко второму 
антигену. Благодаря потенциалу платформы 
«CrossMab» задача правильной димеризации 
лёгкой цепи с тяжёлой цепью полностью ре-
шена [31, 32].

cLC®. Этот формат структуры бсАт похож 
на каноническую молекулу иммуноглобулина, 
но специфичность к двум разным антигенам 
достигается за счёт разных тяжелых цепей, 
гетеродимеризованных с использованием та-
ких мутаций, как «knob-into-hole». Лёгкая цепь 
здесь подбирается таким образом, чтобы она 
также была комплементарна к обоим тяжё-
лым цепям и не приводила к потере функцио-
нальной активности или изменениям физико- 
химических свойств бсАт [33, 34].

Triomab®. В формате «Triomab» бсАт по-
лучается путём соматического слияния двух 
гибридом, каждая из которых экспрессирует 
уникальное мкАт. Две гибридомы, экспресси-
рующие антитела, объединяются, и получен-
ная гибридная клетка экспрессирует тяжёлые 
и лёгкие цепи антител от родительских клеток. 
Процесс сборки антител позволяет образовы-
вать как родительские, так и гибридные имму-
ноглобулины. Технология «quadroma» является 
историческим базисом для получения бсАт, но 
имеет такие недостатки, как низкая производи-
тельность и высокая гетерогенность получае-
мого продукта. Фактический процент функ-
циональных бсАт в линии клеток квадромы 
непредсказуем, и в данной ситуации требуется 
трудоёмкий процесс, связанный с изоляцией 
бсАт от побочных продуктов. Впоследствии 
эта технология была усовершенствована путём 
слияния гибридом мыши и крысы. Содержа-
ние химерных бсАт мышь/крыса было значи-
тельно выше благодаря преимущественной 
димеризации тяжёлой и лёгкой цепей, ограни-
ченной видовой принадлежностью, в отличие 
от случайной димеризации в обычных квадро-
мах типа мышь/мышь или крыса/крыса [35].

Biclonics®. Компания «Merus» использует 
широко известный формат с общей лёгкой 
цепью с отличием в том, что вместо популяр-
ной мутации «knob-into-hole» они используют 
собственные мутации для гетеродимеризации 
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HC  – DEKK (L351K, T366K/L351D, L368E) 
[33]. Так, антитело зенокутузумаб (MCLA-128) 
было разработано с использованием упомяну-
той технологии.

HLE-BiTE®. Разработанная компанией 
«Amgen» платформа «HLE-BiTE» является би-
специфическим T-клеточным энгейджером 
(BiTE) – классом бсАт, которые задействуют 
цитотоксические T-клетки, направляя их на 
опухолевые. BiTE – это слитый белок, состоя-
щий из двух одноцепочечных вариабельных 
фрагментов (scFvs) различных антител. Один 
из этих фрагментов связывается с T-клет-
ками, обычно через рецептор CD3, в то время 
как другой связывается со злокачественными 
клетками через специфическую для опухоли 
молекулу. «HLE» в этом формате является аб-
бревиатурой для «Half-Life Extended», что обо-
значает увеличение времени полувыведения 
бсАт в организме пациента, которое достига-
ется добавлением Fc-фрагмента к каждой мо-
лекуле BiTE.

CRIB. Компания «Alphamab» разработала 
свою платформу для гетеродимеризации тяжё-
лых цепей. Основанием для новой платфор-
мы под названием «Charge Repulsion Induced 
Bispecific (CRIB)» выступили мутации «knob-
into-hole». После оптимизации этой платфор-
мы путём добавления одной аминокислотной 
замены к каждой тяжёлой цепи доля коррект-
но собранных гетеродимеров увеличилась 
с 74% до 94% [36].

Cимметричные бсАт. Tandem sdAb-Fc®. 
«Alphamab» активно использует VHH-фраг-
менты, слитые с Fc-фрагментом человеческого 
IgG, для разработки антител. Для получения 
бсАт использовали слияние двух VHH-фраг-
ментов, и полученный димер был непосред-
ственно связан с Fc-фрагментом. В результате 
гомодимеризации Fc-фрагментов можно полу-
чить тетравалентное бсАт с двумя валентно-
стями (к одной мишени).

TETRABODY – ITAB®. Компания «Akesobio» 
разработала передовую платформу под назва-
нием «Tetrabody», которая основана на добав-
лении scFv, специфичного для второй цепи, к 
C-концу каждой тяжёлой цепи. Эта манипуля-
ция приводит к получению молекулы с четырь-
мя связывающими сайтами для двух мишеней.

DVD-Ig®. Формат «Dual Variable Domain 
Immunoglobulin (DVD-Ig)» был описан в 
2007 г. [37, 38]. Эта четырёхвалентная молекула 
состоит из двух тяжёлых цепей и двух легких, 
имеет функциональный Fc-регион и констант-
ные домены в конфигурации, аналогичной 
каноническому IgG. Однако каждое плечо мо-
лекулы содержит два вариабельных домена 

(VD) в тяжёлых и лёгких цепях, соединённых 
линкерными последовательностями. Как и 
формат Tetrabody, DVD-Ig является тетрава-
лентным антителом, способным взаимодей-
ствовать двумя связывающими сайтами с каж-
дой из двух мишеней. Антитело DVD-Ig можно 
сконструировать, соединив последовательно-
сти вариабельного домена любой пары анти-
тел. Оно может состоять из полностью чело-
веческих последовательностей, что уменьшает 
потенциальную иммуногенность и позволяет 
сохранять стабильность в сыворотке крови, 
как обычный IgG. Утверждается, что анти-
тело DVD-Ig можно эффективно производить 
с использованием стандартных систем экс-
прессии млекопитающих, и оно обладает фи-
зико- химическими свойствами, сравнимыми 
с обычным IgG, несмотря на его увеличенный 
размер и нестандартную структуру.

IgG + TGFβ-receptor. Этот формат также по-
хож на формат Tetrabody за исключением того, 
что вместо использования фрагмента scFv для 
второй специфичности к антителу, взаимодей-
ствующему с PDL1, добавляется связывающий 
домен TGF-βRII, способный взаимодейство-
вать с тремя изоформами TGF-β.

БсАт на основе фрагментов. TriTAC®. «Tri-
specific T-cell Activating Construct (TriTAC)» – 
это новый формат T-клеточного энгейджера, 
разработанный «Harpoon Therapeutics». Этот 
новый класс иммунотерапии на основе T-кле-
ток направлен на достижение более высокой 
эффективности в терапии солидных опухо-
лей по сравнению с таким золотым стандар-
том, как T-клеточная терапия. БсАт формата 
«TriTAC» состоит из трёх антиген-связываю-
щих доменов, один из которых связывается с 
альбумином, необходимым для увеличения пе-
риода полувыведения молекул в сыворотке. 
Антитела «TriTAC» имеют молекулярный вес 
около 53 кДа, что делает их меньше большин-
ства форматов T-клеточных энгейджеров. Одно 
из главных преимуществ этих антител заключа-
ется в том, что их маленький размер обеспечи-
вает более быстрое распространение в тканях 
солидных опухолей [39].

ImmTAC®. Молекула ImmTAC® представ-
ляет собой слитый белок, состоящий из реком-
бинантного рецептора T-клеток (TCR), со-
единённого через линкер с одноцепочечным 
вариабельным фрагментом антитела scFv. Он 
взаимодействует с CD3 и активирует поликло-
нальные T-клетки для высвобождения про-
воспалительных цитокинов и цитолитиче-
ских белков, что приводит к прямому лизису 
опухолевых клеток. Существенное отличие 
от канонических бсАт или слитых антиген-
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связывающих фрагментов заключается в том, 
что молекулы этого формата используют 
TCR для взаимодействия с опухолевыми 
антигенами. В то время как антитела могут 
взаимодействовать только с антигенами на 
поверхности клетки или с секретируемыми 
молекулами, CR могут распознавать пептиды, 
которые являются фрагментами внутриклеточ-
ных мишеней, представленными в составе мо-
лекул человеческого лейкоцитарного анти -
гена (HLA) [40, 41].

ЭКСПРЕССИОННЫЕ СИСТЕМЫ 
И ПОДХОДЫ К ПОЛУЧЕНИЮ 

БИСПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ

Спрос на высокопроизводительные экс-
прессионные системы растёт по мере увеличе-
ния числа новых биопродуктов и биоаналогов. 
Выбор гетерологичной системы экспрессии 
тесно связан с экономическими предпосыл-
ками (например, выход целевого белка и за-
траты на получение продукта), а также с био-
химическими и биофизическими свойствами 
конечного продукта (например, число цепей 
в молекуле белка, характер гликозилирования) 
и с характеристиками самого биопроцесса.

Относительно простые белки, такие как 
слитые фрагменты антител, состоящие из од-
ной полипептидной цепи, могут быть полу-
чены с помощью прокариотических систем, 
например, Escherichia coli  [42]. В случае более 
сложных белков на основе полноразмерных 
антител, состоящих из нескольких полипеп-
тидных цепей, широко используются эукарио-
тические системы, как правило, клеточные ли-
нии млекопитающих  [43]. Эти системы могут 
предоставить производителям необходимые 
профили фолдинга и посттрансляционных мо-
дификаций (ПТМ) белков в соответствии с че-
ловеческими биохимическими путями. Кроме 
того, экспрессионные системы на основе кле-
ток млекопитающих могут быть использованы 
в крупномасштабном производстве и способ-
ны синтезировать большие объёмы терапевти-
ческих антител  [44]. В данном разделе статьи 
мы рассмотрим такие гетерологичные экспрес-
сионные системы для получения бсАт, которые 
уже продемонстрировали отличную эффектив-
ность в промышленном производстве.

Прокариотические клетки (E. coli). Штаммы 
E. coli являются широко используемой экспрес-
сионной системой для получения рекомби-
нантных белков. Эта бактерия обладает рядом 
преимуществ для производства белковых мо-
лекул, включая высокие уровни экспрессии, 

экономичность, быстрый рост и масштаби-
руемость. На основе E. coli получено множе-
ство рекомбинантных терапевтических бел-
ков, включая антитела, цитокины и гормоны 
роста. Антитела могут быть получены в E. coli 
в различных форматах, включая scFvs, Fab-
фрагменты и даже полноразмерные антитела. 
Однако получение полноразмерных антител 
может быть затруднено из-за сложности этих 
молекул и необходимости их правильной сбор-
ки и фолдинга [45].

Производство бсАт в E. coli также возмож-
но, но может быть ещё более сложным, чем 
производство моноспецифических антител, из-
за сложной структуры данных молекул и необ-
ходимости сохранения естественной структу-
ры антитела. Поэтому, согласно недавнему ис-
следованию [42], только некоторые фрагменты 
антител и слитые белки, полученные на базе 
экспрессионной системы E. coli, были одобре-
ны в качестве терапевтических средств для ле-
чения различных заболеваний; полноразмер-
ные мкАт или бсАт, полученные с помощью 
E. сoli, на данный момент не были клинически 
апробированы.

Однако последние достижения в области 
белковой инженерии и экспрессионных си-
стем позволили получать бсАт в E. coli с приме-
нением различных подходов, используя разные 
форматы белков. Один из подходов к получе-
нию бсАт в E. coli предполагает использование 
фрагментов белков, таких как BiTE или триспе-
цифические киллерные энгейджеры (TriKEs). 
Эти форматы состоят из небольших фрагмен-
тов, которые могут быть получены в E. coli и 
соединены в бсАт или триспецифические ан-
титела. В настоящее время известно, что одним 
из терапевтических препаратов, полученных с 
использованием системы E. coli и одобренных 
для лечения рака, является тебентафусп – но-
вый формат иммунотерапии на основе плат-
формы ImmTAC®. Он включает в себя рас-
творимый TCR, слитый с одноцепочечным 
вариабельным анти-CD3 фрагментом. Домен 
TCR Tebentafusp таргетирует клетки, на по-
верхности которых представлен HLA-A*02:01 в 
комплексе с меланома-ассоциированным анти-
геном gp100 [46]. Данное бсАт получено в виде 
телец включения и требует сложных процедур 
рефолдинга.

Известен случай синтеза бсАт в E. coli для 
молекулы, состоящей из обычного Fab-фраг-
мента, нацеленного на CD3, и VHH, нацелен-
ного на HER2. Очищенное антитело способно 
вызывать опосредованную Т-клетками цито-
токсичность против HER2-положительных кле-
ток как in  vitro, так и in  vivo. Авторы предпо-
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лагают, что с помощью этого подхода можно 
эффективно получать бсАт, направленные на 
другие опухолевые антигены [47].

Другой подход к рекомбинантному полу-
чению бсАт в E. coli предполагает совместную 
экспрессию двух полуантител, каждое из ко-
торых состоит из HC и LC. Эти полуантитела 
могут спонтанно собираться в интактную мо-
лекулу бсАт с естественной архитектурой анти-
тела  [48]. Данный метод получения бсАт под-
разумевает совместное культивирование двух 
штаммов бактерий, каждый из которых экс-
прессирует своё полуантитело. С использова-
нием этого подхода было получено 28 различ-
ных бсАт. Одно из этих антител, нацеленное 
на тирозинкиназы рецепторов MET и EGFR, 
ингибирует их сигналы и подавляет рост опу-
холевых клеток. Данный метод позволяет бы-
стро и недорого получать бсАт из любых двух 
существующих антител в количествах, необ-
ходимых для ранней разработки и доклиниче-
ских исследований.

Производство как моноспецифических 
антител, так и бсАт в E. coli по-прежнему со-
пряжено с определёнными трудностями, свя-
занными с потенциально необратимой агрега-
цией или деградацией экспрессируемых белков 
и отсутствием некоторых ПТМ [49]. Несмотря 
на эти трудности, E. coli остаётся привлека-
тельной экспрессионной системой для гетеро-
логичного производства бсАт благодаря высо-
ким уровням экспрессии и масштабируемости. 
Крупномасштабное производство бсАт в E. coli 
возможно при использовании технологии фер-
ментации, которая позволяет выращивать клет-
ки с высокой плотностью и получать большие 
количества рекомбинантных белков [50].

Эукариотические клетки (CHO). Система 
экспрессии в клетках яичников китайского 
хомячка (CHO) широко используется для по-
лучения рекомбинантных белков, в частности 
канонических мкАт [51]. Клетки CHO являются 
наиболее привлекательной системой благодаря 
стабильной клеточной пролиферации, эффек-
тивной ПТМ и устоявшимся стандартам над-
лежащей производственной практики (GMP). 
Эти клетки были всесторонне изучены и опти-
мизированы для производства белков, что де-
лает их надёжной и эффективной платформой 
для крупномасштабного производства. Важ-
ной характеристикой клеточной линии явля-
ется производительность. На ранних стадиях 
разработки из-за своей простоты и быстроты 
используются транзиентные экспрессионные 
системы. На более поздних стадиях разработки 
необходимо получить стабильную клеточную 
линию, способную продуцировать антитело 

с неизменным качеством. Клетки CHO исполь-
зуются в качестве клеточной линии-продуцен-
та для более 50% существующих биотехнологи-
ческих препаратов [52].

В 1957  г. Теодор Пак выделил из ткани 
яичника китайского хомячка клетку, которая 
оказалась бессмертной и превратилась в кле-
точную линию CHO-ori. Позже, в 1968  г., из 
неё была получена клеточная линия CHO-K1. 
Обе клеточные линии выращивались как адге-
зионные культуры и были малопригодны для 
крупномасштабных процессов. В 1971 г. Томп-
сон из Университета Торонто создал другую 
подлинию, известную сейчас как CHO-S, для 
выращивания в суспензионном формате, что 
позволило нарабатывать клетки в более круп-
ных масштабах в биореакторах [53].

В настоящее время для производства мкАт 
преимущественно используется родительская 
клеточная линия CHO. По состоянию на 2017 г. 
около 2/3 всех одобренных мкАт были полу-
чены в клетках CHO [54]. Аналогичное соотно-
шение сохраняется и для бсАт. По состоянию 
на 2022 г. девять одобренных бсАт были полу-
чены с помощью экспрессионных систем мле-
копитающих (за исключением катумаксомаба), 
среди них шесть – в клетках CHO.

Благодаря таким преимуществам, как бы-
стрый рост в суспензионной культуре и высо-
кий выход рекомбинантных белков, эта плат-
форма в настоящее время активно используется 
для получения бсАт как на стадии ранней раз-
работки, так и в промышленном производстве. 
Кроме того, клетки CHO могут осуществлять 
ПТМ, такие как гликозилирование, которые 
важны для функционирования и стабильности 
многих рекомбинантных белков. Также неко-
торые исследования показали, что одни и те же 
белки, в частности бсАт, полученные в клетках 
E. coli и CHO, показывают существенно разные 
результаты в тестах на функциональную актив-
ность [55, 56].

Сложной проблемой при использовании 
экспрессионной системы млекопитающих (на-
пример, клеток CHO и HEK293) является не-
обходимость использования дорогостоящих 
производственных платформ и строгих усло-
вий культивирования клеток для обеспече-
ния их жизнедеятельности и предотвращения 
выделения побочных продуктов в процессе 
производства. Условия культивирования могут 
существенно влиять на ПТМ и функциональ-
ную активность конечного продукта  [57]. Для 
достижения желаемых качественных характе-
ристик клеточных линий необходимо иметь 
полное представление о параметрах процесса 
и контролировать их. При внедрении техно-
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логий в новую лабораторию или при расшире-
нии производства эти коррективы и оптимиза-
ции могут оказаться непростыми.

Одной из проблем при получении чистых 
продуктов бсАт является правильная сборка 
антитела. Лишь немногие исследования си-
стемно изучали стратегии оптимизации кле-
точных линий CHO, которые могут способ-
ствовать дальнейшему увеличению чистоты 
бсАт, полученных в клетках CHO. Например, 
рекомендуется экспрессировать HC и LC с по-
мощью отдельных векторов, поскольку мани-
пулирование соотношением плазмид является 
простым и эффективным подходом к опти-
мизации сборки белков для получения желае-
мых продуктов. В другом подходе описан ме-
тод двухступенчатой селекции пула, который 
позволяет повысить чистоту экспрессии бсАт 
с 44,5 до 88,6% [58].

Другой проблемой синтеза бсАт является 
образование агрегатов, которые повышают 
риск нежелательной иммуногенности. Данные 
агрегаты должны быть удалены, что приводит 
к снижению выхода целевых белков. Согласно 
полученным данным, нарушение регуляции 
глутатиона в клетках CHO является причи-
ной агрегации бсАт. Оценивалось образова-
ние агрегатов при использовании процессов 
«fed-batch» и перфузии. В результате перфу-
зионного процесса содержание агрегатов бсАт 
оказалось значительно ниже, чем при исполь-
зовании процесса «fed-batch» [59].

В отдельных работах рассматривались под-
ходы к повышению выхода антител в клетках 
CHO. Одним из таких подходов является ген-
ная инженерия клеток с целью достижения 
сверхэкспрессии генов, участвующих в клеточ-
ном цикле. Так, давно известно, что, воздей-
ствуя на отдельные стадии клеточного цикла 
с целью ускорения или замедления скорости 
роста клеток на разных фазах (G0/G1 или 
G2/M), можно увеличить выход рекомбинант-
ных белков. Так, достижение сверхэкспрессии 
генов CDKL3 и COX15, участвующих в регуля-
ции клеточного цикла, приводит к значитель-
ному увеличению продукции белка [60].

Альтернативным способом повышения про-
дуктивности может быть нокаут генов, сни-
жающих экспрессию белков клетки-хозяина 
(БКХ). БКХ могут секретироваться живыми 
клетками, а также высвобождаться при их ги-
бели. Они сами по себе являются нежелатель-
ной примесью, которую необходимо удалять 
из препарата антител. В соответствующих экс-
периментах было показано, что нокаут генов 
нескольких БКХ может приводить к значитель-
ному повышению титра антител. Основная 

гипотеза заключается в том, что это позволяет 
использовать ресурсы клеток для усиления 
экспрессии интересующего гена. Это также 
позволило добиться большей чистоты конеч-
ного препарата антител [61].

На продуктивность клеток можно влиять 
не только путём целенаправленной регуляции 
экспрессии генов с помощью генной инжене-
рии. Было показано, что непрерывное куль-
тивирование клеток CHO при низких темпе-
ратурах (33 °С) и добавление в культуральную 
среду бутирата натрия приводит к увеличению 
продуктивности рекомбинантных белков. Это 
было связано с остановкой клеточного цикла в 
фазе G1/G0. Также было показано, что культи-
вирование при низких температурах или с до-
бавлением бутирата натрия приводит к изме-
нениям в клеточном транскриптоме, особенно 
в отношении регуляции клеточного цикла. 
В  то же время транскриптомы, связанные с 
клеточным циклом и пролиферацией, разли-
чались между культурами клеток, культивируе-
мых при низкой температуре и с добавлением 
бутирата натрия. Это позволяет предположить, 
что в таких подходах клеточный цикл регули-
руется разными механизмами. Предположи-
тельно, культивирование при низкой темпера-
туре приводит к остановке клеточного цикла 
р53-зависимым образом. p53 является одним 
из основных регуляторов клеточного цикла 
и апоптоза, и его активация приводит к оста-
новке клеточного цикла за счёт активации 
ряда генов-мишеней р53 (например, CDKN1A, 
BAX, MDM2). С другой стороны, добавление 
бутирата натрия приводит к остановке клеточ-
ного цикла за счёт модуляции экспрессии и 
активности циклин-зависимых киназ (CDK) 
и ингибиторов CDK, которые являются регу-
ляторными белками клеточного цикла, участ-
вующими в переходе G-фазы [62].

Эукариотические клетки (HEK293). Клетки 
HEK293 представляют собой линию, изна-
чально полученную из клеток эмбриональной 
почки человека. HEK293 являются ещё одной 
широко используемой экспрессионной систе-
мой для получения рекомбинантных белков. 
Они обладают рядом преимуществ, в том чис-
ле способностью к активной пролиферации и 
лёгкой трансфекции. Кроме того, поскольку 
это клетки человеческого происхождения, 
в них можно получать белки с человекоподоб-
ными ПТМ [63].

Профиль гликозилирования белков может 
быть важным фактором для их использова-
ния в качестве биотерапевтических препара-
тов. Гликопротеины с необходимым профи-
лем гликозилирования могут обладать более 
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высокой активностью, стабильностью, перио-
дом полураспада и сниженной иммуногенно-
стью. Основное преимущество использования 
HEK293 в качестве экспрессионной платфор-
мы заключается в специфическом требовании 
к профилю гликозилирования биотерапевти-
ческих молекул  [64]. Кроме того, было созда-
но множество подтипов и производных этой 
линии, среди которых HEK293, HEK293-T и 
HEK293-F часто используются в производстве 
биофармацевтических препаратов.

Например, HEK293EBNA1 (или 293E)  – 
это подтип клеток HEK293, стабильно экс-
прессирующих ядерный антиген-1 Эпштей-
на–Барр (EBNA1). При использовании экс-
прессионных векторов, имеющих точку нача-
ла репликации EBV (oriP), этот подтип может 
демонстрировать трёхкратное увеличение вы-
хода рекомбинантных белков по сравнению с 
аналогичным вектором без oriP. Это является 
одним из основных преимуществ использо-
вания клеток HEK293EBNA1 по сравнению с 
каноническими клетками HEK293 для произ-
водства рекомбинантных белков.

Аналогичным образом была создана кле-
точная линия HEK293-6E, экспрессирующая 
усечённый EBNA-1, лишённый домена Gly-
Gly-Ala. HEK293-6E продемонстрировала бо-
лее высокую транзиентную экспрессию генов 
и активную пролиферацию клеток по сравне-
нию с HEK293-E [65].

Хотя клетки HEK293F являются клональ-
ной клеточной линией, полученной из роди-
тельской клеточной линии HEK293 и прода-
ваемой под торговой маркой GIBCO®, эти 
клетки были адаптированы для выращивания 
в суспензионной культуре в бессывороточ-
ной среде. Клетки HEK293F были использо-
ваны для получения нескольких рекомбинант-
ных терапевтических препаратов, одобренных 
Управлением по контролю качества пище-
вых продуктов и лекарственных средств (Food 
and Drug Administration, FDA). К ним отно-
сятся рекомбинантный слитый белок FVIII 
(rFVIIIFc, ELOCTA®) и агонист рецепторов 
глюкагоноподобного пептида 1 (дулаглутид; 
TRULICITY®) для лечения гемофилии А и 
диабета 2-го типа соответственно.

Также существуют клетки, стабильно экс-
прессирующие биосенсор cAMP GloSensor™ 
(20F) и полученные компанией «Promega» 
(Мадисон, США), которые были названы 
HEK293G [66].

Хорошо известная линия HEK293-T явля-
ется производной клеточной линии HEK293, 
созданной путём экспрессии термочувстви-
тельного мутантного Т-антигена SV40. Экс-

прессия Т-антигена позволяет плазмидам, не-
сущим точку начала репликации SV40, активно 
реплицироваться в клетках [67].

Клетки HEK293 также могут быть исполь-
зованы для крупномасштабного производства 
антител. Однако масштабирование производ-
ства в данной системе сопряжено с опреде-
лёнными трудностями, включая поддержание 
высокого уровня экспрессии белка и качества 
продукта.

Исследования показали, что нокаут гена 
CASP8AP2 положительно влияет на производ-
ство рекомбинантных белков. CASP8AP2 коди-
рует FLICE-ассоциированный большой белок 
(FLASH). В процессе Fas-опосредованного 
апоптоза FLASH входит в состав сигнального 
комплекса, индуцирующего смерть (DISC), ко-
торый собирается после связывания рецептора 
смерти Fas с его лигандом FasL. Сборка DISC 
активирует прокаспазу 8 с образованием протео-
литической каспазы 8, которая инициирует 
апоптотический каскад. FLASH также уча-
ствует в созревании гистоновых мРНК и ре-
гуляции транскрипции гистоновых генов в 
S-фазе клеточного цикла, а также в активации 
транскрипционных факторов cMYB и NF-κB. 
В клетках HEK293, лишённых CASP8AP2, на-
блюдается семикратное увеличение специфи-
ческой экспрессии рекомбинантной люцифе-
разы и 2,5-кратное увеличение специфической 
экспрессии рекомбинантного SEAP без суще-
ственного влияния на рост и жизнеспособ-
ность клеток. Транскриптомный анализ по-
казал, что нарушение регуляции клеточного 
цикла, в частности активация ингибитора ци-
клин-зависимой киназы  2А (CDKN2A), спо-
собствовало повышению экспрессии реком-
бинантного белка в клетках с дефицитом 
CASP8AP2. Полученные результаты подтвер-
ждают, что ген CASP8AP2 является важной 
инженерной мишенью для улучшения экс-
прессии рекомбинантных белков в клеточной 
линии HEK293 [68].

Несмотря на сходный с человеком про-
филь гликозилирования, использование кле-
ток HEK293 для производства терапевтических 
белков связано с трудностями, обусловленны-
ми высоким содержанием в них терминально-
го N-ацетилгалактозамина (GalNAc) и низким 
уровнем сиалилирования. В терапевтических 
белках такие N-гликаны часто вызывают бы-
стрый клиренс из кровотока пациента за счёт 
эффективного связывания с рецептором асиа-
логликопротеина (ASGP-R) и рецептором ман-
нозы (MR). Однако недавно исследователи 
разработали новую клеточную линию HEK293F, 
которая устраняет терминальный GalNAc 
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и увеличивает сиалилирование путём нокаута 
GalNAc-трансфераз B4GALNT3 и B4GALNT4 
и сверхэкспрессии сиалилтрансфераз ST6GAL1 
и ST3GAL6. Данная гликоинженерная клеточ-
ная линия хорошо подходит для получения 
терапевтических белков с полностью челове-
ческим N-гликозилированием и отличными 
фармакокинетическими свойствами [69].

Использование клеток HEK293 для полу-
чения терапевтических препаратов, в том чис-
ле бсАт, несколько ограничено. Хотя во мно-
гих исследованиях сообщалось о транзиентной 
экспрессии в клетках HEK293 для получения 
бсАт  [70, 71], для производства биофармацев-
тических препаратов чаще всего используются 
стабильные линии клеток CHO. С 2015 г. FDA 
одобрило семь препаратов, полученных из 
клеток HEK. В шести клеточных и генотера-
певтических подходах используется клеточная 
линия HEK293 или её производные для полу-
чения вирусных векторов.

Несмотря на это, многие бсАт, получен-
ные с помощью транзиентной экспрессии, в 
настоящее время находятся на стадии клини-
ческой разработки. Это свидетельствует о пер-
спективности использования данной системы 
экспрессии для получения бсАт. Помимо тра-
диционных методов создания терапевтических 
бсАт, когда каждый фрагмент проверяется 
отдельно, а один или несколько лучших вари-
антов отбираются и объединяются в биспеци-
фический формат, разрабатываются и новые 
подходы. Один из таких предполагает тести-
рование различных бсАт в клеточных тестах, 
в  которых могут участвовать до 22 000 канди-
датов  [72]. В литературе описано, что клетки 
HEK293 наиболее подходят для транзиентной 
экспрессии благодаря высоким титрам белка – 
диапазон титров антител, полученных при экс-
прессии HEK293, составляет от десятков до 
сотен миллиграммов на литр  [73–75]. Однако 
авторы данного обзора не согласны с приве-
дённым описанием, поскольку при транзитор-
ной экспрессии антител клетками CHO уда-
лось получить антитела с титрами не менее 
150 мг/л. Этого вполне достаточно для харак-
теристики ведущих кандидатов. Тем не менее 
задача повышения титров антител как при 
транзиентной экспрессии, так и при произ-
водстве стабильных клеточных линий является 
актуальной. Низкая продуктивность конкрет-
ного антитела может стать причиной прекра-
щения дальнейшей разработки.

Также было показано, что транзиентная 
сверхэкспрессия отдельных субъединиц эука-
риотического фактора трансляции eIF3 (eIF3i 
и eIF3c) в клетках CHO и HEK293 приводит 

к умеренному увеличению общего количества 
eIF3i (максимальное увеличение на 40% выше 
контроля) и примерно 10%-ному увеличению 
скорости глобального синтеза белка в клетках 
CHOK1. Модифицированные клетки HEK293 
со сверхэкспрессией eIF3i имели более бы-
стрый рост, связанный с повышенной экс-
прессией MYC, достигали большей биомассы и 
обеспечивали более высокий выход продукции 
рекомбинантных белков. Инженерные клетки 
CHOK1 с eIF3c имели более высокую скорость 
пролиферации и улучшенный синтез рекомби-
нантных белков [76].

Таким образом, клетки HEK293 представ-
ляют собой универсальную экспрессионную 
систему, которая может использоваться для 
получения рекомбинантных белков, в том чис-
ле бсАт. Хотя использование клеток HEK293 
для получения антител сопровождается опре-
делёнными трудностями, их преимущества 
делают их ценным инструментом для исследо-
вателей и биотехнологических компаний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данном обзоре мы представили краткую 
информацию о форматах бсАт, платформах 
для их производства и успешных случаях их 
разработки от исследований до клинических 
испытаний. Критерием для включения в обзор 
послужили препараты бсАт, успешно приме-
няемые против солидных опухолей и находя-
щиеся на второй и более поздних фазах клини-
ческих испытаний (таблица).

Исходя из уникальных молекулярных осо-
бенностей, трудно определить универсальную 
«волшебную пулю». Тем не менее из множе-
ства разнообразных экспрессионных плат-
форм, эукариотических (клетки млекопитаю-
щих, растений и насекомых) и прокариоти -
ческих (E. coli, Bacillus subtilis и т.д.), в про-
мышленности используются только три кле-
точные системы гетерологичной продукции. 
При этом даже при использовании современ-
ных платформ для производства антител воз-
можны случаи, когда кандидатные препараты 
с требуемой биологической активностью обла-
дают неблагоприятными физико-химическими 
характеристиками. Для бсАт сложной струк-
туры использование прокариотических систем 
экспрессии нецелесообразно и рискованно. 
Эти системы весьма ограничены в моди-
фикациях, поэтому стоит обратить внимание 
на альтернативные платформы, более под-
ходящие для усовершенствования системы, 
такие как эукариотические CHO и HEK293. 
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Грамотная оптимизация и инженерия био-
химических путей, использование различных 
производных клеточных линий, углубление 
в их транскриптомные и геномные профили, 
возможно, позволят повысить эффективность 
производства белков. Настройка выбранной 
платформы на требуемый выход продукта – 
это перспективное направление в области си-
стем для гетерологичной экспрессии [77, 78].

Перечисленные выше подходы, представ-
ленные множеством различных форматов бсАт 
и несколькими дополнительными экспрес-
сионными системами, такими как B. subtilis, 
Streptomyces, дрожжи, трансгенные растения, 
трансгенные животные, клетки насекомых, к 
сожалению, пока неэффективны для получе-
ния больших количеств рекомбинантных бел-
ков и редко используются для производства 
антител [79].

Однако среди перспективных, но мало-
известных с точки зрения коммерческого по-
тенциала применения существует платформа, 
которая может стать прорывом в сфере полу-
чения белков, в частности бсАт. Это система 
бесклеточного синтеза белков (СБСБ), популя-
ризированная в основном компанией «Sutro 
Biopharma, Inc.» (США). Она стала важна для 
синтетической биологии  [80–87] не только как 
платформа для отбора и прямой эволюции 
полипептидов из больших библиотек, но и 
как ценный инструмент для структурной и 
функциональной характеризации интеграль-
ных мембранных белков  [85,  88] и различных 
форматов мкАт и бсАт. Данный тип экспрес-
сионных систем основан на экстракте про-
кариотических или эукариотических клеток, 
включающем рибосомы, факторы трансляции, 
аминоацил-тРНК-синтетазу и дополненном 
подходящей экзогенной линейной или кольце-
вой ДНК-матрицей, аминокислотами, тРНК, 
dNTPs, ATP, системой регенерации клетки и 
другими необходимыми факторами  [82, 89,  90]. 
Прокариотические и эукариотические систе-
мы бесклеточной экспрессии всё чаще исполь-
зуются для получения фрагментов  [88, 91] и 
полноразмерных  [92] антител даже против 
сложных трансмембранных антигенов, таких 
как рецепторы, связанные с G-белками  [93, 
94], и внеклеточных областей других политоп-
ных интегральных мембранных белков [89].

Системы СБСБ заслуживают внимания 
по целому ряду причин. Несмотря на то, что в 
их основе – лизаты различных про- или эука-
риотических клеток, что позволяет избежать 
проблем «клеточных» систем, бесклеточные 
системы синтеза имеют некоторые ограничения, 
зависящие от того, насколько конкретная систе-

ма подходит для получения выбранного белка, 
но разнообразие существующих платформ и 
подходов позволяет преодолевать возможные 
препятствия. Бесклеточные системы исполь-
зуют в основном два популярных формата: 
«в объёме» и непрерывный бесклеточный син-
тез. Последний предполагает относительно 
стабильную подачу свежих компонентов в 
реакционную камеру, что увеличивает время 
синтеза и, следовательно, повышает выход 
белка. Благодаря широкому спектру приме-
нения бесклеточных систем их преимущества 
могут быть использованы в различных обла-
стях – от инженерии антител до производства 
вакцин.

Несмотря на преимущества бесклеточной 
системы с точки зрения открытости и гибко-
сти, одним из краеугольных камней на сего-
дняшний день остаётся экономическая целе-
сообразность, и здесь бесклеточная система 
требует определённых доработок, чтобы в 
будущем стать более конкурентоспособной на 
рынке производства антител. В рамках тема-
тического исследования была проведена оцен-
ка группы параметров, определяющих эконо-
мическую целесообразность применения бес-
клеточной системы на основе экстракта бак-
териальных клеток по сравнению с привыч-
ной CHO-платформой для производства ком-
мерческих белков. Согласно проведённому 
анализу, себестоимость продукта, произве-
дённого на бесклеточной платформе, значи-
тельно выше, чем на CHO-платформе, причём 
основной статьёй расходов являлся выше-
упомянутый бактериальный экстракт. Тем не 
менее в долгосрочной перспективе бескле-
точные системы предлагают больше преиму-
ществ [95].

В целом, эукариотические бесклеточные 
системы позволяют получать белки, подходя-
щие как для прямого функционального анали-
за, так и, при соответствующей настройке, для 
промышленных или терапевтических нужд. 
Это позволяет проводить быстрый скрининг, 
разделять процессы и экономить время при 
получении как обычных, так и трудносинтези-
руемых белков. Бесклеточные системы более 
гибки и восприимчивы к модификациям, как 
и белки, получаемые с их помощью, что явля-
ется важным свойством, ценным для разработ-
чиков биологических препаратов. Это откры-
вает путь к крупномасштабному производству 
белков [96, 97].

Примером успешной коммерческой бес-
клеточной платформы является технология 
«XpressCF+™». Это быстрая, точная и высоко-
эффективная система, способная продуци-
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ровать отвечающий всем необходимым тре-
бованиям препарат бсАт менее чем за сутки. 
Существовавшая ранее проблема надлежа-
щего источника энергии для производства 
белка была решена путём изготовления экс-
тракта на основе E. coli, содержащего необ-
ходимые элементы в нужной форме, что по-
зволило повысить общее качество системы. 
Указанная платформа позволяет легче встраи-
вать неприродные аминокислоты (nnAA) и 
конъюгированные вещества, преодолевая ге-
терогенность и создавая сложный, корректно 
собранный продукт. На сегодняшний день ком-
пания «Sutro» имеет в своём портфеле четы-
ре препарата конъюгированных антител и 
бсАт, созданных с помощью вышеупомяну-
той системы, и продолжает расширять своё 
влияние, сотрудничая с различными компа-
ниями [98, 99].

В конечном счёте, каждая платформа и 
формат имеют свои достоинства и недостат-
ки, и выбор одной из них должен зависеть от 
целей и задач, стоящих перед исследователем 
в академической науке или промышленности.
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FOR HETEROLOGOUS EXPRESSION OF BISPECIFIC 

ANTIBODIES TARGETING SOLID TUMORS
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BIOCAD, 198515 Strelna, Saint-Petersburg, Russia; e-mail: karbyshevms@biocad.ru

Bispecific antibodies (bsAbs) belong to the group of promising biotherapeutics, as their structural and func-
tional features provide versatility. To put it simply, bsAbs bind two antigens or two epitopes on one antigen 
simultaneously, moreover, they are capable of directing effector immune cells to cancer cells and delivering 
payloads (radionuclides, toxic agents, and immunological payloads) to target cells, thus offering a broad 
spectrum of clinical applications. Current review is focused on bsAbs platform engineering technologies, 
current progress and prospects in utilization and selection of various heterologous expression systems for 
protein production. Furthermore we share our view on the future of the bsAbs development for solid tumor 
therapy.
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Благодаря широкому распространению скрининга комбинаторных библиотек при помощи таких 
методов, как фаговый дисплей, стало возможным не только осуществлять разработки новых 
рекомбинантных антител, но и расширить арсенал белков, связывающих интересующие мишени, 
за счёт многих других полипептидных скаффолдов-каркасов, негомологичных иммуноглобулинам. 
Такие новые синтетические связывающие белки (ССБ) в настоящее время довольно разнообраз-
ны; к ним относятся монотела/аднектины, дарпины, липокалины/антикалины и многочисленные 
минипротеины (аффитела, кноттины) и другие структуры, используемые в качестве модулей для 
создания более сложных аффинных инструментов с потенциалом применения как в диагностике, 
так и в терапии. Удачные скаффолды должны иметь небольшую молекулярную массу, обладать 
низкой иммуногенностью, а также резистентностью к различным жёстким условиям, например, 
к протеолизу (то есть иметь перспективу перорального применения); предпочтительно сохра-
нение работоспособности в восстановительных условиях внутриклеточной среды. Но главное – 
это устойчивость скаффолда к мутациям в значительном количестве позиций, что необходимо 
для создания области связывания мишени достаточного размера через приготовление библиотек 
и скрининг с последующей препаративной экспрессией в подходящей системе. Поэтому скаффолды 
с высокой термодинамической стабильностью в настоящее время особенно привлекательны для 
создания новых ССБ, которые уже постепенно входят в клиническую практику как антагонисты 
онкопротеинов в сигнальных каскадах. Настоящий обзор посвящён многообразию ССБ с особым 
вниманием к тем из них, которые ингибируют важнейший онкопротеин KRAS, разработка специ-
фических ингибиторов против мутантов которого до недавнего времени была затруднена.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: монотела, аднектины, липокалины, аффитела, дарпины, альтернативные скаффолды.

DOI: 10.31857/S032097252309004X, EDN: WTGRQC

Принятые сокращения: а.о.  – аминокислотный оста-
ток; ОВ – онколитические вирусы; ССБ – синтетические 
связывающие белки.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Трансформация нормальной клетки в ра-
ковую определяется несколькими молекуляр-

ными событиями, которые включают прямую 
или косвенную активацию онкогенов и/или 
потерю функции супрессоров опухоли. Эти 
события сопровождаются изменениями в регу-
ляции экспрессии генов, приводя к усилению 
клеточной пролиферации, репликативному 
бессмертию и понижению чувствительности 
к противоопухолевому иммунитету. В поис-
ках эффективных терапевтических средств 
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разработано значительное число адресных пре-
паратов, применяемых на практике и представ-
ленных в основном в двух вариантах: моно-
клональные антитела, которые действуют в 
основном как блокаторы рецепторов на опу-
холевых клетках, и низкомолекулярные веще-
ства, которые ингибируют в основном про-
теинкиназы, опосредующие внутриклеточные 
сигнальные пути, важные для роста и инва-
зивности раковых клеток. Исследования меха-
низма действия антител, конъюгированных с 
токсичными низкомолекулярными ингибито-
рами, а также нацеливание клеточных и вирус-
ных противоопухолевых средств в настоящее 
время являются одним из самых перспектив-
ных направлений современной молекулярной 
онкологии. Трудности, связанные с лечением 
рака, во многом обусловлены адаптивной ре-
зистентностью опухолей в результате действия 
молекулярных механизмов, которые приводят 
к общему повышению агрессивности опухолей; 
одним из таких механизмов является генетиче-
ская гетерогенность опухолевых клеток, веду-
щая к тому, что многие препараты неспособны 
воздействовать на все популяции опухолевых 
клеток. Чем выше селективность ингибитора, 
тем быстрее развивается устойчивость к нему 
из-за высокой частоты мутаций и эпигенети-
ческой пластичности раковых клеток. Поэтому 
высокоэффективные препараты будущего не 
должны быть узкоспецифичными, а должны 
охватывать весь класс близкородственных мо-
лекул-мишеней, то есть необходима разработ-
ка терапевтических стратегий всё возрастаю-
щей сложности.

В данном обзоре мы концентрируемся на 
применении синтетических связывающих бел-
ков (ССБ, называемых также миметиками или 
даже имитаторами антител, что не вполне кор-
ректно), содержащих неиммуноглобулиновые 
скаффолды (скаффолд или каркас здесь – од-
нодоменный полипептид в примерном диа-
пазоне масс 4–20  кДа), в онкологии, а также 
рассматриваем проблемы их разработки и 
продукции, которые пока являются одним из 
препятствий на пути их широкого внедрения 
в различные сферы науки и здравоохранения. 
Это особенно актуально в связи с тем, что со 
времени публикации наиболее широко охва-
тывающего проблематику и очень вдумчивого 
обзора прошло уже десять лет [1].

ДОСТОИНСТВА И НЕДОСТАТКИ АНТИТЕЛ

Наиболее универсальными и разнообраз-
ными связывающими белками у человека яв-

ляются иммуноглобулины. Их антиген-свя-
зывающие участки состоят из шести петель, 
соединяющих нити β-листов в вариабельных 
доменах лёгких и тяжёлых цепей. В настоящее 
время классические антитела доминируют сре-
ди белковых препаратов от фундаментальных 
научных исследований до практической адрес-
ной терапии. Необходимо тщательно взвесить 
как достоинства, так и недостатки иммуногло-
булинов. На сегодняшний день они являются 
лучшими инструментами благодаря своим пре-
восходным свойствам: они естественны по сво-
ему происхождению, принадлежа к основным 
белкам плазмы, они могут обладать отличным 
сродством и специфичностью к желаемым ми-
шеням, их крупномасштабное производство 
хорошо налажено, разработаны простые про-
токолы конъюгации и т.д. Большого прогресса 
удалось достичь благодаря применению анти-
тел верблюда и ламы, поскольку они сохра-
няют свойства иммуноглобулинов и без лёгких 
цепей, что позволяет  – под именем наноте-
ла  – также применять их и внутриклеточно. 
Однако в этом отношении они уступают мно-
гим другим ССБ на основе альтернативных 
скаффолдов, которые могут быть отобраны и 
сконструированы для точного воздействия на 
внутриклеточные онкопротеины, включая те, 
которые ранее считались не поддающимися 
ингибированию, например, GTPазу KRAS. 
В этой связи надо заметить, что, хотя исполь-
зование моноклональных антител, в сравнении 
с низкомолекулярными химическими ингиби-
торами, оказалось более мощным средством 
против опухолевых клеток благодаря высокой 
специфичности к своей мишени, большая 
молекулярная масса (около 150 кДа) ограни-
чивает их применение в части воздействия на 
внутриклеточные белки. Другие недостатки ан-
тител накладывают серьёзные ограничения на 
некоторые другие способы их использования, 
например, наличие дисульфидных мостиков 
за трудняет их применение для адресных под-
ходов во внутриклеточной восстановительной 
среде. Важна также и высокая стоимость анти-
тел. Кроме того, из-за большого размера, мед-
ленного выведения из крови и неопухолевых 
тканей антитела менее пригодны для таких об-
ластей, как визуализация опухолей или радио-
иммунотерапия. Уменьшение размера могло 
бы дать ряд преимуществ, например, увели-
чение доступности стерически затруднённых 
эпитопов. Также важно снижение гидрофоб-
ности, склонности к агрегации, а повышение 
стабильности самого скаффолда вне зависи-
мости от редокс-потенциала является прио-
ритетом. Поэтому остро стоит задача создания 
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белковых аналогов антител, обладающих вы-
сокой аффинностью, но меньшей молекуляр-
ной массой, лёгкостью продукции, высокой 
стабильностью снаружи и внутри клетки.

ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ О РАЗНООБРАЗИИ 
НЕИММУНОГЛОБУЛИНОВЫХ 

СИНТЕТИЧЕСКИХ 
СВЯЗЫВАЮЩИХ БЕЛКОВ

Достаточно очевидным соображением яв -
ляется необходимость компромисса между раз-
личными свойствами. Например, значитель-
ное повышение аффинности может быть до-
стигнуто ценой ущерба для других важных 
параметров – особенно специфичности, но 
также зачастую и стабильности (их оптимизи-
ровать без компромиссов невозможно [2], что 
особенно хорошо показано на примере анти-
тел [3]), поэтому надо кратко рассмотреть пути 
оптимизации свойств в случае альтернативных 
скаффолдов ССБ. В самом деле, все монокло-
нальные антитела в любом случае фактически 
являются полиспецифичными, способными 
связываться с эпитопами со значительно отли-
чающейся геометрией [4, 5].

Порой возможно на основании простых 
фактов спрогнозировать и наметить пути к 
улучшению свойств ССБ, в которых зачастую 
много остатков лизина и аргинина: в случае 
антител это сильно ухудшает свойства [6], по-
этому для внутриклеточного применения ССБ 
можно по аналогии предположить, что они 
будут способны неспецифически связываться 
с нуклеиновыми кислотами. Порой ставится 
вопрос о необходимости уменьшения слож-
ности взаимодействий путём минимизации 
как самого молекулярного скаффолда-каркаса, 
так и поверхности взаимодействий. ССБ дол-
жны быть хорошими блоками молекулярного 
конструктора для комбинаторного подхода 
в создании мультифункциональных молекул. 
Можно рекомендовать ряд прекрасных обзо-
ров альтернативных скаффолдов ССБ, упомя-
нем только самые недавние – опубликованные 
за последние 4  года и описывающие перспек-
тивные ССБ в терапии  [7], в биологии разви-
тия  [8], для нейтрализации токсинов  [9], для 
пуллаута с последующим масс-спектрометри-
ческим анализом терапевтически важных бел-
ков и биомаркеров [10]. Основная цель нашего 
обзора состоит в том, чтобы рассмотреть раз-
работки многообразных ССБ под углом пер-
спектив их применения в онкологии.

Поиск новых вариантов ССБ обычно про-
изводится через создание рандомизированных 

библиотек с последующей селекцией, анали-
зом клонов и завершается рациональным ди-
зайном, то есть хороший скаффолд ССБ дол-
жен позволять существенное варьирование 
остатков, формирующих сайт связывания сво-
ей мишени. Разумно классифицировать уже 
созданные платформы (рис. 1) по структур-
ному принципу формирования связывающей 
поверхности на две большие группы: спираль-
но-цепного типа (дарпины, минипротеины 
(включая аффитела), аффилины и другие) и 
петлевого типа (монотела, антикалины, авиме-
ры, кноттины, атримеры, финомеры и другие, 
включая также и иммуноглобулины). Это раз-
личие очень важно, поскольку в первом типе 
для создания библиотек новых вариантов ран-
домизируются остатки, боковые цепи которых 
экспонированы наружу, в то время как во вто-
ром типе сам скаффолд чаще всего не затра-
гивается, но петли варьируются очень сильно, 
в том числе и по своей длине. По всей види-
мости, за исключением циклических мини-
протеинов, во всех реализованных вариантах 
свободны N- и С-концы, что даёт возможность 
слияния с другими последовательностями. 
До сих пор не используются такие элементы, 
как внутренне неупорядоченные белки  [11], и 
очень слабо – PDZ-домен [12], так как основ-
ным требованием для хороших скаффолдов 
является термодинамическая стабильность. 
Поскольку монотела, дарпины, антикалины и 
аффитела в настоящее время наиболее по-
пулярны [13,  14], то их следует рассмотреть 
отдельно, а здесь кратко упомянуть остальные 
скаффолды, подчеркнув, что многие попытки 
создать новую продуктивную платформу на 
основе нового скаффолда могут показаться 
тупиковыми, такие как тендамистат [15].

Минипротеины условно определяются как 
белки с массой существенно меньше 10 кДа, 
к ним следует относить и аффитела (рассмо-
трены ниже). Характерный малый размер по-
зволяет использовать для препаративного по-
лучения химический синтез, в своём огромном 
разнообразии они освещены в специальном 
обзоре [16]. Здесь нам следует упомянуть про-
тотипического представителя минипротеинов: 
кноттины (knottins)  [17] (размер применяе-
мых кноттинов начинается с 14 аминокислот-
ных остатков (а.о.), но чаще всего составляет 
около 30 а.о.), которые особенно ярко харак-
теризуются чертой, распространённой среди 
минипротеинов – стабилизацией большим 
количеством дисульфидов. В кноттинах три 
антипараллельные β-цепи соединены петлями 
разной длины, 6 остатков цистеина соединены 
тремя дисульфидными связями, это даёт столь 
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Рис.  1. Трёхмерные укладки полипептидных цепей ССБ в комплексе со своими мишенями. а – Монотело (зелё-
ный) против фторидного канала (серый) 6BQO; б – дарпин (серый) против белка MTFP1 (зелёный), 6FP7; в – моно-
тело (зелёный) против MLKL (серый), 7JXU; г – аффитело ZHER2 (зелёный) против белка HER2 (серый), 3MZW; 
д – кристаллиновый аффилин, 2JDG; е – липокалин в комплексе с VEGF, 4QAF; и – дарпин (зелёный) против кас-
пазы 7 (серый), 4LSZ; к – липокалин (серый) против карбоксиметилкобактина (зелёный), 1X8U; л – монотело (зелё-
ный) против фторидного канала (серый), 6B2B

высокую стабильность, что допустимо нагре-
вание в сильнокислой или сильнощелочной 
среде. Авимеры доказывают, что устойчивые ми-
нипротеины, в отличие от нанофитинов, аф-
фител и др., могут происходить и из белковых 
доменов человека (LRP, VLDLR и др.) дли-
ной 35 а.о., в которых 12 а.о. консервативны, 
а также содержится шесть дисульфидов  [18]. 
Из консенсусной последовательности циста-
тина и стефина происходят адхирон-аффимеры: 
такие ССБ без дисульфидных связей из одной 
α-спирали и четырёх β-цепей с двумя вариа-
бельными петлями показывают замечатель-
ную термическую стабильность (точка дена-
турации Tm ≈101 °C) [19, 20] и, помимо прочих 
применений, рассматриваются как аффинный 
инструмент для диагностики уровня карцино-
эмбрионального антигена  [21]. Домен Кунитца 
содержит примерно 60 а.о. с тремя дисульфид-
ными связями и тремя петлями, пригодными 
для варьирования, его использование под-
креплено давним успехом – опытом кли-
нического применения калбитора (Kalbitor), 

ингибитора калликреина. Среди недавних раз-
работок с применением этого домена нужно 
отметить гастротело из соевого ингибитора 
трипсина, выдерживающее pH 2 [22], и его 
гомолог из подсолнечника  [23]. Разнообразие 
ингибиторов протеаз с доменом Кунитца сре-
ди белков человека довольно велико; напри-
мер, неплохой платформой может быть такой 
домен из предшественника амилоида (APPI), 
три мутации в котором достаточны для того, 
чтобы он превосходно ингибировал мезотрип-
син (Kи ≈ 89 пМ) [24], и – аналогично – устой-
чивый к протеолизу ингибитор родственной 
калликреину пептидазы  6 (KLK6), обладаю-
щий Kи ≈ 160 пМ и временем жизни в организ-
ме около 10  дней  [25]. Потенциал некоторых 
разработок пока не вполне понятен, напри-
мер, это можно сказать о SPINK2 [26] и белках 
из ядов змей [27].

Антитела неиммуноглобулиновой приро-
ды из бесчелюстных могут служить основой 
для модульного скаффолда для так называемых 
репетел (repebodies)  [28], демонстрирующих 
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высокий уровень экспрессии в бактериях, тер-
модинамическую стабильность, в том числе 
при изменениях pH, способность ингибиро-
вать мишень типа VEGFR in vivo [29].

SH2/SH3-Домены среди белков человека 
представлены более чем сотней нерецептор-
ных тирозинкиназ семейства Src, важного для 
регуляции клеточного цикла, и другими фер-
ментами. Около ста а.о. организованы как гло-
була с центральным β-листом, окружённым 
двумя α-спиралями, причём две петли можно 
рандомизировать. Наиболее известными пред-
ставителями этого скаффолда являются фино-
меры (fynomers), происходящие из тирозин-
киназы Fyn  [30] и обладающие способностью 
к отличной бактериальной экспрессии в виде 
растворимых мономеров без значимой агре-
гации и с хорошей стабильностью (Tm ~ 70 °C) 
при отсутствии остатков цистеина; а их высо-
кая консервативность позволяет надеяться на 
низкую иммуногенность [31].

С точки зрения стабильности несомнен-
ный интерес представляют белки и пептиды 
из гипертермофильных и гиперацидофильных 
микроорганизмов. Существенное развитие 
получили исследования представителей так 
называемого OB-домена, включающих ДНК-
связывающие полипептиды Sac7d и Sso7d 
архей родов Sulfolobus, Acidanus, Pyrobaculum 
и т.д. под названиями нанофитины и аффити-
ны. В структурном смысле они представляют 
из себя короткий цилиндр из пяти β-цепей, 
кепированный α-спиралью; они примечатель-
ны хорошей экспрессией растворимого белка 
в E. coli и высокой стабильностью (до 74 °С в 
диапазоне pH 0–12) [32–35].

Очевидно, что примечательный своей рас-
творимостью внутриклеточный белок глута-
тионтрансфераза может использоваться для 
создания универсального скаффолда (глуте-
ло) [36], однако применение глутел не получи-
ло значимого развития.

Термин аффилины несколько неудачен, 
поскольку по происхождению они могут раз-
личаться (из димеризованного убиквитина 
или из γB-кристаллина с массой около 20 кДа). 
Можно сказать, что аффилины демонстриру-
ют наиболее яркий пример сложностей, воз-
никающих при попытках внедрения белков, 
которые сами по себе обладают прекрасными 
свойствами, в качестве скаффолдов для ССБ. 
В самом деле, аффилины высокорастворимы 
и очень стабильны (в 8 М мочевине, до 75 °С, 
в интервале рН 1–9) благодаря компактной 
укладке (так, убиквитин – 76 а.о. длиной – 
имеет 3,5 α-спирали и пять β-цепей). Однако 
только 6 а.о. (из цепей, экспонированных на-

ружу со стороны β-структуры и образующих 
связывающий регион) можно использовать 
для рандомизации, а внедрение вариабельных 
петель существенно обесценивает вышеука-
занные достоинства и требует дополнительных 
усилий для снижения жёсткости вторичной 
структуры [37].

Поиск новых интересных скаффолдов среди 
белков человека не прекращается. Например, 
использование тщательно продуманных крите-
риев систематического скрининга из базы дан-
ных трехмёрных структур (молекулярная масса 
в диапазоне 10–25 кДа, мономерность, нали-
чие структуры с достаточно высоким разреше-
нием (< 3,0 Å), продукция в E. coli) с после-
дующим ручным отбором по дополнительным 
критериям (отличие от ранее опубликован-
ных белковых скаффолдов, малое количество 
остатков цистеина и дисульфидных связей, 
отсутствие данных о высокой токсичности 
и/или иммуногенности, отсутствие лигандов 
или кофакторов, высокая растворимость, лёг-
кость очистки) дало новый скаффолд, назван-
ный ProBi (Protein Binder). Он содержит два 
поверхностно-экспонированных участка, при-
годных для рандомизации, что было пока-
зано путём успешной селекции вариантов, 
связывающихся с человеческим интерлейки-
ном-10  [38]. С учётом большого количества 
предсказанных структур подходы такого рода 
станут ещё более плодотворными.

Дальнейшее развитие методов дизайна 
de  novo неизбежно будет всё более продуктив-
ным. Например, было показано, что даже на 
основе такого простого модуля, как элемент 
типа петля-спираль-петля (LUCS), можно ге-
нерировать целые семейства белков с настраи-
ваемой геометрией, включающие в себя как 
природные, так и ранее неизвестные искус-
ственные последовательности  [39]. Хорошим 
примером является альфатело: этот скаффолд 
с молекулярной массой около 10 кДа, гомо-
логов которого в природе нет, сконструирован 
по принципу тройной спирали с G-богатыми 
линкерами [40].

МОНОТЕЛА-АДНЕКТИНЫ 
И ДРУГИЕ СИНТЕТИЧЕСКИЕ 

СВЯЗЫВАЮЩИЕ БЕЛКИ НА ОСНОВЕ 
ФИБРОНЕКТИНОВОГО ДОМЕНА

Первые ключевые работы по монотелам-
аднектинам были опубликованы в 2008 [41], 
2011 [42] и 2013 г. [43], а надежды на монотела 
как лекарственные средства в онкологии впер-
вые вдумчиво обсуждались в 2012 г. в обзоре 
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Weidle et al. [1]. Постепенное улучшение пони-
мания проблем их практического использова-
ния [44, 45] способствовало тому, что в настоя-
щее время не менее двух монотел проходит 
клинические испытания [7].

По своему происхождению монотела пред-
ставляют собой десятый домен фибронек-
тина 3 (FBN3), обозначаемый поэтому кратко 
как 10Fn3. Изначально сравнивалось несколь-
ко разных доменов, и любой из них может 
использоваться (например, пронектины про-
исходят из 14  домена фибронектина  3). Од-
нако домен  10 выбран благодаря тому, что он 
является наиболее стабильным среди повто-
ряющихся доменов FN3 человека, со средней 
Tm = 84 °C [41], и толерантен к ряду мутаций 
в трёх поверхностно-экспонированных пет-
лях. Итак, монотело – это простая структура 
типа небольшого β-сэндвича из семи β-цепей; 
такой скаффолд выдерживает рандомизацию 
и удлинение двух или трёх поверхностных пе-
тель, а температура его плавления составляет 
около 80 °С, несмотря на отсутствие дисуль-
фидных связей  [46]. Поскольку остатки ци-
стеина отсутствуют, стабильность монотела 
слабо зависит от окислительно-восстанови-
тельного потенциала, что позволяет избежать 
дисульфид-опосредованной агрегации. Тради-
ционная для фибронектина мишень – инте-
грины, причём взаимодействие FN3 со своей 
мишенью характеризуется гибкостью петель 
и динамичностью β-листа для обеспечения 
оптимальной конформации связывания с це-
левым белком, в отличие от антител, которые 
проявляют жёсткость в своих β-листах из-за 
внутренних дисульфидных связей между тяжё-
лыми и лёгкими цепями [30, 31]. Достоинства 
монотел обусловливают их применение для 
ряда научных целей, например, Kükenshöner 
et al. сообщили об использовании монотел в 
качестве блокаторов белков, участников моду-
ляции аллостерических сайтов и кристалли-
ческих шаперонов  [47]. Внутриклеточная ста-
бильность монотел также использовалась для 
изучения структуры и функции белков внутри 
клеток, где слитые с флуоресцентным белком 
монотела – здесь под названием интратела 
против эндогенных нейронных белков – по-
зволили визуализировать возбуждающие и 
тормозные синапсы в живых нейронах [48].

Высокую стабильность монотел удалось 
повысить и более, создав ультрастабильный 
скаффолд FN3con  [49], также полученный с 
помощью консенсусного дизайна (использо-
ванием выравнивания 2123  последовательно-
стей), он пригоден даже для графтинга петель 
из других монотел  [50,  51]. Но надо заметить, 

что высокая стабильность может быть не все-
гда желательна при терапевтических приме-
нениях.

ЛИПОКАЛИНЫ-АНТИКАЛИНЫ

С эстетической точки зрения это, веро-
ятно, самый привлекательный скаффолд, по-
скольку он образует элегантную чашу (calyx – 
то есть имеет форму чашечки цветка) [52, 53], 
где имеется центральный восьмицепочеч-
ный антипараллельный β-цилиндр и боко-
вая α-спираль. На открытом конце β-бочонка 
четыре структурно изменчивые петли соеди-
няют β-цепи попарно и вместе формируют 
лигандный карман, то есть имеется четыре 
петли, пригодные для вариации. Как правило, 
антикалин имеет около 188 а.о. (и благодаря 
гликозилированию его молекулярная масса 
составляет около 21–24 кДа), изоэлектриче-
скую точку около 7,1. Таким образом, библио-
теки липокалинов/антикалинов имеют четыре 
структурно гипервариабельные петли на ободе 
высококонсервативного β-бочонка. Несмотря 
на то, что липокалин/антикалин не является 
коротким пептидом, он оказался подходящим 
для фагового дисплея. Более того, липокалины 
хорошо продуцируются в виде мономеров с 
удовлетворительной растворимостью в бакте-
риях  [54]. Используя направленный случай-
ный мутагенез в сочетании с методами моле-
кулярной селекции, можно изменять области 
петель, создавая карманы для плотного связы-
вания различных лигандов – от малых молекул 
и пептидов до белков. Происхождение этого 
скаффолда также чрезвычайно привлекатель-
но, поскольку в данном случае используется 
нормальный человеческий белок, который се-
кретируется и обладает высокой растворимо-
стью: липокалин-2 (синонимы: LCN2, NGAL, 
онкоген 24p3, сидерокалин, секретируемый 
нейтрофилами) способен активно связывать 
железо (с катехолатом), предотвращая рост 
бактерий. Его гомологом является преальбу-
мин слёзной жидкости, который также явля-
ется антибактериальным агентом благодаря 
секвестрации железа. К сожалению, это же 
свойство используется некоторыми опухоля-
ми, например, в процессе метастазирования в 
спинномозговую жидкость  [55], при раке мо-
лочной железы  [56] (более подробно рассмо-
трено в работах Chakraborty et al. и Crescenzi 
et al.  [57, 58]). Однако, с другой стороны, экс-
прессия липокалина-2 в качестве трансгена 
может значительно усилить действие онко-
литических аденовирусов в некоторых моделях 
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опухолей, таких как аденокарцинома поджелу-
дочной железы и клеточные линии колорек-
тального рака  [59,  60], также его экспрессия 
снижена в клетках рака желудка [61]. Поэтому 
практическое терапевтическое применение ли-
покалинов будет находиться под пристальным 
вниманием, поскольку циркулирующие липо-
калины не только играют противоречивую 
роль в развитии рака, но и коррелируют с ког-
нитивным расстройством у некоторых паци-
ентов [62].

ДАРПИНЫ

Дарпины напоминают элегантную гребён-
ку и являются примером чрезвычайно удач-
ного искусственного скаффолда на основе 
анкириновых повторов, что демонстрирует 
успех консенсусного подхода (использование 
консенсусов из множественных выравнива-
ний гомологичных участков) в дизайне белков 
(к сожалению, этот простой подход редко даёт 
плоды). Среди белков человека этот повтор 
распространён среди адапторных внутрикле-
точных белков и содержит около 33 а.о. из двух 
α-спиралей и одной β-цепи с гидрофильными 
боковыми экспонированными остатками и 
гидрофобным внутренним карманом. Типич-
ный дарпин содержит два или четыре повтора, 
фланкированных двумя кепирующими повто-
рами, тем самым давая массу около 14–21 кДа 
(температура денатурации поэтому варьирует 
в широком пределе – от 60 до 95 °С). Надо об-
ратить внимание, что в сравнении с большин-
ством упоминаемых здесь ССБ дарпины имеют 
гораздо большую поверхность для связывания, 
а рандомизации возможно подвергнуть до-
вольно значительный ряд экспонированных 
остатков. В настоящее время как минимум два 
дарпина проходят клинические испытания [7].

АФФИТЕЛА

Для тех применений ССБ, в которых кри-
тично важна как можно меньшая молекуляр-
ная масса, зачастую лучшим выбором среди 
других скаффолдов на сегодняшний день 
являются аффитела, происходящие из доме-
на  B IgG-связывающего участка протеина А 
S. aureus. При их дизайне небольшого числа 
мутаций оказалось достаточно для увеличения 
стабильности и потери способности связывать 
антитела. Три α-спирали, не имеющие остат-
ков цистеина, находятся в единой связке, давая 
скаффолд массой около 6 кДа, в котором мож-

но рандомизировать экспонированные остат-
ки α-спиралей 1 и 2.

В настоящее время удалось разработать 
аффитела против многих опухоль-ассоцииро-
ванных мишеней, причём именно малый раз-
мер чрезвычайно выигрышен в диагностике, 
проводимой при помощи радиоизотопно-ме-
ченных аффител. Однако важно понимать, что 
как только аффитело используется в качестве 
партнёра для слияния с другим белком (напри-
мер, токсином), важнейшее преимущество ма-
лого размера становится менее существенным 
по сравнению с любым другим скаффолдом. 
То же самое верно и при создании биспеци-
фичных антител [63].

ПРИНЦИПЫ СОЗДАНИЯ 
И СКРИНИНГА БОЛЬШИХ 

БИБЛИОТЕК СИНТЕТИЧЕСКИХ 
СВЯЗЫВАЮЩИХ БЕЛКОВ

Основные методы скрининга библиотек 
ССБ можно разделить на клеточный дисплей 
(прежде всего дрожжевой), вирусный (чаще 
всего фаговый, на поверхности белка pVIII 
нитевидного бактериофага fd/M13), а также 
мРНК-дисплей (улучшенный вариант рибо-
сомного дисплея), полностью происходящий 
in  vitro. Хотя фаговый дисплей неплохо рабо-
тает для монотел [41, 64], а также пригоден для 
многих других ССБ, включая репетела  [29], 
очевидно, что несовершенство реальных фаго-
вых библиотек в настоящее время значитель-
но. Можно рекомендовать отличный обзор по 
применению фагового дисплея для этих це-
лей [65]. Основной принцип работы с такими 
библиотеками ССБ изображён на рис. 2.

Проблемы продукции синтетических связы-
вающих белков. Нередко от довольно интерес-
ных проектов с рекомбинантными белками 
приходится отказываться из-за их плохой ста-
бильности и, соответственно, низкой экспрес-
сии, чего почти лишены антитела.

Монотела часто весьма успешно продуци-
руются в E. coli. В качестве примера приведём 
здесь монотела, для которых авторы использу-
ют термин интратела  [66,  67], отметим также 
свежую работу Olson et al.  [68]. Но наш опыт 
указывает на то, что многие монотела проду-
цируются в E. coli c очень низким выходом (не-
опубликованные данные), причём особенно 
ничтожные выходы в данных условиях могут 
давать монотела с высокой изоэлектрической 
точкой [69]. Любопытно также, что при анализе 
ряда случайных клонов отмечен следующий 
факт: хотя обычно монотела продуцируются 
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Рис. 2. Отбор синтетических связывающих белков при помощи клеточного, фагового или мРНК-дисплея. Системы 
экспрессии ССБ на поверхности вируса (а, чаще всего бактериофага), клетки (б, чаще всего дрожжей), или в виде син-
тезированных, но не диссоциированных от рибосом (в, благодаря пуромициновому линкеру) полипептидных цепей, 
позволяют проводить скрининг библиотек ССБ достаточно быстро и эффективно, например, с использованием 
мишеней, иммобилизованных на твёрдой фазе. Обычно требуется около трёх раундов отбора и амплификации биб-
лиотек до анализа индивидуальных клонов. Использован ресурс biorender.com

на уровне от удовлетворительного до хорошего 
(4–20 мг/л культуры), их стабильность и рас-
творимость не коррелирует с общим уровнем 
экспрессии  [68], т.е. существенная часть кло-
нов даёт значительное количество агрегиро-
ванного белка.

Поскольку эффективность монотел и дру-
гих неиммуноглобулиновых скаффолдов зача-
стую уступает антителам, то, в частности, воз-
никают идеи улучшения монотел при помощи 
кросс-сшивок, включая дисульфиды [70].

Не каждый скаффолд выдерживает мута-
ции вариабельной части, это часто приводит 
к дестабилизации всей белковой структуры, а 
неуниверсальность гетерологической экспрес-
сии указывает на сильную ограниченность 
потенциала самого этого скаффолда в целом. 
С другой стороны, есть и свежие примеры ча-
стичных успехов, например, авимерный А-до-
мен из 35 а.о. с 12 консервативными а.о. и ше-
стью дисульфидами, несмотря на столь малый 
размер, продуцируется в E. coli, а нужные S-S 
связи образуются на воздухе, что даёт продукт 
размером около 4 кДа с отличной стабильно-
стью при высокой температуре.

Возможно сильно изменить специфич-
ность высокоаффинного природного связыва-
ющего белка, что ярко демонстрирует пример 
авидина, превращённого в стероид-связываю-
щий белок [71], и дальнейшее развитие так на-
зываемых антидинов [72].

Очевидным, универсальным, но далеко 
не всегда успешным подходом следует счи-

тать графтинг. Есть много успешных приме-
ров возможности использовать связывающие 
петли хороших антител для пересадки в по-
чти любой белок, например, в зелёный флуо-
ресцентный белок, с образованием нового 
аффинного инструмента, способного к свя-
зыванию мишени  [73,  74]. Эти подходы пред-
сказуемо выливаются в новые интересные, но 
не терапевтические направления, используе-
мые, например, для создания флуоресцент-
ных сенсоров важных для онкогенеза белков, 
таких как MDM2 [75]. Замечательно, что граф-
тинг нередко позволяет купировать проблемы 
снижения стабильности после отбора: напри-
мер, направленная эволюция для связывания 
с терапевтической мишенью VEGFR2 привела 
к потерям в термостабильности и неконтроли-
руемой олигомеризации, а пересадка петель в 
скаффолд монотела FN3Con с особо высокой 
стабильностью (конструкция FN3Con-анти-
VEGFR2) способна сохранять активность по-
сле 2 лет хранения при 36 °C [51].

Проблемы фармакодинамики и фармако-
кинетики синтетических связывающих белков. 
Надо отметить, что все описанные здесь малые 
ССБ легко выводятся через почки, поэтому 
для увеличения времени циркуляции исполь-
зуют стандартные подходы увеличения общей 
молекулярной массы типа ПЭГилирования, 
а  также введение альбумин-связывающего 
домена [76]. Хорошо известна и проблема, ти-
пичная для большинства биопрепаратов – из-
быточное накопление в печени. А вот самое 
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важное  – накопление в опухоли и удержание 
адресных терапевтических препаратов в ней  – 
зависит от сложного взаимодействия таких 
факторов, как сродство к мишени, молекуляр-
ная масса, период полураспада, склонность к 
экстравазации и другие, причём и дарпины за-
частую оказываются слишком велики по раз-
меру и плохо проникают даже вглубь сферои-
дов в культуре [77].

С другой стороны, важно, что для диагно-
стики полезны метки с более быстрым выведе-
нием из нецелевых тканей. Такие метки позво-
лили бы более корректно оценивать сигналы 
из органов и тканей, что было бы более удобно 
для пациентов и позволило бы ускорить начало 
противоопухолевой терапии. Для этого важно 
использовать небольшие белки, которые могут 
быть визуализированы в тканях-мишенях в те-
чение 4 ч после введения.

НОВЫЕ ПОДХОДЫ 
К УСОВЕРШЕНСТВОВАНИЮ 

СИНТЕТИЧЕСКИХ СВЯЗЫВАЮЩИХ 
БЕЛКОВ ДЛЯ ПРИМЕНЕНИЙ 

В ОНКОЛОГИИ

Конъюгирование и химеризация. ССБ на 
основе альтернативных скаффолдов являются 
чрезвычайно привлекательными модулями для 
создания поливалентных аффинных инстру-
ментов (обзор Sachdev et al.  [78]) – существу-
ет несколько примеров удачной конъюгации 
ССБ с низкомолекулярными препаратами, ток-
синами. Для конъюгатов ССБ с липосомами и 
наночастицами можно рекомендовать отлич-
ный обзор Шипуновой и Деева  [79], в каче-
стве примера особо отметив работу, в которой 
показано, что однослойные липосомы (диа-
метром 80–90 нм), содержащие цитохром  c, 
флуоресцентный mCherry и высокотоксич-
ный экзотоксин  A синегнойной палочки с 
дарпином против HER2, специфически окра-
шивают и уничтожают HER2+ клетки  [80]. 
Но, несмотря на успех трастузумаба при раке 
молочной железы, специфические антитела, 
как правило, не оказывают влияния на солид-
ные опухоли, поэтому столь важны разработки 
конъюгатов типа белок-лекарственное сред-
ство. Это важно в случае цитотоксических 
препаратов, которые могут денатурировать 
белковые структуры, поскольку для устойчи-
вости к агрегации малые белки нуждаются в 
контролируемой конъюгации. Эта важная осо-
бенность имеет решающее значение, посколь-
ку большинство цитотоксических препаратов 
гидрофобны и могут вызывать неконтроли-

руемую агрегацию антител и других белков 
для конъюгации.

Аффитоксин (успешно продуцируется в 
E. сoli), состоящий из укороченного дифтерий-
ного токсина и аффитела против HER3  [81] 
и соединённый также с цитотоксическим ин-
гибитором полимеризации тубулина DM1, 
проявлял сильное цитотоксическое действие 
на клетки карциномы поджелудочной желе-
зы BxPC-3 (IC50 = 7 нМ)  [76]. Как большое 
достоинство, выше упоминалось отсутствие 
остатков цистеина в его монотелах, но это 
также позволяет вставить один уникальный 
совместимый с конъюгацией остаток цистеи-
на для нагрузки низкомолекулярными лекар-
ствами [82].

Очень ценна работа, в которой было прове-
дено сравнение разных видов дарпина против 
EGFR: моно- и двухвалентный дарпин, конъю-
гат с Fc, с антителом и с монометилауриста-
тином E в качестве токсина. Такие конъюгаты 
обладают субнаномолярной цитотоксичностью 
в отношении клеток A431 (плоскоклеточная 
карцинома лёгких человека) [83].

Внеклеточная доставка синтетических свя-
зывающих белков для диагностики, терано-
стики и терапии онкологических заболеваний. 
В борьбе с опухолевыми клетками на первое 
место встаёт связывание ССБ с поверхност-
ными маркерами для диагностики опухолевого 
роста, классической терапии и тераностики. 
Радиоизотопный имиджинг хорошо освещён 
в специальных обзорах антител и скаффолдов 
неиммуноглобулиновой природы  [84,  85], с 
более широким охватом специфических мо-
лекулярных инструментов – в работах Klont 
et al. и Mayoral-Peña et al. [86, 87], с прицелом 
на тераностику опухолей – в работах Шипу-
новой и соавт., Шиловой и соавт. [79, 88]. 
Особо отметим ценную и очень редкую срав-
нительную работу, в которой для магнитных 
флуоресцентных наночастиц, направленных 
против HER2, сравнены между собой полно-
размерные IgG, дарпин и аффитело. Оказа-
лось, что аффитело наиболее эффективно с 
точки зрения специфичности и селективности 
при мечении раковых клеток с помощью нано-
частиц [89].

VEGF и VEGFR2. Среди основных моле-
кулярных мишеней, используемых в настоя-
щее время для разработки диагностических и 
терапевтических средств, прежде всего следует 
упомянуть антиангиогенные средства, напри-
мер, репетело, нацеленное на VEGF [29] (хотя, 
строго говоря, VEGF, будучи секретируемым 
белком, не является сам по себе опухолевым 
маркером). Рецептор VEGF служит ещё  более 
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хорошей мишенью, например, монотело 
CT-322 против VEGFR2  [90] успешно прошло 
первую фазу клинических испытаний у паци-
ентов с раком поджелудочной железы [51].

HER2 – архетипичный маркер для зна-
чительного количества раков молочной же-
лезы, который благодаря успеху трастузумаба 
привлекает повышенное внимание для раз-
работки аналогов на основе ССБ (часть работ 
упомянута выше). Например, применяются 
токсичные дарпины против HER2, конъюги-
рованные с золотыми мини-наностержнями; 
такой конъюгат избирательно накапливается 
в HER2+ ксенотрансплантатных опухолях у 
мышей, что способствует сильному уменьше-
нию опухоли после фотодинамической тера-
пии [80]. Молекулы аффитела, меченные 68Ga, 
позволяют точно и специфично измерять экс-
прессию HER2 в метастазах рака молочной 
железы при ПЭТ-имиджинге [91].

EGFR. Практическое терапевтическое при-
менение в тераностике имеют радиомеченные 
аффитела  [92]. Успех такого тераностического 
подхода подкреплён примером affiFAP, кото-
рый состоит из аффитела против EGFR и бел-
ка, активирующего флуороген. Этот компакт-
ный аффинный реагент может активировать 
флуоресценцию при связывании, позволяя 
визуализировать опухоль с низким уровнем 
неспецифического окрашивания тканей  [93]. 
Центирины (происходящие из домена тенас-
цина, 10 кДа) и репетела хорошо себя показали 
в виде конъюгатов с красителем при интраопе-
рационной флуоресцентной диагностике опу-
холей со сверхэкспрессией EGFR  [94]. Также 
отметим отличную работу Mączyńska et al. по 
терапевтическим аффителам, где для фотоди-
намической терапии аффитело против EGFR 
конъюгировали с IR700. АФК при ИР-облуче-
нии способствовали иммуногенной клеточной 
смерти (ИКС) с последующим созреванием 
дендритных клеток, а терапевтический ответ 
in vivo наблюдался в опухолях головного мозга 
вскоре после облучения [95].

Экспонированный на поверхности калре-
тикулин (экто-CRT) играет решающую роль в 
фагоцитарном поглощении апоптотических 
клеток во время иммунотерапии. Два пептида, 
KLGFFKR из интегрина-α и GQPMYGQPMY 
из Hep-I, специфически связывают экто-CRT 
при индукции ИКС. Монотела с графтингом 
обеих указанных последовательностей пока-
зали хорошее связывание с экто-CRT, эффек-
тивно обнаруживая преапоптотические клетки 
при обработке доксорубицином, но не гемци-
табином, который не индуцирует ИКС. Более 
того, используя CRT-специфические моноте-

ла, можно обнаружить индукцию экто-CRT в 
раковых клетках в ответ на воздействие лекар-
ственных препаратов [66].

Путём скрининга комбинаторных библио-
тек кноттинов с помощью фагового дисплея 
обнаружены EDB-специфические ССБ, спо-
собные в пикомолярном диапазоне окраши-
вать EDB+ клетки (то есть содержащие опу-
холь-специфичный домен фибронектина) в 
срезах тканей, полученных из ксенотранс-
плантатов человеческой глиобластомы U-87 
MG у мышей [96].

Синергизм, наблюдаемый при использова-
нии двух и более ССБ  [97], хорошо иллюстри-
рован примером аффитоксина, состоящего из 
укороченной формы дифтерийного токсина и 
HER3-связывающего домена аффитела  [81], 
а также похожим примером с двумя дарпина-
ми  [98, 99]. Конъюгаты экзотоксина  А сине-
гнойной палочки и барназы с дарпинами были 
применены в модели мышей с карциномой мо-
лочной железы: здесь монотерапия анти-HER2 
или анти-EpCAM оказалась неэффективной, 
в отличие от одновременного действия про-
тив HER2 и EpCAM  [99]. Похожие примеры 
сильного усиления действия ССБ на опухо-
левые клетки можно найти и в других рабо-
тах [100, 101].

Онколитические вирусы (ОВ). Очевидным 
применением для ССБ может быть нацели-
вание ОВ. Ясно, что СCБ с гораздо большей 
лёгкостью, чем антитело, можно ввести в по-
верхность капсида ОВ. В самом деле, опубли-
кованные результаты оптимистичны, напри-
мер, получен вакцинный вирус кори MeV, в 
котором вирусный белок адгезии слит с дар-
пином против EGFR таким образом, чтобы 
при связывании происходила активация опу-
холевыми матриксными металлопротеазами. 
Такой ОВ с двойной мишенью реплициро-
вался в опухолевых клетках EGFR+/MMP+, но 
был безопасен для здоровых клеток (EGFR+ 
кератиноциты человека). Такой вирус уничто-
жал клетки глиобластомы и другие опухолевые 
клетки  [102]. Аналогично были использованы 
и кноттины, например, CKP (связывающий 
интегрины αvβ3, αvβ5 и α5β1 с наномолярной 
аффинностью). В данном случае ОВ, называе-
мый MV-CKPint, инфицировал клетки глио-
бластомы человека, реплицировался в них и 
затем убивал эти клетки, а также клетки медул-
лобластомы, диффузной внутренней глиомы 
моста и меланомы in  vitro. При внутривенной 
доставке такой вирус лучше достигал клеток 
глиобластомы, вызывая цитопатические эф-
фекты, сходные с таковыми при внутриопухо-
левой инъекции вируса [103].
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Доставку репликативно-дефицитных виру-
сов типа аденоассоциированных вирусов (ААВ) 
для векторной генетической терапии рака так-
же можно успешно усилить ССБ, например, 
путём экспонирования HER2-специфического 
дарпина на поверхности AAV [104].

Клеточная терапия. Аналогично ССБ мо-
гут быть применены и для усиления клеточ-
ной противоопухолевой терапии, например, в 
методе CAR-T  [105]. Здесь отдельно надо от-
метить недавний успех большого коллектива 
преимущественно российских авторов, улуч-
шивших CAR-T за счёт высокой аффинности 
пары «бактериальный токсин–антитоксин» 
барназа–барстар, где для направления CAR-
Т-клеток к солидным опухолям и для уничто-
жения карциномы HER2+ in vivo использовали 
конъюгаты дарпин–барназа [106].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СИНТЕТИЧЕСКИХ 
СВЯЗЫВАЮЩИХ БЕЛКОВ ПРОТИВ 

ВНУТРИКЛЕТОЧНЫХ ОНКОМИШЕНЕЙ

Ингибиторы взаимодействий с MDM2. Про-
дукт гена Тр53 является одним из важнейших 
онкосупрессоров человека, подавляющим бес-
контрольное деление раковых клеток  [107]. 
В опухолях р53 часто мутирован или разруша-
ется на белковом уровне за счёт действия убик-
витинлигазы MDM2, которая, в свою очередь, 
также подвергается посттрансляционным из-
менениям  [108]. Несмотря на тот факт, что 
был синтезирован целый ряд низкомолекуляр-
ных ингибиторов взаимодействия между р53 
и MDM2  [109,  110], ни одно из клинических 
испытаний этих ингибиторов не увенчалось 
успехом. Было также создано достаточно мно-
го аффинных инструментов, например, моно-
тела против N-концевого домена MDM2/X и 
против α-спирали, присутствующей в N-кон-
цевом трансактивационном домене p53  [111], 
которые показали хорошую активность in vitro, 
но не оправдали надежд на аналогичный эф-
фект в клинических испытаниях.

Атака на KRAS. GTPазы семейства Ras, в 
особенности KRAS, часто мутированы во мно-
гих раках. В частности, KRAS-клетки протоко-
вой аденокарциномы поджелудочной железы в 
более чем половине случаев содержат мутации 
G12D, G12C, G12R или G12V. Эти ферменты 
содержат карман, который способен связы-
вать GTP и GDP с пикомолярным сродством, 
запуская внутриклеточные сигнальные пути, 
которые усиливают пролиферацию клеток. 
Поскольку GTP и GDP присутствуют в клетке 
в миллимолярных концентрациях, то любая 

конкуренция со стороны экзогенных низко-
молекулярных ингибиторов чрезвычайно за-
труднена. Остальная часть поверхности белка 
Ras относительно плоская и, следовательно, 
не имеет карманов, подходящих для высоко-
аффинного взаимодействия с малыми моле-
кулами.

Было обнаружено, что монотело NS1 алло-
стерически ингибирует RAS-опосредованную 
сигнализацию. Удивительно, но NS1 связы-
вается с поверхностью, отличающейся от 
таковых для других эффекторных молекул, 
связывающихся с RAS. NS1 делает это таким 
образом, что взаимодействие между RAS и 
киназой Raf не нарушается, но ингибирует 
димеризацию RAS, что далее ингибирует диме-
ризацию уже Raf, что в конечном итоге при-
водит к ингибированию Ras-опосредованной 
сигнализации в целом [112]. Монотела против 
мутанта KRAS G12V впервые описаны под 
названием «RasIns» (или интратела). Эти мо-
нотела селективны для активного состояния 
Ras. В то же время эти фибронектины связы-
вают как H-, так и K-Ras-GTP мутанты  [67]. 
В случае этого монотела продукция в E. coli 
была успешной. Недавние успехи в разработке 
монотел против мутантов KRAS довольно зна-
чительны, например, монотело 12VC1 (рис. 3) 
распознаёт активное состояние KRAS с мута-
циями G12V и G12C [113]; монотело R15 реа-
гирует со всеми изоформами апо-Ras (то есть 
в свободной от GTP или GDP конформации), 
но in vivo лучше всего работает против KRAS 
(G15C) [114]; интересны также перспективы 
ещё одного пан-Ras монотела JAM20, реагирую-
щего с Ras вне зависимости от их связывания с 
GTP/GDP [115].

Дарпин K27 связывается преимуществен-
но с неактивной формой Ras-GDP с Кд = 4 нМ. 
Внутриклеточная экспрессия K27 значительно 
снижает активность Ras, ингибирует нисходя-
щую сигнализацию, в частности, уровень фос-
форилированного ERK, и замедляет рост в 
мягком агаре клеток HCT116  [116]. Дарпины, 
которые специфически ингибируют изоформу 
KRAS путём связывания с аллостерическим 
сайтом, охватывающим область вокруг специ-
фического для KRAS остатка гистидина-95, 
специфически ингибируют взаимодействие 
KRAS/эффектора и зависимые сигнальные 
пути в раковых клетках [117].

Ras-Связывающие минипротеины связы-
ваются с эффекторным доменом Ras в виде 
димеров, а точечный мутант Ras стабилизи-
руют в открытой конформации, захваченной 
этими минибелками. Такой минипротеин aPP 
содержит N-концевую полипролиновую спи-
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Рис. 3. Аминокислотные последовательности некоторых ССБ, выравненные со своими предшественниками. Серым 
выделены идентичные а.о. Уникальные остатки тирозина и триптофана в ССБ выделены жирным шрифтом. а – Аф-
фитела: выравнивание последовательности аффитела против HER2 с участком последовательности белка А S. aureus; 
б  –  дарпины: выравнивание дарпина типа loopdarpin с участком последовательности анкирина человека (ANK2); 
в – выравнивание монотел (NS1 против Ras и 12VC1 против KRAS c мутацией G12V) с участком последовательности 
фибронектина человека (FN)

раль типа  II, соединённую короткой петлёй с 
C-концевой α-спиралью, которую он стабили-
зирует за счёт гидрофобных взаимодействий. 
Он успешно экспрессируется в E. coli [118].

Созданы также конформационно-селек-
тивные ССБ для мутантного KRAS на основе 
репетела, которые эффективно блокируют 
взаимодействие между активным KRAS и 
RAS-связывающим доменом BRAF, подавляя 
KRAS-опосредованную передачу сигнала [119].

Идея принудительной деградации внутрикле-
точных мишеней связующими элементами ока-
залась весьма плодотворной. Например, моно-
тела могут быть использованы для деградации 
белковой мишени путём селективной достав-
ки сигнала деградации к эндогенному белку 
внутри клетки при конъюгации или слиянии 
с E3-убиквитинлигазами (схема показана на 
рис.  4). Наиболее популярными лигазами яв-
ляются MDM2 или онкопротеин-супрессор 
VHL (Von-Hippel-Lindau), однако возможно-
сти для разработок гораздо шире, поскольку 
в клетке человека имеется около 600 различ-
ных E3-лигаз. Кажется, что среди всех ССБ 
оптимальным является использование имен-
но слитых с Е3-лигазами монотел  [120,  121]. 
Проблема доставки может быть решена мно-
гими способами. В качестве примера можно 
упомянуть химерный бактериальный токсин, 
состоящий из субъединицы гомолога шигаток-
сина B (Stx2B) и транслокационного домена 
экзотоксина A (ETA-II) P. aeruginosa, слитого с 
VHL и монотелом против эндогенных тирози-
новых киназ [120].

Синтетические связывающие белки в каче-
стве трансгенов онколитических вирусов. Экс-
прессия трансгена липокалина-2 может зна-
чительно усилить действие онколитических 

аденовирусов в некоторых моделях опухолей, 
таких как аденокарцинома поджелудочной же-
лезы и клеточные линии колоректального 
рака [59, 60]. Очевидно, что ОВ следует воору-
жать последовательностями, которые коди-
руют белки слияния MDM2, VHL или другие 
убиквитинлигазы с монотелами против мутан-
тов KRAS и других онкомишеней.

Рис. 4. Разрушение внутриклеточных мишеней при по-
мощи слитых с Е3-убиквитинлигазами ССБ. После свя-
зывания ССБ со своей мишенью активность убиквитин-
лигаз способствует полиубиквитинилированию мишени 
с последующим разрушением протеасомой. Использован 
ресурс biorender.com
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НОВЫЕ ПЕРСПЕКТИВЫ РАЗВИТИЯ 
СИНТЕТИЧЕСКИХ СВЯЗЫВАЮЩИХ 

БЕЛКОВ ДЛЯ ПРИМЕНЕНИЯ В ЛЕЧЕНИИ 
ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

Модульный подход в разработках ССБ 
чрезвычайно продуктивен. В случае мини-
протеинов возможен твердофазный пептид-
ный синтез, а значит, и чрезвычайно широкий 
спектр модификаций, включая новые кросс-
сшивки, структура которых может играть осо-
бую роль. Чрезвычайно успешным примером 
является димеризация кноттина (33-амино-
кислотный полипептид из ингибитора трип-
сина Ecballium elaterium, который связывается 
с интегринами αvβ3, αvβ5 и α5β1)  [122]: его 
димер помогает увеличить чувствительность 
клеток рака поджелудочной железы к гемци-
табину.

Лигирование белков к настоящему мо-
менту весьма многообразно, и лучше всего 
обратиться к обзору, в котором обсуждаются 
достоинства и недостатки различных подхо-
дов: взаимодействие докерин-кохезин, система 
специфической трансглутаминазной реакции 
SpyTag-SpyCatcher, опосредованное сортита-
зой лигирование и другие методы [123], обра-
зование альдегидных групп на поверхности 
белка ферментом, генерирующим формилгли-
цин [124]. Но важно заметить, что использова-
ние кросс-сшивок следует расширять в связи, 
например, с открытием существования ли-
зин-цистеиновых мостиков, чувствительных к 
окислительно-восстановительному потенциа-
лу (мостики NOS и сера-кислород-азот-кисло-
род-сера (SONOS)) [125]

Каталитические синтетические связываю-
щие белки. Здесь следует вспомнить катали-
тические антитела, особенно с протеазной 
активностью – они могли бы не только свя-
зывать, но и разрушать свои мишени вне за-
висимости от протеасомы. Более того, такие 
ССБ должны бы быть чрезвычайно сайт-специ-
фичными, индивидуальными и, таким обра-
зом, превосходить любые обычные протеазы. 
До  сих пор успехи в разработке протеолити-
ческих антител были довольно скромными, 
поскольку в энзиматическом смысле катали-
тические антитела демонстрируют хорошую 
Km, но довольно слабую Vmax. Однако следует 
отметить, что эта ситуация может быть улуч-
шена в будущем, и лучшими кандидатами 
представляются скорее не антитела, а неимму-
ноглобулиновые ССБ, поскольку некоторые из 
них не обладают вышеупомянутой жёсткостью 
скаффолда. Это направление в целом продол-
жает развиваться и на нанотелах, например, 

с использованием L-аспарагиназы – амидо-
гидролазы, которая успешно используется для 
лечения острого лимфобластного лейкоза уже 
более 50  лет. В данном случае полная замена 
скаффолда позволила минимизировать L-ас-
парагиназу, которая успешно воздействует на 
клетки, экспрессирующие CD19 [126].

Неканонические аминокислотные остатки 
в синтетических связывающих белках. Совер-
шенно очевидно, что вариабельность связы-
вающих карманов в иммуноглобулинах или 
альтернативных ССБ находится на грани пре-
дела из-за химических ограничений, хотя в 
модельной системе квазиспецифическое свя-
зывание может быть достигнуто и с помощью 
четвертичного  [127,  128] или даже бинарного 
кода в участках, определяющих комплемен-
тарность (complementarity-determining regions, 
CDR) антител, например, всего с двумя ами-
нокислотными остатками, а именно тирози-
ном и серином типа YXS [129]. Надо отметить 
высокое содержание тирозина (на рис. 3 это 
видно для аффитела и монотела, но не дар-
пина) во многих из этих связывающих после-
довательностей  [127], способствующих высо-
кой аффинности, но разумно предположить, 
что появление олиготирозиновых участков 
может снизить специфичность антитела или 
ССБ к своей мишени. Также замечено, что 
неспецифические аутореактивные антитела 
богаты остатками аргинина и лизина [128], 
а для рН-чувствительных антител характер-
но обогащение остатками гистидина [130]. 
Очевидно из общих соображений и показа-
но экспериментально, что 20-аминокислотные 
библиотеки намного превосходят 4-амино-
кислотные  [131], соответственно, дальнейшее 
увеличение разнообразия также должно спо-
собствовать улучшению свойств ССБ, и мож-
но задаться вопросом о том, как долго следует 
ограничиваться стандартным генетическим 
кодом со скудным набором всего лишь из 20 
основных аминокислот? Безусловно, следует 
воспользоваться новыми захватывающими воз-
можностями, которые стали доступны благода-
ря недавнему прогрессу в рибосомном синтезе 
белка с неканоническими остатками. Химиче-
ская (в том числе катализируемая фермента-
ми) модификация карманов связывания также 
возможна, но она обычно проблематична с 
точки зрения желаемого (близкого к 100%) вы-
хода и специфичности. Логично использовать 
расширенный диапазон химической функцио-
нальности – неканонические аминокислоты 
вблизи CDR, где их встраивание достаточно 
хорошо переносится: недавно было показано, 
что существует возможность интеграции дрож-
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жевого скрининга и неканонических амино-
кислот при поиске белков с «химически рас-
ширенными» функциями [124].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В макроскопическом мире весьма трудно 
создать, например, специфические крючки 
для каждого отдельного вида рыб, варьируя 
их конструкцию в соответствии с особенно-
стями ротовой полости. Тем более удивитель-
но, насколько грандиозны успехи в создании 
всевозможных аффинных реагентов как на 
основе удачных изобретений природы, так и 
на основе различных подходов, смело пред-
принятых человеком и открывающих прин-
ципиально новые технологии. Также оче-
видна и важность продолжения изучения 
таких давно известных белков, как иммуно-
глобулины. Это наглядно показало недавнее 
открытие необычной структуры в CDR бычь-
его иммуноглобулина  [132]  – грибоподоб-
ного удлинения, что может быть полезно и 
для разработки ССБ на основе неиммуно-
глобулиновых скаффолдов путём внедрения 
ультрадлинных петель по аналогии с давней 

попыткой разработки так называемых луп-
дарпинов [133].
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Extensive application of technologies like phage display in screening peptide and protein combinatorial 
libraries has not only facilitated creation of new recombinant antibodies but has also significantly enriched 
repertoire of the protein binders that have polypeptide scaffolds without homology to immunoglobulins. 
These innovative synthetic binding protein (SBP) platforms have grown in number and now encompass 
monobodies/adnectins, DARPins, lipocalins/anticalins, and a variety of miniproteins such as affibodies 
and knottins, among others. They serve as versatile modules for developing complex affinity tools that hold 
promise in both diagnostic and therapeutic settings. An optimal scaffold typically has low molecular weight, 
minimal immunogenicity, and demonstrates resistance against various challenging conditions, including 
proteolysis – making it potentially suitable for peroral administration. Retaining functionality under reduc-
ing intracellular milieu is also advantageous. However, paramount to its functionality is the scaffold’s ability 
to tolerate mutations across numerous positions, allowing for the formation of a sufficiently large target 
binding region. This is achieved through the library construction, screening, and subsequent expression 
in an appropriate system. Scaffolds that exhibit high thermodynamic stability are especially coveted by 
the developers of new SBPs. These are steadily making their way into clinical settings, notably as antagonists 
of oncoproteins in signaling pathways. This review surveys the diverse landscape of SBPs, placing particular 
emphasis on the inhibitors targeting the oncoprotein KRAS, and highlights groundbreaking opportunities 
for SBPs in oncology.

Keywords: monobodies, adnectins, lipocalins, affibodies, DARPins, alternative scaffolds
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Использование белков-носителей, индуцирующих эффективный и долгосрочный иммунный ответ 
на слабые антигены, стало настоящим прорывом в вакцинопрофилактике, сделавшим её доступ-
ной для более широкого круга пациентов и позволившим получить надёжные препараты про-
тив множества возбудителей. В настоящее время продолжаются исследования как по выявлению 
новых пептидов, белков и их комплексов, потенциально пригодных для использования в качестве 
носителей, так и по разработке новых методов выделения, очистки и конъюгации уже известных 
и хорошо себя зарекомендовавших белков. Использование рекомбинантных белков имеет ряд пре-
имуществ перед выделением из природных источников: более простое культивирование организ-
ма-хозяина, возможность модификации генетической конструкции, использование многочислен-
ных вариантов промоторов, сигнальных последовательностей и прочих регуляторных элементов. 
Данный обзор посвящён способам получения как «традиционных», так и новых рекомбинант-
ных белков и их производных, используемых или потенциально пригодных для использования 
в качестве белков-носителей конъюгированных вакцин.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гетерологичная экспрессия рекомбинантных белков, конъюгированные вакцины, 
белки-носители.

DOI: 10.31857/S0320972523090051, EDN: WTMAUF

Принятые сокращения: DT  – дифтерийный токсин; CRM197  – нетоксичный мутант дифтерийного токсина; 
GMMA  – модули мембранных антигенов; Hib  – Haemophilus influenza типа  b; OMPC  – комплекс белков внешней 
мембраны; OMV  – везикулы внешней мембраны; PD  – белок  D Haemophilus influenza; TT  – столбнячный токсин; 
VLP – вирусоподобные частицы.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

При разработке современных вакцин для 
обеспечения сильного и длительного иммун-
ного ответа при минимальном количестве 
побочных эффектов из массы отдельных анти-
генов инфекционных микроорганизмов от-
бирают те, которые обладают наибольшим 
протективным действием. Однако подобная 
процедура может привести к значительному 
снижению иммуногенности, поскольку наи-
более доступные для взаимодействия с клет-
ками иммунной системы молекулы зачастую 
сами по себе являются слабыми иммуно-
генами. Использование белков-носителей и 

их производных в составе конъюгированных 
вакцин позволяет, с одной стороны, сохра-
нить узкую, наиболее характерную антиген-
ную специфичность патогена, а с другой сто-
роны – обеспечивает достаточную иммуноген-
ность для выработки сильного протективного 
иммунитета.

При производстве конъюгированных вак-
цин важным фактором является возможность 
широкомасштабного производства как анти-
генов, так и носителей. Следует отметить, что 
большинство используемых или потенциаль-
ных носителей удобнее получать с помощью 
генноинженерных технологий в виде реком-
бинантных белков и производных, поскольку 
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системы гетерологичной экспрессии позво-
ляют получать большие или сопоставимые с 
природными продуцентами количества целе-
вого продукта в нетоксичной форме из мало-
патогенных организмов, культивирование ко-
торых обходится дешевле. Так, в состав многих 
существующих вакцин входят химически ин-
активированные природные токсины (анаток-
сины). Их использование сопряжено с рядом 
неудобств, таких как необходимость культиви-
рования опасных микроорганизмов, очистка 
и обработка полученных токсичных белков 
формальдегидом, опасность их недостаточной 
инактивации и денатурации, а также потен-
циальная гетерогенность партий и возмож-
ность нежелательных побочных модификаций. 
Получение мутантных нетоксичных произ-
водных, сохранивших антигенные эпитопы, 
но лишённых ферментативной активности, 
позволяет как избежать вышеперечисленных 
затруднений, так и организовать производство 
белков в менее опасных и более простых для 
культивирования микроорганизмах, что зна-
чительно снижает стоимость конечной про-
дукции. Изменение белкового и липидного 
составов мембранных везикул для уменьшения 
их токсичности и повышения иммуногенности 
требует вмешательства в геном клеток-про-
дуцентов, что также позволяет отнести такие 
носители к рекомбинантным. Не меньшего 
количества манипуляций требует и создание 
продуцентов биоконъюгатных вакцин, когда 
конъюгация носителя с антигеном осущест-
вляется с помощью ферментативных реакций 
внутри клетки-хозяина, что также позволяет 
снизить стоимость производства конечного 
продукта. Таким образом, гетерологичная экс-
прессия является мощным инструментом, ис-
пользование которого даёт возможность нара-
батывать большие объёмы продукта быстрее, 
безопаснее и дешевле. Несмотря на значи-
тельное количество обзоров, посвящённых 
свойствам и многообразию существующих и 
разрабатываемых носителей, в них редко за-
трагиваются вопросы экспрессии рассматри-
ваемых белков, в том числе в гетерологичных 
системах. При этом многие рассматриваемые 
белки являются довольно сложными объек-
тами для гетерологичной экспрессии из-за 
сложностей с фолдингом, необходимости пост -
трансляционного процессинга, токсичности 
и цитотоксичности. Настоящий обзор при-
зван дать представление о разнообразии при-
ёмов, используемых при гетерологичной экс-
прессии белков и их производных, исполь-
зуемых в качестве носителей конъюгирован-
ных вакцин.

ПРИНЦИП ДЕЙСТВИЯ 
КОНЪЮГИРОВАННЫХ ВАКЦИН

Внешняя оболочка многих инфекцион-
ных агентов, таких как Haemophilus influenzae, 
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis 
и другие, покрыта полисахаридной капсу-
лой, которая способствует их выживанию в 
кровотоке, придавая устойчивость к опосре-
дованному комплементом уничтожению и 
фагоцитозу  [1, 2]. Зачастую составляющие её 
полисахариды являются единственными по-
верхностными антигенами, непосредственно 
доступными для взаимодействия рецепторам 
клеток адаптивного иммунитета [3], что делает 
привлекательным их использование в каче-
стве вакцин  [4–6]. Однако полисахариды, за 
исключением цвиттер-ионных, обладают сла-
быми антигенными свойствами [6, 7].

Повторяющиеся звенья полисахаридных 
молекул напрямую взаимодействуют с рецеп-
торами В-лимфоцитов, запуская процесс их 
дифференцировки в плазматические клетки. 
Активированные В-клетки синтезируют IgM – 
пентамерные антитела, обладающие большой 
авидностью, но низкой аффинностью. Таким 
образом, иммунный ответ на полисахариды 
идёт по Т-независимому пути, который не по-
зволяет запускать механизм созревания В-кле-
ток, сопровождающийся увеличением аффин-
ности вырабатываемых антител. Кроме того, 
у детей первого года жизни данный механизм 
не сформирован, что делает невозможной вак-
цинопрофилактику полисахаридными вакци-
нами. Описанные ограничения можно пре-
одолеть путём ковалентного присоединения 
полисахаридных антигенов к белкам, которые 
способны привлекать Т-лимфоциты и активи-
ровать Т-зависимый путь. В гликоконъюгиро-
ванных вакцинах полисахаридная часть отве-
чает за привлечение специфических В-клеток, 
а белок-носитель предоставляет эпитопы для 
CD4+ Т-хелперов, способных запускать меха-
низм созревания В-клеток, а также способ-
ствует переключению изотипов синтезируе-
мых антител с IgM на IgG [6, 8].

Полисахаридная часть гликопротеина свя-
зывается с рецепторами В-клеток, а после ин-
тернализации антигена антиген-презентирую-
щими клетками белковая часть подвергается 
процессингу, в результате которого пептиды 
презентируются в составе главного комплек-
са гистосовместимости (МНС  II) хелперным 
Т-лимфоцитам. С помощью Т-лимфоцитов за-
пускается процесс пролиферации и диффе-
ренциации В-клеток в плазматические клетки, 
синтезирующие большое количество высоко-
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аффинных  IgG, а также в клетки иммуноло-
гической памяти. Последние при повторном 
появлении антигена способны быстро проли-
ферировать и дифференцироваться в плазма-
тические клетки, обеспечивающие высокий 
титр специфических антител. Кроме того, опи-
сан и второй механизм иммунного ответа на 
гликоконъюгаты  – процессированный глико-
пептид удерживается на MHC  II за пептид-
ную часть, а его углеводная составляющая 
экспонируется и узнаётся рецепторами угле-
водоспецифических клонов Т-лимфоцитов, 
также способных к стимуляции В-клеток. Оба 
этих механизма запускают функционирующий 
с рождения Т-зависимый иммунный ответ, что 
позволяет осуществлять вакцинацию детей 
с самого раннего возраста  [6, 8]. Таким обра-
зом, использование конъюгированных вакцин 
может значительно повысить эффективность 
и безопасность вакцинопрофилактики.

НОСИТЕЛИ 
«ТРАДИЦИОННЫЕ» И НОВЫЕ

Белки-носители должны соответствовать 
ряду требований, таких как безопасность для 
пациента, стабильность при хранении, способ-
ность вступать в реакции конъюгации, высо-
кая иммуногенность конъюгата и возможность 
широкомасштабного производства. Токсичность 
белков-носителей устраняют химическим или 
генноинженерным способами. Кандидатный 
белок должен обладать достаточным количе-
ством аминокислотных остатков с экспони-
рованными боковыми цепями, способными 
вступать в реакции конъюгации с полисахари-
дом, обладать хорошей растворимостью в ис-
пользуемых буферах и быть стабильным в 
растворах с высокой концентрацией белка и 
полисахарида. Также немаловажными факто-
рами являются стоимость культивирования и 
очистки. Данные процессы должны обладать 
высоким выходом и хорошей воспроизводи-
мостью, соответствовать стандартам GMP, а 
конечный продукт – обладать высокой чисто-
той и быть стабильным при хранении [8].

Наиболее распространённые белки, на ос-
нове которых созданы используемые в настоя-
щее время лицензированные вакцины, полу-
чили условное название «традиционные носи-
тели». Это пять препаратов: химически инак-
тивированные столбнячный и дифтерийный 
токсины (TT и  DT соответственно)  [9, 10], не-
токсичный мутант дифтерийного токсина 
CRM197  [11, 12], D-белок Haemophilus influen-
zae (PD или HiD) [13], а также комплексы бел-

ков внешней мембраны Neisseria meningitidis 
серогруппы B (outer membrane protein complex, 
OMPC) [14, 15]. Известные специфические анти-
гены для данных носителей – преимуществен-
но капсульные полисахариды пневмококков, 
менингококков и H. influenzae типа b (Hib) [16]. 
Для создания конъюгатов с новыми антиге-
нами производители вакцин в подавляющем 
большинстве случаев используют эти «тради-
ционные» носители. Такой подход ограничен 
непредсказуемым изменением иммуногенно-
сти прототипов вакцин с одинаковым белком 
и полисахаридами разных типов [17, 18]. Были 
описаны случаи как усиления иммунного от-
вета при введении различных полисахарид-
ных антигенов с одинаковым белком-носите-
лем, так и его снижения по причине иммунной 
интерференции. Исследования новых белков 
и их производных на предмет возможности их 
использования в качестве носителей, а также 
разработка способов их очистки и конъюгации 
активно продолжаются.

Разработку новых носителей можно раз-
делить на три направления. Первое  – новые 
белки, чаще всего белки внешней поверхности 
бактерий или секретируемые токсины, которые 
соответствуют требованиям к белкам-носите-
лям. Второе  – мультимерные трансмембран-
ные белковые комплексы на основе как вези-
кул внешней мембраны (OMV, outer membrane 
vesicles) и модулей мембранных антигенов 
(GMMA, generalized modules for membrane anti-
gens), так и вирусоподобных частиц (VLP, virus-
like particles) и нанокапсул (nanocages) – виру-
соподобных структур из невирусных белков. 
Третье  – пептиды и слитные белки, представ-
ляющие собой отдельные эпитопы и их комби-
нации соответственно  [6, 8, 16, 19]. Отдельно 
стоит отметить направление получения био-
конъюгатов, синтезируемых внутри генетиче-
ски модифицированных бактериальных кле-
ток: внутриклеточные ферменты осуществляют 
перенос широкого спектра полисахаридных 
субстратов на белки-носители, обладающие 
коротким специфическим аминокислотным 
мотивом [20].

Далее будут более подробно рассмотрены 
способы получения как «традиционных», так 
и новых носителей.

ДИФТЕРИЙНЫЙ ТОКСИН И CRM197

Дифтерийный токсин  – это секрети-
руемый белок, синтезируемый микроорга-
низмом Corynebacterium diphtheriae, который 
можно условно разделить на два фрагмента. 
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N-Концевой фрагмент А отвечает за каталити-
ческую активность. Фрагмент  В содержит два 
домена, отвечающих за связывание с рецеп-
тором и рН-зависимое встраивание белка в 
мембрану и транслокацию внутри клетки-ми-
шени. Токсин интернализуется в эндосомах и 
покидает их при закислении среды путём 
конформационной перестройки. В  цитозоле 
DT  блокирует синтез белка, воздействуя на 
эукариотический фактор элонгации EF-2 и 
таким образом убивает клетку. В  молекуле  DT 
две дисульфидные связи: Cys186–Cys201 со-
единяет фрагменты А и  В, а Cys461–Cys471 
расположена внутри фрагмента  В  [11, 21, 22]. 
Инактивированный обработкой формальдеги-
дом анатоксин DT входит в состав вакцин с по-
лисахаридами H. influenzae типа b (ProHIBIT), 
N. meningitidis  (Menactra) и Str. pneumoniae 
(Synf lorix). Также описана попытка получения 
фрагмента дифтерийного токсина в составе 
комплексного препарата против дифтерии, 
столбняка и коклюша из трансгенных расте-
ний табака с пониженным содержанием алка-
лоидов [23].

CRM197  – это нетоксичный мутант  DT, 
полученный одной аминокислотной заме-
ной G52E в активном центре фермента  [11, 
24–27]. Способность к химической конъюга-
ции  CRM197 несколько выше, чем у интакт-
ного  DT, что может быть вызвано открытой 
конформацией белка и облегчением доступа к 
большему количеству остатков лизина  [11, 18, 
28]. В  настоящее время CRM197  используется 
во многих широко применяющихся вакцинах, 
таких как Meningitec («Nuron Biotech», США), 
Menjugate («GSK Vaccines», Великобритания), 
Menveo («GSK Vaccines»), Prevnar 13 и Prevnar 20 
(«Pfizer», США), Vaxneuvance («Merck», Герма-
ния), а также и для разработки новых вакцин 
против различных патогенов [29].

Значительная часть производимого в мире 
CRM197 представляет собой продукт культи-
вирования нетоксичного штамма C. diphtheriae 
C7(β197) [11]. Этим способом получает CRM197 
компания «List Biological Labs» (США). Пре-
имуществами данного способа являются пра-
вильная укладка целевого белка и его секреция 
в среду для культивирования, что облегчает 
дальнейшую очистку продукта. В  настоящее 
время продолжаются исследования по повы-
шению продуктивности C. diphtheriae C7(β197) 
с помощью подбора состава сред и режимов 
культивирования  [30–32]. Гомологичная экс-
прессия обладает рядом недостатков, таких как 
сравнительно невысокая продуктивность кори-
небактерий (в среднем 175–250 мг/литр  [33]), 
низкая скорость роста C. diphtheriae, риск об-

ратной мутации в токсичный вариант и необ-
ходимость соблюдать повышенные требования 
безопасности при культивации патогенных 
микроорганизмов. Поэтому предпринимались 
многочисленные попытки экспрессии CRM197 
в иных организмах (табл. 1).

Наличие внутри CRM197 двух дисульфид-
ных связей является основной проблемой, за-
трудняющей его гетерологичную экспрессию. 
Не все организмы способны осуществлять 
правильную укладку таких белков, из-за чего 
некорректно свёрнутый продукт становится 
нерастворимым и формирует тельца включе-
ния. В этом случае для получения растворимо-
го препарата требуется процедура рефолдинга. 
Кроме того, в исходной последовательности 
белка присутствует лидерный пептид, позво-
ляющий C. diphtheriae осуществлять секрецию 
синтезированного токсина во внешнюю среду. 
В зависимости от продуцента данную последо-
вательность либо заменяют на более эффек-
тивную, либо удаляют.

Было разработано несколько бактериаль-
ных систем для гетерологичной экспрессии
CRM197. Грамположительные бактерии Bacil-
lus subtilis  [34], несущие плазмиду, кодирую-
щую ген  crm197, слитый с сигнальной после-
довательностью субтилизина, давали макси-
мальное содержание растворимого секрети-
руемого CRM197 в среде ~7,1  мг/литр. Также 
в качестве организма-хозяина использовали 
штамм грамотрицательной бактерии Pseudo-
monas fluorescens (WO  2011123139  A1  [46]), де-
фектный по генам протеаз (hslU, hslV, prcl, 
degPl, degP2, dprA) и серрализина, и сверх-
экспрессирующий дисульфидизомеразы DsbA, 
DsbB, DsbC и DsbD. Последовательность гена 
оптимизировали под экспрессию в Pseudo-
monas и сливали с сигнальными последова-
тельностями, направляющими синтезируемый 
белок в периплазму, где происходила правиль-
ная укладка продукта. Для по крайней мере 
трёх вариантов сигнального пептида выход 
правильно сложенного CRM197 составил бо-
лее 1 г/литр. Менее удачный опыт был опи-
сан при попытке получения назальной формы 
вакцины против дифтерии с использованием 
ослабленного штамма S. enterica серовар Typhi 
CVD 908-htrA, поскольку большая часть целе-
вого продукта синтезировалась в нераствори-
мой форме и находилась в тельцах включения. 
Также неудачей окончилась попытка полу-
чения в данном продуценте секретируемого 
CRM197 путём экспрессии белка, слитого с 
укороченной версией гемолизина A Escherichia 
coli  [35]. Обычно гетерологичную экспрессию 
рекомбинантного CRM197 проводят в раз-
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личных штаммах E.  coli, и основной пробле-
мой получения растворимого CRM197 оста-
ётся правильная укладка полипептидной цепи, 
поскольку окислительно-восстановительный по-
тенциал цитоплазмы E. coli не позволяет фор-
мировать дисульфидные связи. Корректно 
свёрнутый рекомбинантный CRM197 мо-
жет быть получен путём ренатурации телец 
включения. Варианты рефолдинга описаны 
в многочисленных публикациях [36, 38, 41, 
42, 47, 48] и патентах WO 2010150230 A1 [49], 
WO 2019151601 A1 [50], WO  2016079755 A1 [51], 
CN 100999548 A [52], CN 101265288 B [53], 
CN 103266125 A [54], CN 104140972 B [55]; 
однако в большинстве случаев данный процесс 
требует существенного разбавления целевого 
белка и занимает несколько суток. Вариант ре-
фолдинга с щелочной денатурацией CRM197 и 
последующей нейтрализацией путём быстрого 
смешивания полученного раствора с кисло-
той также даёт низкий (не  более 20%) выход 
(WO 2017081700 A1 [56]). По-видимому, процесс 
рефолдинга позволяет получать CRM197 c пра-
вильно свёрнутым гидрофобным ядром  [41], 
но не обеспечивает корректную простран-
ственную структуру всей белковой глобулы 
CRM197, что подтверждается нестабильностью 
рефолдированного продукта при хранении [42].

В литературе описаны две основные группы 
методов получения правильно свёрнутого рас-
творимого CRM197. Первая из них – экспрес-
сия целевого белка, сопряжённая с его секре-
цией в периплазматическое пространство. Она 
имеет ряд преимуществ, таких как корректное 
отщепление лидерного пептида, а также мень-
шее содержание в периплазматической фрак-
ции примесных белков и протеаз, что облегчает 
дальнейшую очистку  ([39], а также патенты 
WO 2015134402 A1 [57], WO 2011042516 A2 [58], 
WO 2014102265 A1 [59], US 20150184215 A1 [60], 
WO 2019035058 A1 [61]). Основными преиму-
ществами данного способа являются окисли-
тельный потенциал периплазмы, благоприят-
ный для правильного сворачивания CRM197, 
и наличие там дисульфидизомераз DsbA и 
DsbC [62]. Однако ряд недостатков снижает 
привлекательность данного способа. Малый 
объём периплазмы (не  более  15% относитель-
но объёма клетки [63]) снижает конечный вы-
ход белка в расчёте на полученную биомассу. 
Но основной сложностью при использова-
нии периплазматической экспрессии явля-
ется обеспечение её согласованности с про-
цессом секреции во избежание накопле-
ния в цитоплазме избытка непроцессиро-
ванного нерастворимого продукта  ([39], 
WO 2019035058 A1  [61]), а также сложности 

в отделении примеси непроцессированного 
(несущего лидерный пептид) белка, неиз-
бежно появляющейся при механическом пов-
реждении клеток в процессе обработки боль-
шой биомассы методом осмотического шока. 
Невозможность заморозки и необходимость 
неотложной обработки биомассы также зна-
чительно усложняют масштабирование произ-
водства.

Таким образом, цитоплазматическая экс-
прессия CRM197 представляется более много-
обещающим методом. Однако, как упомянуто 
выше, восстановительный потенциал цито-
плазмы существенно затрудняет формирова-
ние правильно свёрнутых молекул CRM197. 
Данные сложности можно преодолеть путём 
совместной экспрессии целевого белка с ша-
перонами или дисульфидизомеразами и экс-
прессией в коммерчески доступных штаммах 
E.  coli с изменённым окислительно-восстано-
вительным потенциалом цитоплазмы  – на-
пример, Origami™ («EMD Millipore», США) 
или SHuff le™ («New England Biolabs», США), 
а также комбинации этих методов. Штамм 
SHuff le™ конститутивно экспрессирует в ци-
топлазме дисульфидизомеразу DsbС, выпол-
няющую также функции шаперона, и дефек-
тен по генам тиоредоксинредуктазы  (trxB) 
и глутатионредуктазы  (gor), благодаря чему 
окислительно-восстановительный потенциал 
цитоплазмы изменяется, что позволяет обеспе-
чить суперэкспрессию растворимого CRM197 
([45], WO 2015117093 A1  [64]). Следует отметить, 
что индукция при пониженной температу-
ре увеличивает выход корректно свёрнутого 
CRM197, тормозя скорость синтеза белка и 
обеспечивая дополнительное время для пра-
вильного сворачивания. Совместная экспрес-
сия шаперонов с целевым белком в штамме 
Origami B(DE3), результатом которой является 
синтез растворимого CRM197, описана в рабо-
те Mahamad et al. [37]. Использование штамма 
Rosetta-gami 2(DE3) с изменённым окислитель-
но-восстановительным потенциалом цитоплаз-
мы не помогло получить растворимый CRM197. 
Однако в клетках E. coli BL21(DE3) удалось до-
биться приемлемого (110,5 ± 7,5 мг/литр) уров-
ня синтеза растворимого целевого белка за 
счёт экспрессии с отдельной плазмиды до-
полнительных шаперонов в виде сульфгид-
рилоксидазы из дрожжей Saccharomyces cere-
visiae  (Erv1p) и дисульфидизомеразы  (PDI) из 
клеток человека [40].

Из рассмотренного разнообразия методов 
можно сделать вывод, что поскольку рефол-
динг нерастворимого  CRM197 идёт неэф-
фективно, основной задачей при разработке 
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систем гетерологичной экспрессии является 
обеспечение его правильной укладки. Наибо-
лее привлекательным с точки зрения очистки 
способом получения белков является выде-
ление из культуральной жидкости. Однако 
создать гетерологичную систему, уровень экс-
прессии секретируемого белка в которой со-
поставим или превышает таковой в организ-
ме-хозяине, не удалось. Периплазматическая 
экспрессия позволяет получать растворимый 
CRM197, однако малый объём периплазмы, 
а вследствие этого невысокий выход, необ-
ходимость немедленной переработки клеточ-
ной массы и дополнительная задача отделе-
ния примеси белков с неудалённым лидерным 
пептидом делают данный способ малопривле-
кательным. К преимуществам цитоплазмати-
ческой экспрессии можно отнести возмож-
ность накопления большого количества белка 
и отсутствие дополнительных последователь-
ностей (лидерного пептида), неэффективный 
процессинг которых может усложнить очистку. 
Дополнительным аргументом в пользу цито-
плазматической экспрессии CRM197 является 
возможность получения растворимого целе-
вого белка в коммерчески доступных штаммах 
одного из самых распространённых организ-
мов-продуцентов, E. coli, без необходимости 
серьёзного вмешательства в его геном, что 
ускоряет и удешевляет получение новых штам-
мов-продуцентов. Однако значительное повы-
шение уровня синтеза цитоплазматического 
белка может привести к его накоплению в 
нерастворимой форме в тельцах включения. 
Таким образом, разработка новых и оптимиза-
ция уже существующих систем цитоплазмати-
ческой экспрессии CRM197 остаётся актуаль-
ной задачей.

СТОЛБНЯЧНЫЙ ТОКСИН (TT)

Столбнячный токсин (tetanus toxin) синте-
зируют анаэробные бактерии Clostridium tetani 
в виде белка-предшественника, который затем 
превращается в активный токсин путём про-
теолиза: N-концевая часть становится катали-
тически активной лёгкой цепью (LC или фраг-
мент А), а соединённая с нею дисульфидной 
связью С-концевая часть становится тяжёлой 
цепью  (НС) токсина. Тяжёлая цепь, в свою 
очередь, состоит из транслокационного (HCN 
или  фрагмент В) и рецептор-связывающего 
(НСС или  фрагмент С) доменов  [65]. Прони-
кая в нейроны, TT  блокирует экзоцитоз ней-
ромедиаторов, предотвращая высвобождение 
ингибиторов нервно-мышечных синапсов, что 

приводит к продолжительной нервно-мышеч-
ной активации и спастическому параличу [66].

В настоящее время наиболее распростра-
нённым способом получения  TT является его 
выделение из среды для культивирования Гар-
вардского штамма («Harvard strain») C. tetani, 
полученного в США в 1920-х гг. и постепенно 
распространившегося в качестве основного 
продуцента в научных лабораториях и на про-
изводстве вакцин  [67]. Бактериальный токсин 
очищают от клеток и компонентов среды методом 
фильтрации и далее инактивируют формаль-
дегидом, получая каталитически неактивный 
столбнячный анатоксин (catalytically inactive 
tetanus toxoid, CITT) [68, 69]. Полученные пре-
параты иммунологически эффективны, но со-
держат значительные примеси белков штамма- 
продуцента. Кроме того, содержание TT колеб-
лется от партии к партии. Данные обстоятель-
ства приводят к довольно частым побочным 
эффектам после введения вакцины [9].

Получение рекомбинантного столбнячно-
го анатоксина сопряжено с рядом трудностей. 
Поскольку для поддержания структуры  TT не-
обходимы две правильно сформированные ди-
сульфидные связи, проблемы гетерологичной 
экспрессии данного белка весьма сходны с опи-
санными выше для  CRM197. Дополнительным 
фактором, усложняющим получение продукта, 
является протеолиз, необходимый для пере-
вода синтезированного полипептида в зрелую 
форму. Кроме того, в последовательность  TT 
необходимо внести изменения, блокирующие 
токсическую активность, но не влияющие на 
его иммунные свойства.

Одним из способов обойти указанные 
препятствия является использование отдель-
ных функциональных фрагментов столбняч-
ного токсина, несущих сохранные эпитопы, 
но не обладающих токсической активностью 
и не требующих для своего функционирова-
ния формирования дисульфидных связей и 
расщепления протеазой. С  иммунологической 
точки зрения, столбнячный токсин интере-
сен своими многочисленными эпитопами для 
взаимодействия с Т-клетками [70]. Например, 
последовательность P2 (a.о. 830–844) являет ся 
универсальным CD4+ T-клеточным эпито пом. 
Его последовательность в составе слитных бел-
ков и пептидов значительно повышает эффек-
тивность вакцинных препаратов против маля-
рии  [71], ротавируса  [72] и коронавируса [73]. 
Рецептор-связывающий С-фрагмент тяжёлой 
цепи столбнячного токсина востребован не 
только в качестве антигена противостолбняч-
ных вакцин, но и в фундаментальных исследова-
ниях физиологии нейронов и  нервной системы. 
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Также С-фрагмент используют в качестве носи-
теля для создания широкого спектра противо-
опухолевых препаратов и гликоконъюгатов, 
поэтому разработано и запатентовано огром-
ное количество систем для его гетерологичной 
экспрессии, включая экспрессию в E. coli и 
других бактериях, а также в дрожжах и клетках 
насекомых [10].

Полноразмерный токсин получали рекон-
струкцией отдельно экспрессированных цепей 
в 2 М  мочевине в присутствии дитиотреито-
ла [74, 75]. Было отмечено, что полученный бе-
лок примерно в 40 раз менее токсичен, чем его 
природный аналог. В  то же время инъекции 
смеси не подвергнутых реконструкции цепей 
показали отсутствие токсичности даже в боль-
ших дозах. Однако больший практический 
интерес представляет получение генетически 
инактивированного анатоксина, что, учиты-
вая крайне высокую степень токсичности  TT, 
является нетривиальной задачей. В  отличие 
от  CRM197, исследователям не удалось найти 
единственную аминокислотную замену, кар-
динально снижающую токсичность до прием-
лемого уровня.

Протеазную активность  TT пытались по-
давить путём ввода в каталитический домен 
замены  E234A. Поскольку E. coli, в которой 
осуществляли гетерологичную экспрессию му-
тантного токсина, неспособна к правильному 
процессингу синтезируемого полипептида, 
его расщепление осуществляли с помощью 
энтерокиназы, сайт узнавания которой вво-
дили в дополнительную линкерную последо-
вательность между лёгкой и тяжёлой цепями. 
Полученный мутантный белок блокировал 
нейропаралитическое действие столбнячно-
го токсина in  vitro с той же эффективностью, 
как тяжёлая цепь токсина, однако оказал-
ся более чем в  30  раз эффективнее в опытах 
in  vivo, предотвращая развитие столбняка у 
мышей, а его токсичность была значительно 
снижена [76]. Замены R372A и Y375F в том же 
каталитическом домене позволили получить 
мутантный вариант TeNT(RY), который сохра-
нил способность связываться с ганглиозидами с 
той же аффинностью и специфичностью, что и 
исходный белок, однако его токсичность ока-
залась в 125 000 раз ниже. Данный белок, сли-
тый с модулями, позволяющими осуществлять 
его аффинное выделение и мечение, использо-
вали для исследований взаимодействия токси-
на с культурами клеток, поскольку остаточная 
токсичность его была всё ещё неприемлема 
для использования в составе вакцинных пре-
паратов  [77]. Приемлемый уровень токсич-
ности производного  TT был достигнут при 

внесении изменений во все три домена ток-
сина. Полученный белок, названный  8МTT, 
содержит пять замен в лёгкой цепи (Y26A, 
L230K, E234Q, R372A, Y375F), которые нару-
шают каталитическую функцию и взаимо-
действие с белками-мишенями. Кроме того, 
были внесены мутации, нарушающие функ-
ционирование транслокационного (K768A) и 
рецептор-связывающего (R1226L и W1289A) 
доменов. Токсичность  8МTT снижена более 
чем в  50 млн  раз относительно исходного 
столбнячного токсина, что делает его хоро-
шим кандидатом для использования в качестве 
компонента вакцинных препаратов  [78]. По-
высить эффективность гетерологичной экс-
прессии 8МTT удалось благодаря использова-
нию в качестве продуцента штамма Gor/MetTM 
E. coli  [79] с удалённым геном глутатионре-
дуктазы  (gor), благодаря чему его цитоплазма 
имеет окислительный потенциал, позволяю-
щий получить растворимые белки с правильно 
сформированными дисульфидными связями. 
Кроме того, в данном штамме gor-локус заме-
нён на ген метионинаминопептидазы под кон-
тролем tac-промотора. Таким образом, при 
добавлении индуктора целевой ген, находя-
щийся в плазмиде под контролем того же про-
мотора, начинает экспрессировать продукт 
одновременно с экспрессией аминопептидазы, 
отщепляющей с N-конца синтезируемого бел-
ка стартовый остаток метионина. Поскольку 
во всех вышеперечисленных случаях мутант-
ные формы TT нарабатывали в E. coli, не спо-
собной осуществлять процессинг синтези-
руемого полипептида, для получения зрелого 
анатоксина очищенный продукт расщепляли 
трипсином (табл. 2).

Гетерологичная экспрессия полноразмер-
ного столбнячного анатоксина представляет 
собой довольно сложную задачу. Помимо не-
обходимости обеспечить правильный фолдинг 
и процессинг белка, множество усилий было 
направлено на получение генетически инак-
тивированного  TT. В  2021 г. компанией «Fina 
Biosolutions» (США) была подана патентная 
заявка WO 2021188379 A2 [80] на получение 
нетоксичного варианта столбнячного ток-
сина  8MTT, который до этого был протести-
рован в качестве носителя в гликоконъюгате 
с капсульными полисахаридами H. influenzae 
типа b и показал сходную со столбнячным ана-
токсином эффективность [79]. Таким образом, 
можно надеяться, что после прохождения всех 
необходимых клинических испытаний на рын-
ке появятся вакцины с использованием в каче-
стве носителя генетически инактивированного 
столбнячного токсина.
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Таблица 2. Получение рекомбинантного столбнячного токсина

Рекомбинантный 
белок

Продуцент
Плазмида/
промотор

Способ получения 
двухсубъединичной 

формы

Растворимость/
продуктивность

Модули для 
аффинной 

очистки
Ссылка

Природная 
и мутантная 
(H233A, E234A, 
H237A) формы LC

Escherichia 
coli JM109

производная 
pMAL-c2/Tac

реконструкция 
из отдельно экспрес-

сированных 
LC фрагментов и НС, 

полученной 
расщеплением 

природного токсина

растворимые
мальтоза-

связывающий 
белок MBP

[74]

LC и HC
E. coli 
JM109

производная 
pMAL-c2/Tac

реконструкция 
из отдельно экспрес-

сированных 
фрагментов LC и НС

растворимые
мальтоза-

связывающий 
белок MBP

[75]

Слитный белок 
из фрагментов LC 
и HC, разделённых 
линкером с сайтом 
энтерокиназы, 
природная 
и мутантная 
(E234A) формы

E. coli 
JM109

производная 
pTrcHisA/Lac

расщепление 
слитного белка 
энтерокиназой

растворимый/
9 мг/литр

His6 [76]

Полноразмерный 
мутантный (R372A 
и Y375F) белок

E. coli 
BL21(DE3)

pET28a/Т7
расщепление 

очищенного продукта 
трипсином

растворимый/
2–8 мг/литр

His6 
и три FLAG 
эпитопа – 

на N-конце, 
эпитопы HA 

и Strep – 
на С-конце

[77]

Полноразмерный 
мутантный (Y26A, 
L230K, E234Q, 
R372A, Y375F, 
K768A, R1226L, 
W1289A) белок 
(8МTT)

E. coli 
BL21(DE3)

pET28a/Т7
расщепление 

очищенного продукта 
трипсином

растворимый/
5 мг очищенного 
белка на 1 литр 

культуры

His6 [78]

Полноразмерный 
мутантный (Y26A, 
L230K, E234Q, 
R372A, Y375F, 
K768A, R1226L, 
W1289A) белок 
(8МTT)

E. coli 
Gor/MetTM

производная 
pET24/Tac

расщепление 
очищенного продукта 

трипсином

растворимый/
1 г/литр культуры 

(ферментёр)
нет [79]

Примечание. LC  – каталитически активная лёгкая цепь столбнячного токсина из анаэробных бактерий Clostridium 
tetani; НС – тяжёлая цепь столбнячного токсина из анаэробных бактерий Clostridium tetani.

БЕЛОК D БАКТЕРИИ Haemophilus inf luenzae

Белок D – высококонсервативный поверх-
ностный липопротеин бактерии H. influenzae, 
расположенный на внешней мембране как 
инкапсулированных, так и лишённых капсулы 
(а значит, нетипируемых) штаммов. Природ-
ный белок несёт на N-конце консенсусную 
последовательность, узнаваемую сигнальной 
пептидазой  II, которая отщепляет указанный 
пептид с образованием процессированного 

продукта размером 42 кДа [81]. Последователь-
ность гена и ферментативная активность белка 
имеют значительное сходство с таковыми у 
гликофосфодиэстеразы  GlpQ из E.  coli  [82]. 
Несмотря на общую гидрофильность моле-
кулы и отсутствие выраженных гидрофоб-
ных мотивов, белок  D является мембранным. 
Заякоривание в мембране происходит путём 
присоединения жирных кислот к остатку 
цистеина-19. При удалении данного амино-
кислотного остатка молекула становится 
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Таблица 3. Получение рекомбинантного белка D

Рекомбинантный белок Продуцент Плазмида/промотор Локализация Ссылка

Природный PD Escherichia coli JM83 pUC18/эндогенный промотор внешняя мембрана [81]

PD (C19G) E. coli JM83 pUC18/эндогенный промотор периплазма [83]

PD (C19G) E. coli JM83 pUC19 периплазма [84]

усечённый PD (a.о. 192–299) E. coli TOP10 pBAD/araBAD периплазма [85]

полностью гидрофильной и секретируется в 
периплазматическое пространство [83]. Свой-
ства  PD, такие как поверхностная локализа-
ция, высокая степень консервативности и ши-
рокая распространённость у разных штаммов, 
делают его хорошим кандидатом на роль носи-
теля для конъюгированных вакцин.

В геноме H. influenzae ген белка D  (hpd) 
находится под контролем слабого промото-
ра. При гетерологичной экспрессии природ-
ного PD в E. coli было отмечено, что усиление 
экспрессии, вызванное тандемным располо-
жением эндогенного промотора и lac-промо-
тора плазмиды  pUC18, приводит к угнетению 
роста и автолизу клеток, что свидетельствует о 
токсическом эффекте высокой концентрации 
белка D [81]. Рекомбинантный природный PD 
локализован на поверхности клеток E. coli, 
в то время как мутантная неацилированная 
форма PD, получаемая при замене  С19G, при-
сутствует преимущественно в периплазмати-
ческой фракции  [83]. Перенос экспрессион-
ной кассеты в плазмиду  pUC19 позволил на 
порядок повысить уровень синтеза неацилиро-
ванного  PD, при этом эффектов его токсиче-
ского воздействия на клетки не было обнаруже-
но, а периплазма содержала преимущественно 
рекомбинантный белок  [84]. Анализ иммуно-
генных эпитопов PD из различных штаммов 
H. influenzae позволил выбрать высококонсер-
вативный участок  PD (а.о. 192–299) в каче-
стве кандидатного антигена для производ-
ства вакцин. Усечённый ген клонировали 
в плазмиду  pBAD под контролем сильного 
промотора  araBAD, что позволило повысить 
выход целевого белка до  4 мг/литр культу-
ры [85] (табл. 3).

Исследования показали, что несмотря на 
некоторое снижение иммунного ответа на рас-
творимую форму PD по сравнению с ацилиро-
ванной, его достаточно для достижения про-
тективного эффекта  [84, 86], поэтому именно 
неацилированная форма используется при 
производстве конъюгированных вакцин, на-
пример Synflorix от «GlaxoSmithKline» (Велико-

британия) [87]. Вакцина, в состав которой вхо-
дят капсульные полисахариды стрептококка 
и белок D, показала высокую эффективность 
против обоих возбудителей, значительно сни-
жая количество острых отитов, вызванных не-
типируемыми штаммами H. influenzae [88–90].

КОМПЛЕКСЫ БЕЛКОВ ВНЕШНЕЙ 
МЕМБРАНЫ (OMPC), ВЕЗИКУЛЫ 

ВНЕШНЕЙ МЕМБРАНЫ (OMV) 
И МОДУЛИ МЕМБРАННЫХ 

АНТИГЕНОВ (GMMA)

Процесс роста грамотрицательных бакте-
рий часто сопровождается высвобождением 
небольших (25–200 нм) везикул, получивших 
общее название OMV. Присутствие в их соста-
ве множества бактериальных антигенов, таких 
как липополисахариды и мембранные белки, 
а также размер и гидрофобность делают их 
сильными иммуногенами и привлекательным 
объектом для использования в производстве 
вакцинных препаратов [15].

Везикулы, содержащие комплексы бел-
ков внешней мембраны N. meningitidis серо-
группы В, используют как в качестве сырья для 
производства противоменингококковых вак-
цин, так и в качестве носителей в составе Hib-
конъюгатов. Данные препараты демонстри-
руют большую иммуногенность по сравнению 
с Hib-конъюгатами на основе дифтерийного 
и столбнячного анатоксинов и CRM197, при-
чём разница особенно заметна при первичной 
иммунизации  [91, 92]. Стимулирующий эф-
фект предположительно достигается не столь-
ко активацией В-клеток входящими в состав 
везикул липополисахаридами, сколько мито-
генным воздействием на лимфоциты поринов 
PorA2 и других мембранных белков [93, 94].

Большинство природных штаммов высво-
бождает небольшое количество везикул, поэто-
му для производства OMPC используют метод 
экстракции мембранных комплексов из био-
массы с помощью детергентов. Эти везикулы, 
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Таблица 4. Получение рекомбинантных OMV

Организм/Штамм Внесённые изменения Эффект Ссылка

Escherichia coli IHE3034 делеция tolR сверхпродукция везикул [101]

Neisseria meningitidis H44/76
делеции rmpM, lpxL1, porB; 

усечённый galE; 
три варианта гена белка PorA

сверхпродукция везикул, 
снижение токсичности, 

расширение спектра антигенов
[102]

N. meningitidis 8570

делеции lpxL1, synX; 
усиление экспрессии 
белков fHbp и OpcA; 

дополнительный вариант PorA

снижение токсичности, 
нарушение формирования 

капсулы, расширение спектра 
антигенов, усиление 

иммуногенности

[103]

Shigella sonnei 53G делеции tolR, galU, msbB1 сверхпродукция везикул, 
снижение токсичности

[104]

Sh. sonnei 53G, 
Shigella flexneri 2a 2457T

делеции msbB1, htrB, rfbG снижение токсичности [100]

N. meningitidis 1630
делеции synX, ctrA, pxL1, gna33

оверэкспрессия белка fHbp

сверхпродукция везикул, 
нарушение формирования 

капсулы, снижение токсичности, 
усиление иммуногенности

[105]

Sh. sonnei 53G

хромосомные делеции 
tolR, htrB, замена 

в вирулентной плазмиде pSS 
гена virG на nadAB

сверхпродукция везикул, 
снижение токсичности, 

усиление иммуногенности
[99]

Salmonella enterica 
серовар Typhimurium изолят 1418

делеции tolR, msbB, pagP сверхпродукция везикул, 
снижение токсичности

[106]

наряду с хорошо известными мембранными 
белками, такими как порины PorA и  PorB, 
RmpM (reduction modifiable protein) и инва-
зин OpcA  [95, 96], содержат различные пери-
плазматические и цитоплазматические белки, 
а также белки внутренней мембраны, которые 
могут составлять до 60% от общего содержания 
белков  [17, 95, 97]. В  то же время OMV, полу-
ченные из штаммов, склонных к спонтанному 
высвобождению везикул, содержат преимуще-
ственно белки внешней мембраны, и присут-
ствие «мусорных» белков в них незначительно. 
Было продемонстрировано, что введение мы-
шам препарата на основе везикул, получен-
ных из штамма N. meningitidis серогруппы В с 
мутацией  Δgna33, провоцирующей усиленное 
везикулообразование, вызывало образование 
антител с бактерицидной активностью и обес-
печивало больший протективный эффект про-
тив более широкой панели штаммов, чем вези-
кулы из клеток дикого типа  [98]. Также было 
отмечено, что использование дезоксихолата на-
трия или других детергентов приводит к потере 
слабоассоциированных мембранных липопро-
теинов, которые важны для образования ней-
трализующих антител [14].

Данные наблюдения положили начало раз-
работке генноинженерных штаммов, отличаю-
щихся высокой частотой формирования вези-
кул. Дальнейшие усилия были сосредоточены 
в двух направлениях: уменьшение токсич-
ности везикул и повышение их иммуноген-
ности за счёт увеличения количества и раз-
нообразия экспонированных мембранных 
белков  (табл. 4). Уменьшение токсичности 
спонтанно высвобождаемых везикул крайне 
важно для начала клинических исследований 
на людях, поскольку при производстве OMPC 
большая часть эндотоксинов инактивирова-
лась используемыми при экстракции детер-
гентами. Делеции генов, вовлечённых в аци-
лирование мембранного липида А, позволяют 
получать везикулы с пентаацилированными 
производными, которые, в отличие от гекса-
ацилированных форм, обладают меньшей ток-
сичностью и позволяют снизить выраженность 
и число побочных эффектов в сотни и даже 
десятки тысяч раз в зависимости от метода 
оценки  [15, 99, 100]. Повышение иммуноген-
ности достигается как за счёт суперэкспрес-
сии отдельных поверхностных белков, так и за 
счёт помещения в геном различных вариантов 
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их генов, что позволяет обеспечить иммунный 
ответ против большего спектра штаммов воз-
будителя. Такие везикулы получили название 
GMMA.

Антигенный спектр на поверхности вези-
кул можно дополнительно расширить путём 
трансформации штаммов-продуцентов плаз-
мидами, несущими слитные гены белков, со-
держащих целевые эпитопы. Для этих целей 
часто используют систему на основе трансмем-
бранного белка цитолизина А (ClyA), слитые с 
С-концом которого эпитопы экспонируются на 
поверхности везикулы. Таким образом, были 
получены OMV модифицированного штамма 
E.  coli с экспонированным GFP  [107], эпито-
пом белка М2 вируса гриппа [108] и последова-
тельностью узнавания рецептора HER2 для со-
здания противоопухолевых вакцин [109]. С той 
же целью разработаны системы на основе 
модифицированной протеазы  (Hbp), с помо-
щью которых удалось получить OMV, несущие 
антигены Mycobacterium tuberculosis и Chlamydia 
trachomatis  [110], а также других возбудителей 
инфекционных заболеваний [111].

Полученные рекомбинантные везикулы ис-
пользуют для создания конъюгированных вак-
цин как с белковыми  [112–114], так и с поли-
сахаридными  [112, 115] антигенами. Так, в 
работе Micoli  et  al.  [112] GMMA, полученные 
из  ΔtolR мутантного штамма S. enterica серо-
вар Typhimurium, использовали для получения 
Hib-конъюгатов и конъюгатов с олигосаха-
ридами N. meningitidis серогрупп A и C (MenA 
и  MenC). Иммунизация животных получен-
ными препаратами привела к более высокому 
титру антител по сравнению с аналогичными 
конъюгатами на основе  CRM197. Подобные 
GMMA, дополнительно дефектные по О-анти-
генам, использовали для получения конъюга-
тов с углеводами группы  А клеточной стенки 
стрептококков  (GAC)  [115]. Полученный пре-
парат обладает сходной иммуногенностью по 
отношению к конъюгату на основе  CRM197, 
однако экономически более выгоден благодаря 
повышенной продуктивности. Исследование 
конъюгатов  GMMA, полученных из модифи-
цированных штаммов S. enterica серовар Ty-
phimurium и  N. menin gitidis, с полноразмерны-
ми и расщеплёнными углеводами Hib, MenA, 
MenC, Vi и GAC показало, что иммунный от-
вет на полисахариды не зависит от их моляр-
ного соотношения с  GMMA, однако избыток 
полисахаридных цепей ухудшает антигенные 
свойства носителя. В то же время оптимальная 
длина конъюгируемых антигенов и сила Т-опо-
средованного гуморального иммунного ответа 
строго зависят от природы полисахаридов [116].

ДРУГИЕ НОСИТЕЛИ 
ДЛЯ КОНЪЮГИРОВАННЫХ ВАКЦИН

Как уже было упомянуто выше, эффектив-
ность конъюгированных вакцин при иммуни-
зации препаратами, содержащими одинаковые 
белки-носители и разные полисахариды, ме-
няется непредсказуемым образом. Кроме того, 
расширение спектра белков-носителей позво-
ляет получать большее разнообразие защит-
ных антител, в том числе против новых пато-
генов. Поэтому исследования новых белков, 
отвечающих требованиям к белкам-носите-
лям, и разработка систем их экспрессии ведут-
ся крайне активно. И хотя клинические испы-
тания большинства прототипов новых вакцин 
ещё не проводились либо находятся на ранних 
стадиях, полученные на животных моделях 
данные позволяют надеяться, что появление 
новых препаратов на рынке – дело времени.

«Нетрадиционные» носители используют 
как для создания моновалентных вакцин, ко-
гда антигены и носитель принадлежат одному 
организму (например, конъюгаты мутантного 
варианта экзотоксина А Pseudomonas aerugi nosa 
(EPA) с полисахаридами того же организма), 
или гетеровалентных, когда носитель конъю-
гируют с антигенами других патогенов (напри-
мер, конъюгаты ЕРА с О-антигенами Shigella, 
капсулярными полисахаридами Staphylococcus 
aureus, Vi-антигеном S.  enterica серовар Typhi) 
[8, 16, 19].

Получение новых рекомбинантных бел-
ков для использования в конъюгированных 
вакцинах можно свести к закономерностям, 
подробно описанным выше для CRM197, 
TT  и  белка D. Для снижения стоимости куль-
тивирования и требований к биологической 
безопасности гетерологичную экспрессию ста-
раются осуществлять в широко распростра-
нённых продуцентах, таких как штаммы E. coli 
либо дрожжи.

Токсичные белки часто рассматривают в 
качестве носителей благодаря их высокой им-
муногенности. Чтобы избежать процедуры хи-
мической инактивации, их токсичность сни-
жают с помощью получения мутантных неток-
сичных форм  (табл. 5). Так, из экзотоксина А 
P. aeruginosa путём одной замены  (E553C) или 
делеции (ΔE553) в каталитическом домене по-
лучали нетоксичный мутантный вариант, на-
званный ExoProtein A (EPA), получивший осо-
бенно широкое распространение при создании 
биоконъюгированных вакцин. Второй вари-
ант снижения токсичности  – использование 
фрагментов белков, сохранивших часть анти-
генных эпитопов, но лишённых отвечающего 
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Таблица 5. Получение рекомбинантных белков-носителей

Белок/организм Продуцент Плазмида Ссылка

EPA (ΔE553) – нетоксичный мутант 
экзотоксина А Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli JM103 pCDptac2 [118]

EPA (E553C) E. coli JM103 pBR322 [119]

EPA (ΔE553) E. coli BL21(DE3) pET-24a [120]

rARU – усечённый вариант токсина А 
Clostridium difficile E. coli BL21(DE3) pRSET [117]

Белки пилей Streptococcus agalactiae E. coli BL21(DE3) pET24b [121]

Усечённый шиповидный белок 
ротавируса ΔVP8*

E. coli BL21(DE3) pET28a [122]

PspA – фрагмент поверхностного 
белка A Streptococcus pneumoniae E. coli BL21(DE3) pET37b+ [123]

PhtD и PhtE – адгезины Str. pneumoniae E. coli BL21(DE3) pDUMP [124]

Слитные белки, несущие эпитопы Ply, PspA 
и PsaA Str. pneumoniae E. coli BL21(DE3) pGEX-6p-3 [125]

SLO(ΔC101) (79–470) – фрагмент 
стрептолизина O стрептококков группы А

бесклеточная система синтеза Xpress 
cell-free protein synthesis (CFPS)

проприетарный [126]

HBsAg – поверхностный антиген гепатита В
Saccharomyces cerevisiae 
Meyen ex E.C. Hansen

pRMHP1.0 [127]

Pfs25 из Plasmodium falciparum Pichia pastoris pPICZA [128]

за токсичность каталитического домена, что 
аналогично использованию С-фрагмента стол б-
нячного токсина. В  качестве примера можно 
привести усечённую форму токсина А Clostridi-
um difficile  (rARU)  [117]. Другими сильными 
иммуногенами являются поверхностные белки 
бактерий, в том числе белки пилей и порины.

Использование новых носителей позво-
ляет не только снизить вероятность иммунной 
интерференции и усилить иммунный ответ 
на слабый антиген по сравнению с конъюга-
тами на основе «традиционных» носителей, 
но и получить антитела, обладающие новыми 
свойствами. Например, использование гете-
рологично экспрессированного в E. coli ме-
нингококкового порина rPorB [94] в составе 
Hib-конъюгата приводило к индукции у крыс 
на два порядка более высокого титра анти-
тел после второго введения вакцины по срав-
нению с конъюгатом на основе столбняч-
ного анатоксина [95]. Моновалентная вакци-
на конъюгата rPorB с полисиаловой кислотой 
капсулы менингококков группы  В в экспери-
ментах на животных вызывала образование 
высокого титра антител, обладающих прямой 

бактерицидной активностью, а контрольный 
конъюгат на основе столбнячного анатоксина 
давал меньший титр антител к полисахариду и 
не давал антител с антибактериальной актив-
ностью [96].

В последнее время большое внимание уде-
ляется использованию в качестве носителей 
вирусоподобных частиц  (VLP) и нанокапсул 
из невирусных белков, иммунные свойства 
которых во многом аналогичны  OMV. Эти 
носители в большей мере используются для 
конъюгации с белками и пептидами. Однако 
можно привести примеры конъюгации VLP 
с полисахаридами и олигосахаридами, кото-
рые являются антигенами как возбудителей 
заболеваний  [129, 130], так и опухолевых кле-
ток, поскольку для поверхности клеток, под-
вергшихся злокачественному перерождению, 
характерно присутствие данных антигенов 
в количествах, значительно превышающих 
таковые у здоровых клеток  [131, 132]. Гетеро-
логичную экспрессию  VLP в основном осу-
ществляют в E. coli  [131, 133–135] и бакулови-
русных системах [129, 136], аналогично другим 
рекомбинантным белкам.
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БИОКОНЪЮГИРОВАННЫЕ ВАКЦИНЫ

Главной целью создания метода био-
конъюгации PGCT (Protein Glycan Coupling 
Technology) было получение продуцентов, в 
которых оба компонента гликоконъюгата син-
тезируются внутри одной клетки-хозяина, а 
присоединение углеводной составляющей к 
белку-носителю осуществляется с помощью 
клеточной машинерии, что должно значитель-
но облегчить и удешевить процесс получения 
вакцин.

В процессе получения биоконъюгатов 
можно выделить три этапа. На  первом этапе 
клетки продуцента, в качестве которого чаще 
всего выступает E. coli, трансфицируют плаз-
мидой, несущей локус, гены которого обес-
печивают синтез целевого гликана, закреп-
ляемого на мембране с помощью липидного 
якоря. На втором этапе клетки, экспрессирую-
щие эпитопы, узнаваемые антителами против 
целевого гликана, трансфицируют плазмидой, 
экспрессирующей белок-носитель, в последо-
вательность которого добавлен участок узна-
вания олигосахарилтрансферазы. Наконец, 
клетки-продуценты трансфицируют плазми-
дой, экспрессирующей ген олигосахарилтранс-
феразы, узнающей заякоренный на мембране 
гликан и переносящей углеводную цепь на 
специфическую последовательность белка-но-
сителя. В  качестве олигосахарилтрансферазы 
чаще всего используют белок PglB из бактерии 
Campylobacter jejuni, а в качестве белка-носи-
теля в подавляющем большинстве случаев 
выступает экзопротеин А P. aeruginosa  – EPA. 
Углеводная часть может быть представлена как 
О-антигенами, так и компонентами клеточной 
стенки болезнетворных микроорганизмов  [19, 
20, 137]. Модификация данного метода позво-
ляет получать биоконъюгаты на основе OMV, 
для чего достаточно поместить в продуцирую-
щий везикулы штамм E. coli локус биосинтеза 
целевого гликана.

В настоящее время известно как минимум 
о двух биоконъюгатных вакцинах, находящих-
ся на второй стадии клинических испытаний: 
Flexyn2a против Shigella flexneri [138] и ExPEc4V 
против патогенной внекишечной E. coli  [139]. 
Ещё большее количество биоконъюгатов нахо-
дятся на более ранних этапах испытаний или 
в стадии разработки [19, 20, 137].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Одним из важных требований к белкам 
и их производным, которые предполагается 

использовать в качестве носителей в составе 
конъюгированных вакцин, является возмож-
ность нарабатывать целевые белки в больших 
количествах, причём процесс производства 
должен быть максимально воспроизводим и 
экономически обоснован. Гетерологичная экс-
прессия позволяет снизить издержки произ-
водства белков несколькими путями. Во-пер-
вых, выход продукта можно повысить путём 
оптимизации последовательности гена целе-
вого белка, использования сильных промо-
торов, более эффективных лидерных после-
довательностей и других вспомогательных 
генетических элементов. Снижение стоимости 
производства также возможно за счёт большей 
унификации при использовании в качестве 
продуцентов распространённых малопатоген-
ных организмов, культивирование которых не 
представляет сложностей с точки зрения тре-
бований к безопасности, доступности сред 
и наличия большого опыта по оптимизации 
протоколов выращивания. Поскольку в подав-
ляющем большинстве случаев в качестве носи-
телей в конъюгированных вакцинах исполь-
зуют бактериальные (реже вирусные) белки, 
не требующие сложных посттрансляционных 
модификаций в виде определённого паттерна 
гликозилирования, гетерологичную экспрес-
сию этих белков чаще всего осуществляют в 
самом распространённом лабораторном про-
дуценте бактериальных белков  – E. coli. К  его 
достоинствам, помимо упомянутых выше, 
также относится наличие широкого спектра 
коммерчески доступных штаммов, свойства 
которых позволяют осуществлять суперэкс-
прессию с сильных гетерологичных промото-
ров, а также получать белки, фолдинг которых 
требует специальных условий. Кроме того, 
среди имеющихся штаммов E. coli есть про-
дуценты с пониженным содержанием эндо-
токсинов (ClearColi), что также существенно 
облегчает процедуру очистки целевого белка. 
Коэкспрессия нескольких гетерологичных ге-
нов также позволяет удешевить производство, 
как например, в случае биоконъюгированных 
вакцин или GMMA, одновременно несущих 
белки нескольких патогенных организмов или 
их штаммов.

На примере «традиционных» носителей 
можно ознакомиться со способами преодо-
ления широкого спектра проблем, возникаю-
щих в процессе гетерологичной экспрессии. 
Например, в случае изначально секретируе-
мого белка CRM197 не удалось разработать 
гетерологичную систему, осуществляющую се-
крецию целевого продукта в культивационную 
среду, однако наработка CRM197 в периплазме 
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и цитоплазме также может оказаться оправ-
данной с точки зрения производства. В  слу-
чае цитоплазматической экспрессии проблему 
правильного формирования дисульфидных 
связей удалось преодолеть с помощью исполь-
зования продуцентов с изменённым окисли-
тельно-восстановительным потенциалом ци-
топлазмы и/или дополнительной экспрессией 
шаперонов. В  случае  TT, помимо проблемы 
получения нетоксичной формы, дополнитель-
ной трудностью являлась необходимость пост-
трансляционного расщепления белка-пред-
шественника. В  настоящее время данную опе-
рацию осуществляют с помощью обработки 
очищенного белка трипсином, но можно пред-
положить, что дальнейшим направлением ра-
боты может быть создание штамма E. coli, спо-
собного осуществлять требуемый тип пост-
трансляционной модификации. В  случае бел-
ка D удобство производства его неацилиро-
ванной формы перевесило минусы в виде 
некоторого снижения его иммунных свойств, 
поскольку было показано, что использова-
ние модифицированного белка также обеспе-
чивает необходимый протективный эффект. 
Для получения модифицированных OMV чаще 
всего недостаточно ограничиться экспрессией 
с плазмид дополнительных белков, расширяю-
щих антигенное разнообразие на поверхности 
везикул. Для получения эффективного про-
дуцента необходимо вмешательство в геном, 
позволяющее снизить токсичность входящих 
в состав везикул липополисахаридов, а также 
повысить частоту спонтанного образования 
везикул. Специально разработанные штаммы 
E. coli, способные к сверхпродукции везикул, 
потенциально могут прийти на смену модифи-
цированным штаммам патогенов, что позво-
лит снизить класс биологической опасности 
при производстве OMV.

Использование новых белков-носителей 
призвано как повысить эффективность уже 
имеющихся вакцин, так и расширить спектр 
поддающихся вакцинопрофилактике заболе-
ваний. Тем не менее вывод на рынок новых 

вакцин – крайне длительный процесс. В дан-
ный момент входящие в состав вакцинных 
препаратов рекомбинантные белки представ-
лены только CRM197 и неацилированным 
белком D. В  качестве примера длинного пути 
от разработки к производству можно приве-
сти историю появления на рынке препаратов 
на основе везикул грамотрицательных бакте-
рий. Первые неконъюгированные вакцины с 
использованием  OMV были одобрены к при-
менению в конце 1980-х  гг. Однако вакцины 
на основе модифицированных штаммов, со-
держащих OMV с несколькими видами пори-
нов (MonoMen®, HexaMen®, NonaMen®; 
Netherlands Vaccine Institute) не одобрены до 
сих пор, хотя и показали свою эффективность 
в исследованиях на животных  [140]. Вакцина 
Bexsero («GlaxoSmithKline»), содержащая OMV 
с несколькими рекомбинантными белками, 
была одобрена в  2013 г. после двадцатилетней 
разработки  [141]. Вакцины на основе GMMA 
пока ещё находятся на стадии разработки [142] 
и, скорее всего, ожидать их появления на рын-
ке можно в течение двух ближайших десяти-
летий. Возможно, что сокращению сроков 
лицензирования вакцин будет способствовать 
опыт ускоренного проведения клинических 
исследований и вывода на рынок противо-
коронавирусных вакцин во время пандемии 
COVID-19. Можно предположить, что со вре-
менем разнообразие рекомбинантных белков 
в составе вакцин будет увеличиваться, что, в 
свою очередь, приведёт к разработке новых 
систем их гетерологичной экспрессии и новым 
оригинальным решениям в преодолении слож-
ностей, возникающих в этом процессе.
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The carrier proteins that provide an effective and long-term immune response to weak antigens has become 
a real breakthrough in disease prevention, making it available to a wider range of patients and making it 
possible to obtain reliable vaccines against a variety of pathogens. Currently, research is continuing both 
to identify new peptides, proteins, and their complexes potentially suitable for use as carriers, and to de-
velop new methods for isolation, purification and conjugation of already known and well-proven proteins. 
The use of recombinant proteins has a number of advantages over isolation from natural sources, such as 
simpler cultivation of the host organism, the possibility of modifying the genetic construction, the use of 
numerous promoter variants, signal sequences, and other regulatory elements. This review is devoted to 
the methods of obtaining both traditional and new recombinant proteins and their derivatives being used 
or potentially suitable for use as carrier proteins for conjugate vaccines.

Keywords: heterologous expression of recombinant proteins, conjugate vaccines, carrier proteins
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Полипептид, транспортирующий органические анионы, OATP1B1 – один из важнейших белков-
транспортёров, опосредующий проникновение многих эндогенных веществ и ксенобиотиков в ге-
патоциты. Для оценки взаимодействия OATP1B1 с различными веществами необходима модель-
ная система, обеспечивающая экспрессию функционального белка. На основе клеток  НЕК293 
была получена линия НЕК293-OATP1B1, стабильно экспрессирующая ген SLCO1B1, кодирующий 
транспортёр OATP1B1. Экспрессия гена  SLCO1B1 была подтверждена с помощью ПЦР-анализа 
в реальном времени, а наличие белка – иммунохимически. Функциональность транспортёра была 
оценена по транспорту аторвастатина, являющегося субстратом  OATP1B1. Полученная клеточ-
ная линия, селективно продуцирующая функционально активный рекомбинантный транспор-
тёр OATP1B1, может быть использована для его изучения, а также для тестирования лекарственных 
веществ на принадлежность к субстратам, индукторам и ингибиторам OATP1B1 и оценки рисков 
межлекарственных взаимодействий.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: белки-транспортёры, SLCO1B1, OATP1B1, НЕК293, трансфекция, плазмида, 
межлекарственные взаимодействия.

DOI: 10.31857/S0320972523090063, EDN: WTOBBY

Принятые сокращения: EGFP  – улучшенный зелёный флуоресцентный белок; клетки линии НЕК293  – клетки, 
полученные из эмбриональных почек человека; OATP  – белки-транспортёры органических анионов; OCT  – белки-
транспортёры органических катионов; SLC – белки-транспортёры растворённых веществ.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Мембранные белки, осуществляющие пе-
ренос молекул через клеточные мембраны, мо-
гут быть разделены на 4 типа: ионные каналы, 
транспортёры растворённых веществ  (SLC, 
solute carrier family), аквапорины и ATP-зави-
симые насосы. Мембранные транспортные 
белки присутствуют практически во всех типах 
эукариотических клеток и участвуют в пере-
носе ионов, сахаров, аминокислот и других 
молекул через цитоплазматические мембраны, 
а также мембраны органелл: митохондрий, 
эндоплазматического ретикулума, аппарата 
Гольджи, везикул [1].

Все SLC-белки используют для переноса 
своих субстратов разность электрохимических 

потенциалов или ионный градиент. Именно 
поэтому они относятся ко вторично-активным 
транспортёрам.

Среди SLC-переносчиков выделяют сле-
дующие надсемейства: SLCO  (SLC21)-над-
семейство (organic anion-transporting polypep-
tides,  OATP), SLC22A-надсемейство (organic 
anion transporters,  OAT; organic cation trans-
porters,  OCT; organic cation/carnitine trans-
porters,  OCTN), SLC15A-надсемейство (pep-
tide trans porters,  PEPT) и SLC47A-надсемей-
ство (multi drug and toxin extrusion,  MATE). 
Члены данных надсемейств опосредуют транс-
порт широкого спектра соединений: OCT  пе-
реносят катионы, OATP  – большие и гидро-
фобные органические анионы, а OAT – более 
мелкие и более гидрофильные органические 
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анионы, PEPT отвечают в основном за транс-
порт ди- и трипептидов [2, 3].

Одним из наиболее клинически значи-
мых представителей ОАТР является OATP1B1 
(OATP2).

OATP1B1 (organic anion transporting poly-
peptide 1B1) экспрессируется на базолатераль-
ной мембране гепатоцитов, где этот транспор-
тёр опосредует поглощение ряда амфипатиче-
ских соединений из портальной крови [4].

OATP1B1 является основным базолатераль-
ным переносчиком, обеспечивающим проник-
новение внутрь гепатоцитов желчных солей, 
а также транспорт билирубина, гормонов, 
циклических и линейных пептидов. Мутации 
в гене  SLCO1B1 (solute carrier organic anion 
transporter family member  1B1), кодирующем 
OATP1B1, являются причиной синдрома Ро-
тора  – наследственного заболевания, прояв-
ляющегося гипербилирубинемией [5].

Кроме того, OATP1B1  участвует в транс-
порте ряда токсинов и лекарственных веществ, 
в частности антибиотиков, статинов и проти-
вораковых препаратов.

Известно, что активность OATP1B1 изменя-
ется под воздействием ряда факторов и веществ. 
Индинавир, саквинавир, ритонавир, рифампи-
цин и циклоспорин А ингибируют OATP1B1 и 
могут вызывать лекарственно-индуцирован-
ную гипербилирубинемию  [6] или аторваста-
тин-индуцированный рабдомиолиз [7].

Очевидна необходимость тестирования но-
вых лекарственных препаратов на принадлеж-
ность к субстратам, индукторам и ингибито-
рам  OATP1B1. В  качестве модели in  vivo были 
предложены мыши с нокаутом по гену Oatp1b2, 
имеющему сходство с SLCO1B1 и  SLCO1B3. 
Степень гомологии продукта гена с OATP1B1 
составляет  65%, и модель хорошо себя пока-
зала при исследованиях поглощения извест-
ных субстратов OATP1B1. Однако возможны и 
межвидовые отличия, например нокаут гена 
не влиял на соотношение концентраций цери-
вастатина и симвастатиновой кислоты в пече-
ни и плазме животных, что может указывать 
на разницу в субстратной специфичности и 
требует дальнейшего изучения [8]. Кроме того, 
на уровне целого организма сложнее оценить 
вклад взаимодействия препарата с конкрет-
ным транспортёром из-за большого числа дру-
гих факторов, и, как правило, модели in  vivo 
и in  vitro дополняют друг друга. Согласно меж-
дународным рекомендациям управления по 
санитарному надзору за качеством пищевых 
продуктов и медикаментов США (The U.S. 
Food and Drug Administration,  FDA), Европей-
ского агентства по лекарственным средствам 

(European Medicines Agency,  EMA) и Между-
народного консорциума по транспортёрам 
(The International Transporter Consortium, ITC), 
данные исследования проводят на первичных 
гепатоцитах или клеточных линиях, которые 
стабильно и селективно синтезируют реком-
бинантный  OATP1B1. Последние удобнее для 
выявления взаимодействия с конкретным бел-
ком, поскольку клеточные линии гепацитар-
ного происхождения обычно экспрессируют 
сразу несколько транспортёров, что затрудняет 
проведение анализа [9, 10, 11].

На сегодняшний день в России отсутству-
ют подобные клеточные линии и их приобре-
тение невозможно, поэтому актуальна задача 
получения отечественных клеточных линий, 
экспрессирующих клинически значимые бел-
ки- транспортёры. Целью настоящей работы 
явилось создание клеточной линии, селек-
тивно гиперэкспрессирующей человеческий 
транспортёр OATP1B1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура клеток. Клетки линии  НЕК293 
(ЦКП «Коллекция культур клеток позвоноч-
ных», Институт цитологии РАН, Санкт-Петер-
бург; https://incras-ckp.ru/catalog/293-hek-293/
?PROP_25=1) и полученные рекомбинант-
ные клетки HEK293-OATP1B1 культивировали 
в Дульбекко-модифицированной среде Игла 
(«ПанЭко», Россия) с высоким содержанием 
глюкозы (4,5 г/литр) с добавлением 10% феталь-
ной бычьей сыворотки («Sigma-Aldrich», Гер-
мания) и 2 мМ  L-глутамина («Sigma-Aldrich», 
Германия) при 37 °C в атмосфере 5% CO2 в 
инкубаторе WS-189C («World Science», Юж-
ная Корея). Каждый эксперимент выполнялся 
в трёх повторах.

Получение плазмиды pEGFP-SLCO1B1. Ген 
SLCO1B1 (Gene  ID:10599, NCBI Reference Se-
quence: NM_006446.5) был получен путём син-
теза («Atagenix», Китай) и клонирован в линеа-
ризованный по сайтам XhoI и  HindIII вектор 
pEGFP-N1 путём безлигазного клонирования 
с T4 ДНК-полимеразой, в результате чего была 
получена плазмида pEGFP-SLCO1B1 (рис. 1П 
в  Приложении). Соответствие последователь-
ности клонированного гена SLCO1B1 проверя-
ли секвенированием. Целевой ген клонирован 
в вектор pEGFP-N1 в одной рамке считыва-
ния с геном, кодирующим улучшенный зелё-
ный флуоресцентный белок  EGFP (Enhanced 
Green Fluorescent Protein) на С-конце (рис. 1). 
Поскольку ген  EGFP находится в той же рам-
ке считывания, что и целевой ген  SLCO1B1, 
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Рис. 1. Фрагмент экспрессионного вектора pEGFP-SLCO1B1

флуоресценция в трансфицированной клет-
ке должна была указывать на экспрессию 
SLCO1B1.

Трансфекция. Клетки линии НЕК293 (пас-
саж 49) высевали в 96-луночный планшет 
(«NEST», Китай) в количестве 104  клеток на 
лунку. По  достижении 70% конфлюэнтности 
клетки подвергали трансфекции плазмидой 
pEGFP-SLCO1B1 методом липофекции с ис-
пользованием реагента Lipofectamine  3000 
Reagent («Invitrogen», США). Все манипуляции 
производили в соответствии с инструкцией 
производителя. Через 48  ч экспрессию  EGFP 
оценивали с помощью флуоресцентного микро-
скопа Olympus  СКХ53 («Olympus», Япония). 
Для получения стабильных клонов HEK293-
OATP1B1, экспрессирующих  SLCO1B1, про-
водили селекцию с использованием антибио-
тика G-418 («Promega», США) в концентрации 
500 мкг/мл. Было отобрано четыре стабильных 
клона, которые, в свою очередь, подвергли кло-
нальной селекции методом предельных разве-
дений. Через 2 недели культивирования клоны 
с сохранённой флуоресценцией перестали по-
лучать антибиотики и подверглись вторичному 
клонированию. Целевые клоны отбирали по 
интенсивности флуоресценции, размножали 
и использовали для дальнейшей работы. Ста-
бильность экспрессии рекомбинантного белка 
клетками линии HEK293-OATP1B1 оценивали 
после 10 последовательных пассажей.

ПЦР в реальном времени. Экспрессия гена 
SLCO1B1 в полученной клеточной линии 
HEK293-OATP1B1 была подтверждена мето-
дом ПЦР в реальном времени. Для этого клет-
ки культивировали в 6-луночных планшетах 
(«Corning», США; 351146). После образова-
ния монослоя их механически (с помощью 
скребка) снимали с лунок. Суммарную РНК 
выделяли с помощью набора RNeasy Mini Kit 
(«QIAGEN», Германия), согласно инструкции 
производителя. Концентрацию РНК опреде-
ляли спектрофотометрическим способом с по-
мощью NanoPhotometr NP80-Touch («Implen», 
Германия). Реакцию ОТ-ПЦР проводили од-
ношаговым методом с помощью набора «Био-
Мастер ОТ-ПЦР SYBR Blue» («Биолабмикс», 
Россия) в соответствии с инструкцией про-
изводителя. Условия обратной транскрип-
ции: температура – 45 °С, время – инкубации 
10 мин, количество циклов – 1.

Последовательности праймеров были по-
добраны с помощью программы DNASTAR 
Lasregene, PrimerSelect. Для оценки экспрес-
сии гена  SLCO1B1 использовали следую-
щие праймеры: 5′-GGTGAATGCCCAAGAGA
TGAG-3′ (прямой) и 5′-TGGAAACCCAGTGC
AAGTGATT-3′ (обратный) («Евроген», Россия). 
В качестве референсного гена, относительно 
экспрессии которого вычислялась экспрес-
сия  SLCO1B1, был выбран ген, кодирую-
щий глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназу
(GAPDH), и следующие праймеры: 5′-GTCC
CTCTGACTTCAACAGCG-3′ (прямой) и 5′-AC
CACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3′ (обратный) 
(«Евроген»). Анализ проводили при следую-
щих условиях температурных циклов: денату-
рация  – нагрев реакционной смеси до  95 °С 
в течение 10 с, затем охлаждение  – 10 с при 
53 °С и элонгация – 72 °С при 30 с. Число ци-
клов  –  40. Для работы использовались про-
бирки объёмом 0,2 мл в стрипах по 8  штук 
(«Axygen», США). Анализ проводился на ам-
плификаторе нуклеиновых кислот Applied 
Biosystems Quant Studio 5 с гибридизационно-
флуоресцентной детекцией продуктов ПЦР в 
режиме реального времени («Life Technologies 
Holdings Pte.  Ltd.», Сингапур) с программным 
обеспечением QuantStudio Design and Analysis. 
Расчёт уровня экспрессии  SLCO1B1 отно-
сительно референсного гена был осущест-
влён с помощью программного обеспечения 
LinRegPCR  v.11.0 (Heart failure research center, 
Нидерланды).

Вестерн-блоттинг. Синтез белка OATP1B1 
в полученной клеточной линии HEK293-
OATP1B1 был подтверждён методом вестерн-
блоттинга. Клетки культивировали в 6-луноч-
ных планшетах («Corning»). После образо-
вания монослоя их снимали с лунок рас-
твором трипсин–ЭДТА (0,25% трипсина и 
0,2% ЭДТА; «Sigma-Aldrich», США). Получен-
ные клетки лизировали при помощи буфера 
NP40 («Thermo Fisher Scientific», США) с ин-
гибиторами протеаз («Sigma Aldrich», США; 
S8820-2TAB) из расчёта 100 мкл буфера на 
107  клеток в течение 30 мин при 4 °C. Каждые 
10 мин образцы перемешивали на встряхива-
теле Vortex («Heidolph», Германия). Концен-
трацию белка в пробах определяли по методу 
Бредфорда  [12]. Интенсивность окраски оце-
нивали на спектрофотометре «SmartSpec Plus» 
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(«Bio-Rad», США) при длине волны 595 нм. 
Далее, по  20 мкг каждого образца подвергали 
электрофорезу в 10%-ном полиакриламидном 
геле с использованием TGX Stain-Free FastCast 
Acrylamide Kit («Bio-Rad») в буферной системе 
Laemmli («Bio-Rad») и переносили на нитро-
целлюлозную мембрану («Bio-Rad») с разме-
ром пор 0,2 мкм методом полусухого переноса 
при помощи прибора Transblot («Bio-Rad»). 
Затем мембраны на 1 ч помещали в раствор 
казеина («Bio-Rad»), после чего инкубировали 
с первичными поликлональными кроличь-
ими антителами OATP2 Polyclonal Antibody 
(«Invitrogen»; PA5-113548; разведение 1 : 2000) 
в течение ночи при 4 °C. После инкубации с 
первичными антителами мембрану промыва-
ли Tris-солевым буферным раствором («Bio-
Rad»), после чего инкубировали 1 ч при ком-
натной температуре с вторичными антителами 
Goat anti-Rabbit IgG (H + L) Cross-Adsorbed Sec-
ondary Antibody, HRP («Invitrogen»; 31462; раз-
ведение 1 : 4000). Белки визуализировали с по-
мощью системы Chemi Doc XRS+ («Bio-Rad»). 
Количество OATP1B1 оценивали относительно 
содержания глицеральдегид-3-фосфатдегидро-
геназы GAPDH (первичные антитела GAPDH 
Loading Control Monoclonal Antibody  (GA1R), 
(«Invitrogen»; MA5-15738; разведение 1 : 1000)); 
вторичные антитела  – Rabbit anti-Mouse IgG 
(H + L) Secondary Antibody, HRP («Invitro-
gen»; 31450; разведение 1 : 4000). Интенсив-
ность окраски полос оценивали денситомет-
рически с использованием программного обес-
печения ImageLab («Bio-Rad»).

Конфокальная микроскопия. Мембранная 
локализация OATP1B1 была подтверждена кон-
фокальной микроскопией. По 105 клеток линии 
HEK293-OATP1B1 высевали на 35-мм чашку со 
стеклянным дном, на следующие сутки изучали 
клетки с использованием микроскопа Nikon 
TE2000-U, оснащенного конфокальной скани-
рующей системой DCS-120 с детектором PMC-
100 («Becker&Hickl», Германия). Получали се-
рии оптических срезов с шагом в 1 мкм.

Транспортные эксперименты. Активность 
OATP1B1 в трансфицированных клетках 
HEK293-OATP1B1 оценивали по проникно-
вению внутрь клеток субстрата транспортёра 
аторвастатина («Sigma-Aldrich», Германия). 
Аторвастатин  (3,1 мг) растворяли в 600 мкл 
диметилсульфоксида (ДМСО; «ПанЭко», Рос-
сия) и доводили объём до 2,5 мл транспортной 
средой (сбалансированный солевой раствор 
Хэнкса («Sigma-Aldrich», Германия), содер-
жащий 25 мМ  Hepes (рН 7,4) и 1% диметил-
сульфоксида). Полученный раствор последо-
вательно разводили транспортной средой до 

концентрации 1 мкМ. В  качестве контроля ис-
пользовали интактные клетки HEK293. Непо-
средственно перед проведением транспорт-
ного эксперимента клетки однократно промы-
вали нагретой до  37 °C транспортной средой. 
Затем к клеткам добавляли транспортную 
среду, содержащую аторвастатин в конечной 
концентрации 1 мкМ. Для ингибирования 
функциональной активности  OATP1B1 перед 
проведением транспортного эксперимента 
клетки НЕК293-OATP1B1 преинкубировали 
со 100  мкМ рифампицина («Spectrum Chem-
ical Mfg.  Corp.», CША), являющегося инги-
битором транспортёра, в течение 15 мин при 
37 °С, после чего рифампицин удаляли из лун-
ки и добавляли смесь рифампицина (100 мкМ) 
и аторвастатина (1 мкМ). Клетки инкубиро-
вали в течение 5, 15, 30, 45 и  60 мин. Реак-
цию останавливали удалением транспортной 
среды, содержащей тестируемое вещество, и 
немедленной промывкой клеток 500 мкл охлаж-
дённой транспортной среды.

Для описания кинетики активности 
OATP1B1 и выбора оптимальной концентра-
ции в созданной клеточной линии выполняли 
эксперименты с разными концентрациями 
аторвастатина (0,1; 1; 10 и 50 мкМ).

После остановки транспорта клетки три-
жды промывали 500  мкл холодного фосфат-
ного буфера («ПанЭко», Россия). Лизис клеток 
осуществляли 3-кратным циклом заморажи-
вания-размораживания (клетки заморажи-
вали при –80 °C, затем размораживали при 
комнатной температуре). Концентрацию об-
щего белка в пробах анализировали по методу 
Бредфорда  [12] с помощью коммерческого на-
бора Pierce Coomassie Plus Bradford Assay Kit 
(«ThermoFisher», США). Интенсивность окрас-
ки оценивали на спектрофотометре «SmartSpec 
Plus» («Bio-Rad») при длине волны 595 нм.

Высокоэффективная жидкостная хромато-
графия и тандемная масс-спектрометрия (ВЭЖХ-
МС/МС). Концентрацию аторвастатина в 
лизате клеток определяли методом ВЭЖХ- 
МС/МС по ранее описанному и валидиро-
ванному методу  [13] на высокоэффективном 
жидкостном хроматографе Ultimate  3000 («Ther-
mo Fisher») с тандемным масс-селективным 
детектором TSQ  Fortis («ThermoFisher»), гра-
диентным насосом, дегазатором и автосемпле-
ром. Полученные результаты обрабатывались с 
помощью программного обеспечения «Thermo 
Scientific Xcalibur» (ver.  4.2.47). Нижний пре-
дел количественного определения для атор-
вастатина составил 0,5 нмоль/литр. Линей-
ность метода была подтверждена в диапазоне 
0,5–200 нмоль/литр.

7*
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Рис. 2. Флуоресценция НЕК293-OATP1B1. На рисунке приведена серия оптических срезов с шагом 1 мкм. Цифрами 
обозначены номера срезов. Локализация EGFP преимущественно в перинуклеарной области и на клеточной мем-
бране, что соответствует синтезу и встраиванию в мембрану клетки химерного белка OATP1B1–EGFP. Масштабный 
отрезок – 20 мкм

Статистический анализ полученных резуль-
татов. Статистический анализ проводился с 
использованием программы GraphPad Prism 
версии  8.1.2. («GraphPad Software», США). 
Полученные данные представлены как среднее 
арифметическое ± стандартное отклонение. 
Различия между группами определяли с помо-
щью дисперсионного анализа  (ANOVA) с по-
следующим применением теста Даннетта при 
сравнении более чем двух групп и непарного 
t-критерия Стьюдента  – при сравнении двух 
групп. Значения p < 0,05 считались статисти-
чески значимыми. Кинетические парамет-
ры  Km (константа Михаэлиса) и Vmax (макси-
мальная скорость поглощения) рассчитывали 
с использованием уравнения конкурентного 
ингибирования.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Клетки линии HEK293 трансфицировали 
плазмидой pEGFP-N1-SLCO1B1. Целевой бе-
лок экспрессировался в виде полипептида сли-
яния с EGFP на С-конце.

Через 48  ч после выполнения трансфек-
ции оценивали ее эффективность с использо-
ванием флуоресцентного микроскопа. В сред-
нем ~70% клеток экспрессировали EGFP. Для 
получения стабильной клеточной линии про-
изводили селекцию с использованием G-418 в 
концентрации 500 мкг/мл.

Трансфицированные EGFP-экспрессирую-
щие клетки отбирали методом предельных 
разведений. Выбранный клеточный клон 
НЕК293-OATP1B1 в течение месяца наблюде-
ния сохранял флуоресценцию, что свидетель-
ствовало об интеграции плазмиды в геном. 
На  рис.  2 приведена серия оптических срезов 
клеток НЕК293-OATP1B1, полученная мето-
дом конфокальной микроскопии. Отмеча-
лась преимущественно мембранная локали-
зация  EGFP, что указывает на встраивание 
транспортёра OATP1B1 в клеточную мембрану. 

Также накопление флуорохрома наблюдалось 
вблизи ядра, предположительно, в области 
эндоплазматического ретикулума и аппарата 
Гольджи, что, вероятно, связано с синтезом 
и транслокацией белка. Менее интенсивная 
флуоресценция выявлялась в цитоплазме клет-
ки, что может указывать на расщепление сли-
того полипептида. При оценке стабильности 
полученной клеточной линии было показано, 
что НЕК293-OATP1B1 стабильно экспресси-
рует функционально активный  OATP1B1 в 
течение 10  пассажей. Клон был размножен и 
использован для дальнейшей характеристики.

На следующем этапе исследования была 
оценена экспрессия гена  SLCO1B1 в получен-
ной клеточной линии. Было показано, что 
экспрессия мРНК  SLCO1B1 в созданной кле-
точной линии HEK293-OATP1B1 существен-
но превышает данный показатель в нативных 
клетках  HEK293, что подтверждает экспрес-
сию рекомбинантного гена (рис. 3).

Рис. 3. Относительная представленность ампли-
конов гена  SLCO1B1 в клетках линий HEK293 и 
HEK293-OATP1B1 по результатам количественного 
ОТ-ПЦР-анализа в реальном времени
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Рис. 4. Относительное содержание OATP1B1 в образцах 
лизатов клеток HEK293-OATP1B1, HEK293 и HepG2 по 
результатам вестерн-блот-анализа. Цифрами обозна-
чены номера дорожек: 1  – НЕК293-OATP1B1 (20  мкг 
белка в лизате клеток), 2  – НЕК293-OATP1B1 (10  мкг), 
3 – НЕК293-OATP1B1 (5 мкг), 4 – HEK293 (20 мкг), 5 – 
HepG2 (20 мкг)

Рис. 5. Специфическая активность OATP1B1 в клетках 
линии НЕК293-OATP1B1. а  –  Проникновение аторва-
статина (1 мкМ) в клетки НЕК293 и НЕК293-OATP1B1; 
б  –  проникновение аторвастатина в клетки НЕК293 и в 
клетки НЕК293-OATP1B1 в присутствии 100 мкМ рифам-
пицина. * р < 0,05 – статистически значимые отличия по 
сравнению с показателями клеток HEK293

Относительное количество OATP1B1 в ли-
затах клеток оценивали методом вестерн-блот-
анализа. Интактные клетки линии НЕК293 
не содержали OATP1B1 (отсутствовали спе-
цифические полосы на мембране), в отличие 
от образцов клеток линии НЕК293-OATP1B1. 

Полоса образцов из НЕК293-OATP1B1 распо-
лагалась на 30 кДа выше, чем полоса образцов 
клеток линии HepG2 (гепатоцеллюлярная кар-
цинома), которые были использованы в каче-
стве позитивного контроля, что свидетельству-
ет о том, что OATP1B1 синтезировался в виде 
слитого с EGFP полипептида (рис. 4).

Стоит отметить, что, по данным вестерн-
блоттинга, в клетках HEK293-OATP1B1 на-
блюдается незначительное расщепление слит-
ного белка до исходного OATP1B1  (рис. 4). 
Данный факт может объяснять попадание 
ЕGFP во внутренние компартменты клетки.

На заключительном этапе исследования 
была оценена специфическая активность 
OATP1B1 в клетках линии НЕК293-OATP1B1. 
В  качестве субстрата OATP1B1 использовал-
ся аторвастатин в концентрации 1 мкМ. Про-
никновение аторвастатина внутрь клеток 
НЕК293-OATP1B1 на всех временны х точ-
ках эксперимента (5, 15 и  30 мин) достовер-
но превышало проникновение субстрата в 
интактные клетки НЕК293  (рис. 5, а). Обра-
ботка клеток ингибитором OATP1B1 рифам-
пицином в концентрации 100 мкМ приводи-
ла к снижению транспорта аторвастатина в 
клетки НЕК293-OATP1B1 до уровня интакт-
ных  НЕК293 на всех временны х точках экс-
перимента (рис. 5, б).

Полученные данные свидетельствуют о 
том, что OATP1B1 в созданной клеточной ли-
нии НЕК293-OATP1B1 является функциональ-
но активным. При этом максимальная ско-
рость транспорта аторвастатина наблюдалась 
через 5  мин и затем постепенно снижалась. 
Поэтому для дальнейших исследований исполь-
зовали время инкубации 5 мин. Для описания 
кинетики активности OATP1B1 в созданной 
клеточной линии выполняли эксперименты с 
разными концентрациями аторвастатина (0,1; 

Рис. 6. Зависимость проникновения аторвастатина внутрь 
клеток от его концентрации
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1; 10 и 50 мкМ). При расчёте константы Миха-
элиса (Km) и скорости реакции при насыщении 
фермента субстратом  (Vmax) были получены 
следующие результаты: Km = 1,03 ± 0,67  мкМ; 
Vmax = 7,42 ± 0,93 пмоль·мг–1·мин–1 (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Создание клеточной линии, селективно 
экспрессирующей важнейший транспортный 
белок  OATP1B1, позволит решить ряд задач 
по изучению механизмов его работы и оценке 
его роли в транспорте эндогенных молекул, а 
также тестировать лекарственные вещества на 
принадлежность к его субстратам, индукто-
рам и ингибиторам in vitro, что необходимо для 
прогнозирования развития межлекарственных 
взаимодействий с участием OATP1B1.

Клетки HEK293 характеризуются низкой 
эндогенной экспрессией транспортёров, в том 
числе OATP1B1, что позволяет рассматривать 
их как оптимальную культуру для получения 
модельной линии для гиперэкспрессии целе-
вого гена  [14]. Также преимуществами клеток 
HEK293 являются высокая эффективность 
трансфекции, быстрая скорость роста и про-
стота поддержания культуры, а также и спо-
собность осуществлять правильный фолдинг 
целевого белка [15].

Целевой ген был введён в клетки HEK293 
в составе плазмиды pEGFP-N1-SLCO1B1, 
обеспечивающей экспрессию OATP1B1, сли-
того с EGFP на С-конце. Затем была про-
ведена селекция с использованием G-418 и 
отбор клонов с интегрированной в геном гене-
тической конструкцией методом предельных 
разведений. При нелегитимной рекомбина-
ции экспрессионный вектор встраивается в 
случайное место в геноме. В  результате этого 
большинство клонов, экспрессирующих це-
левой продукт, могут быть нестабильны или 
обеспечивать низкий выход белка. Выделение 
стабильных клонов клеток, экспрессирующих 
рекомбинантный белок с высоким выходом, 
является ключевой задачей в разработке ста-
бильной клеточной линии.

В данной работе значительная часть кло-
нов выживала в среде с антибиотиком, однако 
не обладала способностью к флуоресценции. 
Вероятно, в таких клонах интеграция плазми-
ды произошла с нарушением структуры гена 
слитого белка. Так как ген  EGFP находится 
после  SLCO1B1 в той же рамке считывания, 
появление зеленой флуоресценции указывает 
на экспрессию целевого гена. Использование 
флуоресцентной метки облегчает селекцию, 

что позволило нам получить стабильно экс-
прессирующие белок клоны даже при транс-
фекции небольшой исходной популяции 
(104 клеток).

Ранее в работе, где была получена ли-
ния  HEK293, транзиентно экспрессирую-
щая  SLCO1B1, было показано, что использо-
вание EGFP в качестве С-концевой метки не 
препятствует функциональности белка. Так, 
установлено, что при временно й экспрессии 
такого химерного белка в клетках HEK293 по-
глощение эстрон-3-сульфата возросло более, 
чем в 6  раз по сравнению с нативными клет-
ками [16]. 

В полученной клеточной линии флуо-
ресцентная метка была локализована пре-
имущественно на клеточной мембране, а 
рекомбинантный OATP1B1 обладал функ-
циональной активностью. В  исследовании 
поглощения аторвастатина были получены 
следующие значения константы Михаэлиса и 
скорости реакции: Km = 1,03 ± 0,67 мкМ; Vmax =
= 7,42 ± 0,93  пмоль·мг–1·мин–1. Полученные 
значения активности OATP1B1 в созданной 
клеточной линии соответствуют показателям, 
полученным другими авторами: в работе 
Karlgren et al. [17] значение Km составляло 0,77 ± 
± 0,24 мкM, а Vmax – 6,61 ± 1,24 пмоль·мг–1·мин–1; 
в рабо те Amundsen  et  al.  [18] были получе-
ны значения Km = 0,93 ± 0,23  мкM и  Vmax =
= 3,84 ± 0,27 пмоль·мг–1·мин–1.

Таким образом, функционально активный 
транспортёр OATP1B1 стабильно экспрессиру-
ется в созданной клеточной линии. Эта систе-
ма экспрессии может быть использована для 
изучения работы OATP1B1 и в качестве модели 
для тестирования лекарственных веществ и 
оценки возможности межлекарственных взаи-
модействий, осуществляющихся через данный 
транспортёр. Полученная линия доступна для 
исследований по запросу. Также представля-
ет интерес возможность введения мутаций в 
ген SLCO1B1 вектора pEGFP-SLCO1B1. Полу-
ченная таким путём транзиентная или посто-
янная клеточная линия может использоваться 
для изучения полиморфизмов SLCO1B1, для 
оценки их влияния на эффективность и воз-
можные побочные эффекты приёма лекар-
ственных препаратов, что является шагом к 
разработке персонализированной медицины.
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GENERATION OF A CELL LINE SELECTIVELY PRODUCING 
THE FUNCTIONALLY ACTIVE OATP1B1 TRANSPORTER

M. S. Kotliarova1, A. V. Shchulkin2, P. D. Erokhina2, P. Y. Mylnikov2, E. N. Yakusheva2, 
N. I. Nadolinskaia1, M. V. Zamakhaev1, and A. V. Goncharenko1*

1 Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology”, 
Russian Academy of Sciences, 119071 Moscow, Russia; e-mail: pylaevanna@gmail.com

2 Ryazan State Medical University named after Academician I. P. Pavlov, 390026 Ryazan, Russia

The solute carrier organic anion transporter family member OATP1B1 is one of the most important transporter 
proteins which mediate the penetration of many endogenous substances and xenobiotics into hepatocytes. 
A model system providing the expression of the functional protein is needed to assess the interaction 
of OATP1B1 with various substances. Based on HEK293 cells, we obtained the HEK293-OATP1B1 cell 
line, permanently expressing the SLCO1B1 gene encoding the OATP1B1 transporter. Expression of the 
SLCO1B1 gene was confirmed by real-time PCR analysis and immunochemically. The functionality 
of the transporter was assessed by the transport of atorvastatin, which is a substrate of OATP1B1. Cells 
of the resulting cell line, which selectively express the functionally active recombinant OATP1B1 transporter, 
can be used to study its function and to test drugs for belonging to substrates, inducers, and inhibitors 
of OATP1B1 to assess the risks of drug-drug interactions.

Keywords: transporter proteins, SLCO1B1, OATP1B1, HEK293, transfection, plasmid, drug-drug interactions
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Ангиотензин-превращающий фермент  2 (ACE2) является основным клеточным рецептором для 
опасных сарбековирусов SARS-CoV и SARS-CoV-2. Его рекомбинантный внеклеточный домен 
используется для мониторинга уровня протективного гуморального иммунного ответа на ви-
русную инфекцию или вакцину методом суррогатного вирус-нейтрализующего теста (сВНТ). 
Растворимый ACE2 также рассматривается как вариант антивирусной терапии, потенциально 
нечувствительной к изменениям шиповидного белка SARS-CoV-2. Для широкого тестирования 
методом сВНТ необходимо использовать препараты ACE2 или его конъюгатов с постоянными 
свойствами. Ранее нами была получена клеточная линия – продуцент растворимого мономерного 
ACE2, и было показано, что такой вариант ACE2 может быть использован в сВНТ, предпочтитель-
но в форме конъюгата с пероксидазой хрена (HRP). Для получения стабильной и универсально 
применимой формы растворимого ACE2 была получена клеточная линия – продуцент слитного 
белка ACE2-Fc с высокой продуктивностью, более 150 мг/л целевого белка при культивировании 
в перемешиваемой колбе. Аффинно очищенный ACE2-Fc представляет собой смесь димерной 
и тетрамерной форм, но позволяет получать линейные кривые ингибирования антителами ком-
плексообразования с рецептор-связывающим доменом шиповидного белка SARS-CoV-2. Система 
тестирования сВНТ на основе ACE2-Fc-HRP может быть использована для практического измере-
ния уровней вирус-нейтрализующих антител в отношении различных циркулирующих вариантов 
вируса SARS-CoV-2. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ангиотензин-превращающий фермент  2, SARS-CoV-2, сВНТ, вирус-нейтрализа-
ция, протективный иммунитет.

DOI: 10.31857/S0320972523090075, EDN: WTUYAA

Принятые сокращения: ВНА  – вирус-нейтрализующие антитела; ВНТ  – вирус-нейтрализующий тест; мкАт  – 
моноклональное антитело; сВНТ – суррогатный вирус-нейтрализующий тест; ACE2 – ангиотензин-превращающий 
фермент 2; CHO  – линия клеток яичника китайского хомячка; Fc  – кристаллизуемый фрагмент иммуноглобулина; 
HRP – пероксидаза хрена; IC50 – концентрация, вызывающая ингибирование на 50%; MALS – многоугловая детек-
ция рассеяния света; MTX – метотрексат; PBS – фосфатно-буферизованный раствор; RBD – рецептор-связывающий 
домен; SARS-CoV-2 – коронавирус 2, вызывающий тяжёлый острый респираторный синдром.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Ангиотензин-превращающий фермент 2 че-
 ловека (АПФ2, ACE2, EC  3.4.17.23) – это 
трансмембранный белок с коротким внутри-
клеточным доменом, обладающий свойствами 
цинк-зависимой металлопротеазы и экспрес-
сирующийся на поверхности клеток многих 
тканей, в том числе и эпителия дыхательных 
путей. Мембранно-связанная форма ACE2 под 
действием протеазы ADAM17 (дезинтегрин и 
металлопротеиназный домен  17) превращает-
ся в растворимый ACE2  [1], который активно 

расщепляет сосудосуживающий пептид ангио-
тензин  II до сосудорасширяющего пептида 
ангиотензин 1–7 и быстро покидает кровоток с 
периодом полувыведения около 3  ч  [1]. Мем-
бранно-связанный ACE2 является основным 
клеточным рецептором для опасных сарбеко-
вирусов SARS-CoV (коронавирус, вызываю-
щий тяжёлый острый респираторный синдром) 
и SARS-CoV-2, а также для альфакоронави-
руса HCoV-NL63, вызывающего сезонные ин-
фекции дыхательных путей [2].

Достигнутый коллективный защитный им-
мунитет к пандемическому вирусу SARS-CoV-2 
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основан на возникновении у вакцинирован-
ных или переболевших вирус-нейтрализую-
щих антител (ВНА), которые в основном состо-
ят из антител к рецептор-связывающему домену 
(RBD) шиповидного (S) белка вируса, препят-
ствующих его связыванию с ACE2. Уровень 
ВНА ограниченно коррелирует с уровнем сы-
вороточного иммуноглобулина G (IgG) к RBD 
или S-белку; из общего титра IgG, определяе-
мого по ИФА (иммуноферментному анализу), 
нельзя предсказать уровень ВНА [3].

Поскольку уровень антител к S-белку и 
уровень ВНА после вакцинации или инфекции 
постепенно снижаются, в будущем возможно 
повторное распространение новых вариантов 
SARS-CoV-2, что может иметь эпидемиологи-
ческие последствия. Регулярное измерение 
уровней ВНА при помощи вирус-нейтрали-
зующих тестов (ВНТ) позволит своевременно 
выявлять потерю ВНА в общей популяции 
либо выборках вакцинированных или пере-
болевших лиц, при этом тестирование может 
проводиться против текущих циркулирующих 
вариантов вируса, всё более отличающихся от 
исходного варианта 2019 г.

Золотым стандартом ВНТ считается тест на 
нейтрализацию бляшкообразования (PRNT): 
культуру лабораторно адаптированного изучае-
мого вируса добавляют к чувствительным клет-
кам и затем подсчитывают число вирус-инду-
цированных бляшек в монослое. Уровнем ВНА 
назначают максимальное разведение тестируе-
мой сыворотки крови, для которого сниже-
ние числа бляшек составило более 50%. Тест 
PRNT, таким образом, является полуколиче-
ственным. Исследования патогенных для че-
ловека вирусов в таком формате крайне слож-
ны и требуют применения мер обеспечения 
биобезопасности высокого уровня  [4]. Живой 
вирус может быть заменён псевдотипирован-
ным с репортёрным геном, такой тест (пВНТ) 
уже может проводиться в условиях BSL-2  [5], 
но его трудоёмкость всё ещё очень высока, и 
он не может проводиться как рутинный в кли-
нических и диагностических лабораториях.

Суррогатный ВНТ (сВНТ) обычно про-
водится как конкурентный ИФА с детекцией 
количества комплекса RBD : ACE2, уровнем 
ВНА считают разведение сыворотки, при ко-
тором взаимодействие RBD с ACE2 падает 
вдвое  (ID50). Один из наиболее распростра-
нённых наборов для сВНТ, cPass [6] производ-
ства компании «Genscript» (США), использует 
мономерный ACE2 в качестве первого слоя и 
конъюгат RBD с пероксидазой хрена (HRP) 
в качестве верхнего слоя. Другие варианты 
сВНТ используют RBD как первый слой и 

биотинилированный ACE2 как верхний слой 
ИФА. Ранее нами было предложено проводить 
сВНТ при использовании RBD для первого 
слоя и конъюгата ACE2-HRP для верхнего 
слоя  [7]. Такой вариант сВНТ был пригоден 
для построения линейной зависимости уровня 
ингибирования взаимодействия RBD : ACE2 
от концентрации исследуемой сыворотки, что 
существенно уменьшает необходимое число 
разведений тестируемых образцов для опре-
деления уровня ВНА и упрощает расчёт 
концентрации, вызывающей ингибирование 
на 50% (IC50).

Мономерный ACE2, изготавливаемый для 
использования в качестве диагностического 
реагента, обычно содержит на C-конце белка 
гексагистидиновый кластер; такой реагент не 
может участвовать в образовании мультимер-
ных комплексов, но может быть менее стаби-
лен при хранении, чем димерный ACE2-Fc 
(слитный белок внеклеточного домена ACE2 
и кристаллизуемого фрагмента IgG).

Для сВНТ, построенного на ингибирова-
нии образования комплексов ACE2 : RBD на 
поверхности микрочастиц и детекции трёх-
слойных комплексов проточной цитометрией, 
было показано, что димерный ACE2-Fc прак-
тически непригоден для получения кривых 
ингибирования комплексообразования ACE2 
и RBD вирус-нейтрализующими монокло-
нальными антителами (мкАт) или антителами 
из сывороток крови. Мы предположили, что 
в случае обычного формата сВНТ в форме 
конкурентного ИФА конъюгат димерного 
ACE2-Fc с HRP будет эквивалентен конъюгату 
мономерного ACE2. Димерный ACE2-Fc, как 
и другие слитные с Fc рекомбинантные белки, 
потенциально может быть получен в больших 
количествах в стабильно трансфицированных 
клетках CHO (линия клеток яичника китай-
ского хомячка) и использован для изготовле-
ния реактива для сВНТ с постоянными свой-
ствами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Молекулярное клонирование. Ген, кодирую-
щий слитный полипептид ACE2-Fc, содер-
жащий внеклеточный домен ACE2 (амино-
кислотные остатки 319–541) с природным 
сигнальным пептидом (а.о. 1–14) и кристал-
лизуемый фрагмент (Fc) человеческого IgG1, 
собирали на основе плазмиды pTF-ACE2s  [7], 
которая кодирует растворимый АСЕ2 и де-
понирована нами в репозиторий Addgene 
(plasmid #162786, рис. 1).
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Рис. 1. Схема экспрессионной конструкции pTF-ACE2s-Fc (а), схема экспрессируемого слитного белка (б), дина-
мика удельной продуктивности клеток после проведения селекции и при амплификации трансгена под действием 
метотрексата (MTX) (в), кривая накопления ACE2-Fc при длительном культивировании (г). Обозначения: pUC ori – 
область начала репликации плазмиды pUC; bla  – открытая рамка считывания бета-лактамазы; bla pr  – промотор 
гена bla; EBVTR  – фрагмент конкатемера терминальных повторов вируса Эпштейна–Барр человека; CHO EF1α 
UFR – область, фланкирующая ген фактора элонгации трансляции 1 альфа китайского хомячка «выше по течению»; 
TATA – ТАТА-бокс; intron 1 – интрон 1 гена фактора элонгации трансляции 1 альфа китайского хомячка; Kozak – 
синтетическая консенсусная последовательность Козак; SP – область, кодирующая сигнальный пептид гена ACE2; 
ACE2s – открытая рамка считывания внеклеточного домена ACE2; EMCV IRES – внутренний сайт связывания ри-
босом вируса энцефаломиокардита лошадей; DHFR – открытая рамка считывания дигидрофолатредуктазы мыши; 
CHO EF1α DFR – область, фланкирующая ген фактора элонгации трансляции 1 альфа китайского хомячка «ниже 
по течению», включающая терминатор, сигнал полиаденилирования и 3′-нетранслируемую область этого гена. 
Стрелками указаны направления транскрипции генов. На панели (б) существующие остатки Cys обозначены белым 
шрифтом, замены – чёрным шрифтом. Синие фрагменты  – известные сайты N-гликозилирования, тёмно-синий 
фрагмент  – сайт O-гликозилилирования. AS  – линкерный дипептид, связывающий ACE2 и Fc-фрагмент. Планки 
погрешностей здесь и далее соответствуют стандартному отклонению, статистические различия по критерию Стью-
дента, n = 2, * р < 0,05; ** р < 0,01; ns: р > 0,05

Последовательность, кодирующую фраг-
мент Fc IgG1 человека с аминокислотными 
заменами C220S, C226S, C229S, N297H (нуме-
рация по Каббату), получали методом ПЦР 
с использованием смеси полимераз Encyclo 
(«Евроген», Россия), плазмиды p1.1-Tr2-V-
RBDv2-Fc  [8] в качестве матрицы, прайме-
ров AD-FcNheF (5′-AGCTAGCGAGCCCAAG
AGCAGCGAT-3′) и AD-FcNheR (5′-CGCTA
GCTACTTACCAGGACTAAGAG-3′), содержа-
щих добавленные последовательности для 
узнавания эндонуклеазой NheI. Продукт ПЦР 

размером 712 п.н. выделяли из 1%-ного агароз-
ного геля набором PCR Clean-Up System («Ев-
роген»), клонировали в вектор pAL2-T («Ев-
роген») с образованием плазмиды pAL2-Fс, 
верифицировали нуклеотидную последова-
тельность методом секвенирования, выреза-
ли фрагмент NheI-NheI размером 704 п.н. 
и лигировали с плазмидой pTF-ACE2s, ре-
стрицированной той же эндонуклеазой. По-
скольку открытая рамка считывания (ОРС) 
фрагмента Fc включала стоп-кодон, С-кон-
цевые тэги вектора рТF не транслировались. 
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Ориентацию вставки определяли методом 
ПЦР с колоний с использованием праймера к 
pTF-sACE2s SQ-ACE1512-F  [7] и AD-FcNheR. 
Полученные плазмиды pTF-sACE2-Fc секве-
нировали с тех же праймеров и использовали 
для трансфекции клеток CHO. Для выделе-
ния плазмид использовали наборы Plasmid 
Miniprep и Plasmid Midiprep 2.0 («Евроген»).

Получение поликлональных линий-проду-
центов. Клетки линии СНО 4BGD  [9] вели 
в культуральной среде ProCHO5 («Lonza», 
Швейцария) с добавлением 8 мМ глутамина 
в виде смеси добавок глутамина и аланилглу-
тамина («ПанЭко», Россия). Проводили тран-
сфекцию методом электропорации на аппарате 
Neon («Invitrogen», США) в режиме 1700 В, 
10 мс, в соотношении 60 мкг ДНК/10 млн кле-
ток. Получали стабильную линию в присут-
ствии селекционного агента MTX в концентра-
ции 200 нМ с пассированием каждые 3–7 дней 
до восстановления жизнеспособности клеток 
более 90%, после этого увеличивали концен-
трацию MTX до 2 мкМ и вели пассирование до 
восстановления жизнеспособности выше 85%, 
затем повторяли амплификацию при концен-
трации MTX 8 мкМ. Измерение концентрации 
ACE2-Fc в культуральной среде проводили при 
помощи ИФА с антителом и конъюгатом анти-
тела к Fc-фрагменту IgG1 человека («ХЕМА», 
Россия). В качестве калибратора концентра-
ции использовали мкАт IgG1 человека, затем – 
очищенный ACE2-Fc. Все количественные 
данные в статье приведены для калибратора 
ACE2-Fc.

Культивация линии для препаративной нара-
ботки белка проводилась в 30 мл среды ActiPro 
Medium («Cytiva», США) с добавлением 6 мМ 
аланилглутамина, помещённых в перемешивае-
мые колбы Эрленмейера на 125 мл, при 37 °C, 
5% CO2, 155 об./мин и при амплитуде качалки 
12 мм. Поддерживали концентрацию глюкозы 
в среде в районе 22 мМ, при падении рН ниже 
7,00 добавляли 5 М NaOH.

Очистка белка. ACE2-Fc выделяли из 
30–60 мл кондиционированной среды мето-
дом аффинной хроматографии на 1-мл ко-
лонке, содержащей сорбент MabSelect SuRe 
(«Cytiva»), подвижная фаза – 20 мМ Tris-HCl, 
pH 7,5, 150 мМ NaCl, скорость нанесения 
0,5 мл/мин, объём промывки 20 мл после ста-
билизации базовой линии. Элюцию проводи-
ли раствором 50 мМ цитрата натрия, рН 3,2. 
Собранный элюат целевого белка немедлен-
но нейтрализовали раствором Tris-основания 
до  pH 7,0. Нейтрализованный элюат разбав-
ляли 5 объёмами деионизованной воды и нано-
сили на 1-мл анионообменную колонку HiTrap 

Capto Q («Cytiva») на скорости 1 мл/мин. Ко-
лонку промывали раствором 20 мМ фосфата 
натрия, рН 7,4; целевой белок элюировали гра-
диентом концентрации NaCl от 0 до 0,5 М 
в 10  объёмах колонки. Концентрацию очи-
щенного ACE2-Fc определяли при помощи 
УФ-спектрофотометрии, используя раствор 
фильтрата, возникающего при ультрафиль-
трации очищенного белка, в качестве рас-
твора сравнения. Коэффициент поглощения 
при λ = 280 нм для ACE2-Fc был определён по 
аминокислотной последовательности слит-
ного белка и составил 1,78 ОЕ·мл/мг. Раствор 
элюированного ACE2-Fc концентрировали до 
1–2 мг/мл с помощью центрифужных концен-
траторов Vivaspin 30 000 MWCO («Sartorius», 
Германия) и хранили при −70 °С. Конъюги-
рование ACE2-Fc с HRP проводили периодат-
ным методом.

Аналитическая гель-фильтрация ACE2-Fc. 
Олигомерное состояние полученного препа-
рата ACE2-Fc оценивали методом аналитиче-
ской гель-фильтрации на колонке Superdex 200 
10/300 GL («GE Healthcare», США), подвижная 
фаза – фосфатно-буферизованный раствор 
(PBS), скорость потока 0,5 мл/мин. В качестве 
стандартов молекулярной массы использовали 
набор белков производства «GE Healthcare».

ДСН-ПААГ-Электрофорез. Разделение вели 
при концентрации акриламида в разделяю-
щем геле 12,5%, окрашивание проводили при 
помощи коллоидного раствора Кумасси сине-
го. Восстановленный образец получали при 
добавлении дитиотреитола до 20 мМ и прогре-
вании 5 мин при 95 °C непосредственно перед 
электрофорезом.

Определение олигомерного состояния 
ACE2-Fc при помощи детекции многоуглового 
рассеяния (MALS). Разделение форм ACE2-Fc 
вели на колонке Superdex 200 Increase 5/150 GL 
(«Cytiva»), подвижная фаза – 20  мМ фосфата 
натрия, pH 7,4, 100 мМ NaCl. Детекцию вели 
при помощи УФ-детектора на 280 нм и MALS-
детектора miniDAWN («Wyatt Technology», 
США). Расчёт молекулярной массы вели при 
помощи штатного программного обеспечения 
детектора.

Измерение кинетических и равновесных кон-
стант взаимодействия проводили методом по-
верхностного плазмонного резонанса (ППР) на 
биосенсоре iMSPR-Pro («Icluebio», Республика 
Корея). Поверхность сенсорного чипа NTA 
(«Icluebio») насыщали раствором NiCl2 (0,5 мМ, 
150 мкл, 30 мкл/мин), проводили иммобили-
зацию RBD Wuhan (дикий тип) или RBD beta 
(B.1.351) (25 мкг/мл, 150 мкл, 10  мкл/мин в 
обоих случаях), оба варианта RBD содержали 
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на  C-конце 10xHis-кластер и были получены, 
как описано ранее  [7, 8]. Далее в проточную 
ячейку биосенсора вводили ACE2-Fc в концен-
трации от 50 до 300 нМ (150 мкл, 30 мкл/мин) 
в растворе 25 мМ фосфата натрия, рН 7,4, 
150 мМ NaCl. После каждого введения ACE2-Fc 
проводили регенерацию поверхности имидазо-
лом (0,4 М, 150 мкл, 30 мкл/мин). Измерения 
проводили относительно контрольной ячейки, 
в которой на поверхности чипа не иммобили-
зовали RBD, а остальные реагенты вносили так 
же, как в опытную ячейку. Сигнал биосенсора 
измеряли в относительных единицах изме-
рения – RU. Аппроксимацию кинетических 
зависимостей проводили с помощью програм-
мы TraceDrawer  1.9.1 («Ridgeview Instruments», 
Швеция).

Иммуноферментный анализ, сВНТ. Для ко-
личественного анализа содержания ACE2-Fc 
в культуральной жидкости проводили ИФА с 
иммобилизованными мкАт мыши к тяжёлой 
цепи IgG человека (XG36, «Хема», Россия). Для 
всех вариантов ИФА и сВНТ после иммобили-
зации антигена планшеты трижды промывали 
PBS с 0,1%-ным Tween 20 (PBST) и блокирова-
ли 3%-ным раствором БСА («Диа-М», Россия) 
в PBS. Для детекции использовали конъюгат 
антител к тяжёлой цепи IgG человека с HRP 
(T271X, «Хема») в разведении 1 : 20 000. В каче-
стве калибратора использовали гуманизирован-
ное мкАт или очищенный ACE2-Fc с известной 
концентрацией. Исследуемые и контрольные 
образцы анализировали в двух повторностях. 
Детекцию проводили с помощью готового рас-
твора 3,3′,5,5′-тетраметилбензидина гидрохло-
рида («Биотест-системы», Россия), реакцию 
останавливали через 10  мин 5%-ным раство-
ром фосфорной кислоты. Детектировали ин-
тенсивность окраски при 450 нм.

Для оценки способности ACE2-Fc связы-
вать RBD S-белка коронавируса SARS-CoV-2 
проводили ИФА, иммобилизуя в ячейках им-
мунологического микропланшета полученный 
ACE2-Fc в количестве 200 нг/лунку в PBS. Для 
детекции использовали конъюгат RBD-HRP [7].

Для определения уровня ВНА в лунках 
микропланшета иммобилизовали RBD SARS-
CoV-2 дикого типа или варианта бета по 20 нг 
на лунку в растворе 50 мМ карбоната натрия, 
pH 9,4. Анализируемые образцы сывороток 
крови, полученных от доноров-реконвалесцен-
тов в 2020–2021 гг. [7], разводили в 1%-ном 
БСА в PBS в диапазоне 1 : 20–1 : 160, вносили 
по 50 мкл в лунки микропланшета и инку-
бировали в течение 30 мин при 37 °C, а затем 
добавляли конъюгат ACE2-Fc-HRP в концен-
трации 312,5 нг/мл и инкубировали ещё 1 ч 

при 37 °C. Лунки пять раз промывали PBST. 
Вносили раствор субстрата и инкубировали 
микропланшеты ровно 10 мин при комнатной 
температуре (+25 ± 2 °C). Реакцию останавли-
вали 100 мкл 5%-ной ортофосфорной кислоты 
и измеряли оптическую плотность при 450 нМ. 
Расчёт IC50 проводили, как указано в работе 
Колесова и соавт. [7].

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Для получения рекомбинантного ACE2-Fc 
нами была использована ОРС негликозилиро-
ванного Fc-фрагмента IgG1 человека с заме-
ной остатков Cys, образующих межцепочечные 
S-S связи, на остатки Ser. Такой Fc-фрагмент 
образует нековалентную димерную структу ру и 
пригоден для стандартной аффинной очистки 
при помощи протеин  А-сефарозы (рис. 1,  б). 
Векторную плазмиду pTF-ACE2s-Fc трансфи-
цировали в клетки линии CHO 4BGD, про-
водили первичную селекцию стабильно тран-
сфицированных клеток, а затем увеличивали 
их продуктивность при помощи двух шагов 
геномной амплификации в присутствии 2 и 
8 мкМ MTX. Только первый шаг амплифика-
ции привёл к увеличению общей продуктив-
ности клеток от 0,6 ± 0,1 до 24 ± 0,9 мг/л целе-
вого белка за 3 дня культивирования (рис. 1, в), 
дальнейшее увеличение концентрации MTX 
привело к небольшому падению концентра-
ции целевого белка в среде, что может соответ-
ствовать достижению максимально возможной 
удельной продуктивности клеток для данного 
белка. Полученная нами пиковая концентра-
ция ACE2-Fc (рис. 1, д) в среде – 154 мг/л – 
существенно превосходит опубликованные 
ранее значения, не превышавшие 1 мг/л  [10], 
и соответствует пиковой концентрации для 
поликлональной линии клеток-продуцентов 
ACE2, полученной нами ранее при помощи 
аналогичной векторной плазмиды и двух ци-
клов геномной амплификации.

Выделенный и очищенный ACE2-Fc не 
содержал ковалентных мультимеров по дан-
ным ДСН-ПААГ и практически не содер-
жал примесных белков (рис. 2, а). По данным 
гель-фильтрации ACE2-Fc представляет собой 
смесь димерной и тетрамерной форм, при этом 
обе формы элюируют быстрее ожидаемого 
времени (рис. 2, б). Кажущаяся молекулярная 
масса основной димерной формы ACE2-Fc, 
определённая при помощи MALS-детектора, 
также составила 313 кДа (рис. 2, в, теоретически 
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Рис. 2. Характеризация полученного белка ACE2-Fc методами ДСН-ПААГ (а), гель-фильтрации с УФ-детекцией (б) 
и с детекцией MALS (в), определение константы диссоциации ACE2-Fc и RBD вариантов SARS-CoV-2 методом ППР 
(г, д). Обозначения: М – маркер молекулярных масс, +ДТТ – внесение дитиотреитола до 10 мМ в образец для элек-
трофореза; −ДТТ – без добавления дитиотреитола; 1,7 мкг, 17 мкг – количество целевого белка, внесённого в лунки 
геля, СР – светорассеяние, УФ – оптическая плотность на 280 нм, ka – константа скорости ассоциации, kd – константа 
скорости диссоциации

рассчитанная молекулярная масса мономера 
ACE2-Fc – 110 кДа), что может быть объяс-
нено сильным N-гликозилированием белка и 
увеличением размера его глобулы.

Константа диссоциации (КД) ACE2-Fc и 
RBD Wuhan, определённая методом поверх-
ностного плазмонного резонанса (ППР), со-
ставила 42 нМ (рис. 2, г); для данного вари-
анта RBD и мономерного ACE2 КД составляла 
33 нМ при измерении кинетики образования 
и распада комплекса иммобилизованного мо-
номерного ACE2 и RBD, находящегося в рас-
творе [7]. Константа диссоциации ACE2-Fc 
и RBD вируса SARS-CoV-2 бета составила 

89 нМ, что также соответствует литературным 
данным.

Реагент для проведения сВНТ был полу-
чен путём стандартной конъюгации ACE2-Fc 
с HRP периодатным методом. Полученный 
реагент ACE2-Fc-HRP так же, как и моно-
мерный ACE2-HRP, давал в ИФА линейную 
зависимость оптической плотности раствора 
субстрата реакции от концентрации ACE2-Fc-
HRP (рис. 3, а), вследствие этого расчёт сте-
пени ингибирования может выполняться без 
построения полной S-образной кривой инги-
бирования. Ингибирование образования ком-
плекса RBD : ACE2-Fc-HRP нейтрализующими 
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Рис. 3. Сравнительный анализ кривых ингибирования связывания ACE2-Fc-HRP и ACE2-HRP с RBD S-белка 
SARS-CoV-2 дикого типа. Калибровочная кривая зависимости сигнала в ИФА от концентрации ACE2-Fc-HRP (а), 
зависимость ингибирования связывания ACE2-Fc-HRP с RBD от разведения сывороток крови реконвалесцентов 
с высоким (ВНА+) и низким (ВНА−) содержанием ВНА (б), кривые ингибирования для образцов сывороток крови 
из контрольной панели NIBSC (в–д). В нижнем слое на панелях a–г использован RBD Wuhan, на панели д – RBD 
beta. Панели a, б, г, д – ACE2-Fc-HRP, панель в – ACE2-HRP. Значения ID50, выраженные как разведения тестируе-
мых образцов, обеспечивающие 50%-ное ингибирование, приведены справа от соответствующих кривых ингиби-
рования для панелей в–д. Обозначения: ОП 450 нм – оптическая плотность образцов, ОП0 – оптическая плотность 
контрольных образцов, ОПинг – оптическая плотность образцов с добавлением антител
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антителами в высокой концентрации приво-
дило к почти полному прекращению связыва-
ния ACE2-Fc и RBD (рис. 3, б), а присутствие 
антител к RBD, не имеющих вирус-нейтрали-
зующего действия, вызывало видимое инги-
бирование связывания RBD-Fc-HRP и RBD 
не более чем на 15%.

Для набора контрольных образцов сыво-
роток крови из калибраторной панели NIBSC, 
исследованных нами ранее в сВНТ с мономер-
ным ACE2-HRP, было установлено, что опре-
деляемые IC50 для димерного ACE2-Fc-HRP 
близки к IC50 для мономерного ACE2-HRP 
(рис. 3, в, г). При замене RBD Wuhan на RBD 
варианта вируса beta наблюдалось уменьшение 
IС50 для 5 из 6 тестируемых образцов, анало-
гичные данные были получены ранее для моно-
мерного ACE2-HRP. Таким образом, димер-
ный ACE2-Fc при обычном выполнении сВНТ 
в формате ИФА эквивалентен мономерному 
ACE2, может быть получен в больших коли-
чествах при помощи стабильно трансфициро-
ванных клеток CHO и пригоден для исполь-
зования в рутинном тестировании динамики 
титров ВНА в отношении циркулирующих ва-
риантов вируса SARS-CoV-2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Суррогатные методы определения уровней 
ВНА, не требующие использования вирусов и 
культивируемых клеток, могут широко исполь-
зоваться при наблюдениях за последствиями 
вакцинации, определении текущего состояния 
коллективного иммунитета (herd immunity), 
оценки вирулентности новых вариантов виру-
сов, а также скрининга библиотек малых мо-
лекул – ингибиторов комплексообразования 
S-белка с рецептором, либо быстрой оценки 
вирус-нейтрализующей способности мкАт [11]. 
Один из наиболее распространённых в мире 
наборов для сВНТ, cPass, показывает корреля-
цию с данными ВНТ несколько хуже, чем пря-
мой ИФА с S-фрагментом S-белка [12].

В целом, различные варианты реализации 
сВНТ для SARS-CoV-2, описанные в литера-
туре, дают сходные значения величины корре-
ляции результатов сВНТ и «настоящего» ВНТ. 
Одновременно с этим при детальном сравне-
нии значений IC50, определённых для одних и 
тех же образцов сыворотки при помощи разных 
наборов для сВНТ, выявлялись сильные коли-
чественные различия между наборами (см., на-
пример, рис. 2 в работе Pieri et al. [13]). В нашем 
случае при сравнении вычисляемых IC50 для 
одних и тех же образцов сывороток с ВНА при 

помощи реагентов ACE2-HRP и ACE2-Fc-HRP 
не наблюдается существенного изменения IC50. 
Мы считаем, что причиной больших различий 
в определяемом уровне IC50 между различными 
коммерческими наборами для сВНТ в одних и 
тех же образцах являются не различия в состоя-
нии реагента ACE2, а особенности связывания 
с антителами конъюгатов RBD-HRP и разли-
чающиеся протоколы прединкубации иссле-
дуемых образцов с RBD-HRP.

При проведении сВНТ с RBD в качестве 
иммобилизованного на поверхности микро-
планшетов антигена кооперативное взаимодей-
ствие молекул иммуноглобулинов или димер-
ных молекул ACE2-Fc одновременно с двумя 
молекулами RBD представляется крайне мало-
вероятным. Так, при нанесении 100 нг RBD на 
одну лунку стандартного 96-луночного микро-
планшета среднее расстояние между центрами 
соседних молекул RBD составит около 300 нм, 
что на два порядка превышает их молекуляр-
ный радиус. При использовании ACE2-Fc в ка-
честве иммобилизованного антигена остаётся 
возможным взаимодействие с ним двух моле-
кул RBD-HRP либо двух иммунокомплексов, 
содержащих цепочки из молекул иммуногло-
булинов и молекул RBD-HRP, и образование 
таких мультимерных комплексов может давать 
завышенные величины IC50, поэтому данный 
формат постановки сВНТ в настоящей работе 
не исследовался.

Константа диссоциации мономеров ACE2 
и RBD S-белка SARS-CoV-2 дикого типа 
составляет около 30 нМ, а для многих вирус-
нейтрализующих мкАт, направленных против 
SARS-CoV-2 дикого типа, были получены зна-
чительно более низкие константы диссоциа-
ции. Это ограничило интерес исследователей 
к созданию и исследованиям препаратов ACE2 
в качестве противовирусных средств. Эволю-
ция SARS-CoV-2 достаточно быстро привела к 
потере эффективности мкАт, получивших вре-
менную регистрацию в качестве лекарствен-
ных средств. Ферментативно активный рас-
творимый ACE2 ранее проходил клинические 
испытания при респираторном дистресс-син-
дроме взрослых и продемонстрировал доста-
точную безопасность для пациентов, но недос-
таточную эффективность  [14]. При местном 
применении в качестве аэрозоля этот препарат 
также был достаточно безопасен для здоро-
вых добровольцев, но его эффективность как 
противовирусного средства была продемон-
стрирована только на животной модели [15]. 
Аффинность ACE2 к S-белку SARS-CoV-2 
может быть увеличена до достижения КД око-
ло 10  нМ при внесении в ACE2 трёх мутаций: 
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T27Y, L79T, N330Y  [16], такая КД сохраняется 
и для ACE2-Fc, при этом IC50 в ВНТ составляет 
также около 10  нМ [17]. Набор мутаций A25V, 
K31N, E35K, L79F в ACE2 позволил получить 
КД с RBD SARS-CoV-2 дикого типа менее 
1  нМ [18], при ко-культивации вируса SARS-
CoV-2 с таким ACE2-Fc не наблюдали эволю-
ции вируса против нейтрализации слитным 
белком в течение 15  пассажей. Тем  не  менее 
такая настройка ACE2 на большую аффин-
ность к известным вариантам вируса SARS-
CoV-2 может привести как к ухудшению 
аффинности против новых вариантов этого 
вируса, так и к падению аффинности по срав-
нению с природным ACE2 для новых вирусов, 
использующих его в качестве рецептора.

Ферментативно неактивные варианты ACE2 
сохраняют способность связываться с S-белком 
сарбековирусов. На примере S-белка SARS-
CoV было показано, что ACE2-Fc с мутациями 
H374N и H378N ингибирует псевдотипирован-
ный вирус в ВНТ с IC50 около 2 нМ [19]. Неже-
лательная ферментативная активность ACE2 
может быть устранена как точечными мутация-
ми, так и необратимыми ингибиторами  [20], 
что также может быть использовано для полу-
чения лекарственных препаратов ACE2-Fc. 
Более совершенные варианты ACE2-Fc, иссле-
дованные к настоящему моменту, содержат 
как точечные мутации, блокирующие карбок-
сипептидазную активность ACE2, так и уко-
роченные формы внеклеточной части ACE2, 
варианты искусственной шарнирной области 
IgG и несколько вариантов Fc-фрагмента, обес-
печивающих разный спектр его эффекторных 
функций [21].

Описанная в настоящей работе система 
экспрессии гена ACE2-Fc обладает достаточ-
ной удельной продуктивностью для получения 
прототипа лекарственного средства, которое 
может потребоваться при возникновении но-
вых вариантов SARS-CoV-2 с высокой пато-
генностью или новых видов коронавирусов, 
использующих рецептор ACE2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Димерный слитный белок ACE2-Fc может 
быть получен в больших количествах в клетках 
CHO при помощи векторной плазмиды на ос-
нове нетранслируемых областей гена EEF1A1 
китайского хомячка и выделен в чистом виде 
как смесь димерной и тетрамерной форм. Ди-
мерный ACE2-Fc может быть конъюгирован с 
HRP при помощи стандартного протокола и 
полностью эквивалентен мономерному ACE2 
в качестве реагента для сВНТ. Получение фер-
ментативно неактивных вариантов ACE2-Fc 
как прототипов противовирусных лекарствен-
ных средств может быть предметом дальней-
ших исследований.
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DIMERIC ACE2-FC IS EQUIVALENT TO MONOMERIC ACE2 
IN THE SURROGATE VIRUS NEUTRALIZATION TEST

D. E. Kolesov, E. A. Gaiamova, N. A. Orlova, and I. I. Vorobiev*

Federal Research Center “Fundamentals of Biotechnology”, Russian Academy of Sciences, 
119071 Moscow, Russia; e-mail: ptichman@gmail.com

Angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) is the main cellular receptor for the dangerous sarbecoviruses 
SARS-CoV and SARS-CoV-2. Its recombinant extracellular domain is used to monitor the level of the 
protective humoral immune response to a viral infection or vaccine using a surrogate virus neutralization 
test (sVNT). Soluble ACE2 is also being considered as an antiviral therapy option potentially insensitive 
to changes in the SARS-CoV-2 spike protein. For widespread sVHT testing, it is necessary to use ACE2 
preparations or ACE2 conjugates with constant properties. Previously, we obtained a cell line that produces 
soluble monomeric ACE2 and showed that this variant of ACE2 can be used in sBHT, preferably in the form 
of a conjugate with horseradish peroxidase. To obtain a stable and universally applicable form of soluble 
ACE2, a cell line was obtained that produced the ACE2-Fc fusion protein with high productivity, more than 
150 mg/l of the target protein during cultivation in a stirred f lask. Affinity-purified ACE2-Fc is a mixture of 
dimeric and tetrameric forms, but allows one to obtain linearizable antibody inhibition curves for complex-
ation with the receptor-binding domain of the SARS-CoV-2 spike protein. The ACE2-Fc-HRP based sVHT 
testing system can be used to practically measure the levels of virus-neutralizing antibodies against various 
circulating variants of the SARS-CoV-2 virus.

Keywords: angiotensin-converting enzyme 2, SARS-CoV-2, sVHT, virus neutralization, protective immunity
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Впервые установлена структура гена химозина (Хн) сибирской косули (Capreolus pygargus) и опре-
делена его экзон/интронная организация. Методом Golden Gate реконструирована и получена в 
виде ДНК-клона кодирующая часть гена Хн C. pygargus. Сравнительный анализ последовательно-
стей прохимозинов (ПроХн) косули, коровы и одногорбого верблюда выявил ряд аминокислотных 
замен на участках, формирующих субстрат-связывающую полость фермента и затрагивающих суб-
сайты специфичности S4 и S1′ + S3′. С использованием интеграционного вектора pIP1 сконструи-
рована рекомбинантная плазмида pIP1-Cap для экспрессии гена ПроХн косули в клетках CHO-K1. 
Получен поликлон клеток CHO-K1-CYM-Cap, обеспечивающий синтез и секрецию рекомбинант-
ного ПроХн в культуральную жидкость. В результате активации зимогена получен препарат реком-
бинантного Хн косули с общей молокосвёртывающей активностью 468,4 ± 11,1 IMCU/мл (IMCU – 
International Milk Clotting Units, международные единицы молокосвертывающей активности). Вы-
ход рекомбинантного Хн косули составил 500 мг/л или ≈ 468 000 IMCU/л, что превышает показа-
тели выхода генно-инженерных Хн в большинстве используемых систем экспрессии. Основные 
биохимические свойства полученного фермента сравнивали с коммерческими препаратами реком-
бинантных Хн одногорбого верблюда (Camelus dromedarius) и коровы (Bos taurus). Удельная молоко-
свёртывающая активность рекомбинантного Хн C. pygargus составила 938 ± 22 IMCU/мг белка 
и была сопоставима с показателями ферментов сравнения. Неспецифическая протеолитическая 
активность рекомбинантного Хн косули оказалась в 1,4–4,5  раза выше, чем у ферментов коровы 
и верблюда. По коагуляционной специфичности рекомбинантный Хн C. pygargus занимал промежу-
точное положение между генно-инженерными аналогами Хн B. taurus и C. dromedarius. Порог термо-
стабильности рекомбинантного Хн косули был равен 55 °С. При 60 °С фермент сохранял < 1% от 
исходной молокосвёртывающей активности, а его полная термоинактивация наблюдалась при 65 °С.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: система экспрессии млекопитающих, СНО-К1, рекомбинантный химозин, сибир-
ская косуля, молокосвёртывающая активность, протеолитическая активность, термостабильность.

DOI: 10.31857/S0320972523090087, EDN: WWNNWK

Принятые сокращения: МА – молокосвёртывающая активность; ПА – протеолитическая активность; ПроХн – про-
химозин; рПроХн – рекомбинантный прохимозин; рХн – рекомбинантный химозин; Хн – химозин; CHO – культура 
клеток яичника китайского хомячка; CN – казеин.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Гастральный молокосвёртывающий фер-
мент химозин (КФ 3.4.23.4) относится к се-

мейству аспартатных протеиназ. Его актив-
ный центр несёт два остатка аспарагиновой 
аминокислоты в положениях  34 и 216  [1]. 
Аспартатные протеиназы входят в группу 
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эндопептидаз  – ферментов, гидролизующих 
внутримолекулярные пептидные связи  [2,  3]. 
Химозин (Хн) избирательно и с высокой ско-
ростью гидролизует связь F105-M106 в моле-
куле κ-казеина (κ-CN), что вызывает свёрты-
вание молока. Натуральный Хн, получаемый 
из желудков новорожденных сельскохозяй-
ственных животных, а также его генно-инже-
нерные аналоги широко используются при 
производстве сыров.

Хн является удобной моделью для раз-
работки и анализа эффективности как про-, 
так и эукариотических систем экспрессии. 
Его ферментативная (молокосвёртывающая) 
активность зависит от корректности процес-
сов синтеза и посттрансляционного процес-
синга. Молокосвёртывающая активность (МА) 
Хн определяется с использованием простых 
клоттинговых тестов, не требующих дорого-
стоящих реагентов и оборудования.

Для получения рекомбинантного прохи-
мозина (рПроХн) использовались различные 
системы продукции. В прокариотах (речь идёт 
преимущественно об Escherichia coli), несмот-
ря на достаточно высокий уровень синтеза, 
целевой белок накапливается в нераствори-
мой форме в тельцах включения, что требует 
использования процедуры рефолдинга, эф-
фективность которой в случае ПроХн невы-
сока [4–7].

Уровень синтеза ПроХн клетками Bacillus 
subtilis предельно низок  [8]. Видимо, поэтому 
данная система продукции для получения ре-
комбинантного Хн (рХн) не используется.

Опубликован ряд работ, описывающих по-
лучение рПроХн в растительных экспрессион-
ных системах [9–11]. К недостаткам этих систем 
относится неразрешённая проблема гликозили-
рования белков по растительному типу [12].

Наиболее существенные результаты достиг-
нуты при экспрессии гена ПроХн в грибных 
(Trichoderma reesei, Aspergillus niger) и дрож-
жевых (Komagataella (ранее – Pichia) pastoris, 
Kluyveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae) 
клетках. При использовании этих систем це-
левой белок секретируется в культуральную 
жидкость продуцента и, после активации, 
демонстрирует высокую ферментативную ак-
тивность  [13–17]. В настоящее время грибные 
системы продукции активно используются 
при промышленном получении рХн коровы 
(Bos taurus) и одногорбого верблюда (Camelus 
dromedarius) [18].

Системы экспрессии на основе клеток 
млекопитающих наилучшим образом подходят 
для получения рекомбинантных белков пред-
ставителей этого класса, особенно в тех случа-

ях, когда принципиально важен определённый 
характер посттрансляционных модификаций 
(ПТМ) целевого продукта. Удивительно, но в 
научной периодике обнаруживается всего два 
примера описания экспрессии гена ПроХн ко-
ровы в клетках млекопитающих [19, 20].

Системы экспрессии на основе клеток теп-
локровных животных (СHO, NS0, Sp2/0, HEK 
293, BHK-21, Per.C6) способны обеспечивать 
высокоэффективный синтез, ПТМ и секрецию 
рекомбинантных белков. Однако для культи-
вирования клеток млекопитающих необходи-
мы дорогостоящие питательные среды и обо-
рудование, что приводит к увеличению цены 
конечных продуктов. Принято считать, что 
использование этих систем оправдано лишь 
для получения особо значимых белков и фер-
ментов [21]. Поэтому основной сферой приме-
нения систем продукции млекопитающих яв-
ляется производство моноклональных антител 
и других терапевтических белков [22, 23].

С момента первых попыток получения 
Хн в клетках млекопитающих прошло более 
30 лет. За это время достигнут серьёзный про-
гресс в развитии технологий конструирования 
продуцентов, накоплен значительный опыт ис-
пользования высокоэффективных промото-
ров, разработаны новые питательные среды. 
Всё это увеличивает доступность систем экс-
прессии в клетках млекопитающих и позволяет 
рассматривать их как перспективный инстру-
мент для получения самого широкого спектра 
рекомбинантных белков научного, технологи-
ческого и терапевтического назначения [21].

По сравнению с другими системами экс-
прессии млекопитающих культура клеток яич-
ника китайского хомячка (СНО) обладает ря-
дом преимуществ, к которым следует отнести 
устойчивую жизнеспособность, возможность 
достижения высокой плотности клеток при 
суспензионном выращивании, продолжитель-
ную практику использования и высокую сте-
пень оптимизации условий культивирования. 
Наличие широкой линейки специализирован-
ных питательных сред позволяет обеспечивать 
длительное поддержание жизнеспособности 
клеток СНО [24].

Ранее нами были получены и исследо-
ваны Хн представителей семейства Оленевые 
(Cervidae) – рХн марала [25–27] и рХн лося [7], 
которые продемонстрировали биохимические 
свойства, перспективные с точки зрения тех-
нологического использования этих фермен-
тов. Это позволяет предполагать, что и другие 
виды, относящиеся к семейству Cervidae, могут 
быть источниками Хн с необычными фермен-
тативными свойствами. Поэтому в качестве 



МУРАШКИН и др.1558

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

объекта для экспрессии в клетках млекопи-
тающих выбран ген ПроХн сибирской косули 
(Capreolus pygargus Pallas, 1771).

Цель данной работы – частичная био-
химическая характеристика рекомбинантного 
Хн косули (рХн-Сар), полученного в системе 
продукции СНО-К1.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Идентификация гена Хн косули. Нуклеотид-
ная последовательность гена Хн (CYM) косули 
была получена в виде ДНК нескольких пере-
крывающихся продуктов ПЦР и секвениро-
вана как напрямую, так и в виде клонов в со-
ставе вектора pJET1.2. Для этого использовали 
суммарную геномную ДНК, выделенную из 
образцов рогов трёхлетнего самца C. pygargus и 
любезно предоставленную лабораторией срав-
нительной геномики ИМКБ СО РАН. Полу-
ченную геномную ДНК косули дополнитель-
но очистили и сконцентрировали на колонках 
Amicon 100 kDa («Millipore», ФРГ).

В среднем размер гена CYM у млекопита-
ющих составляет приблизительно 13 000 п.н. 
Используя полученные нами ранее последо-
вательности гена CYM марала (Cervus elaphus) 
и лося (Alces alces), а также последовательно-
сти CYM коровы (B. taurus), овцы (Ovis aries), 
козы (Capra hircus) и одногорбого верблюда 
(C. dromedarius) из базы GenBank, определи-
ли наиболее консервативные участки гена и 
рассчитали специфичные для CYM олигонук-
леотидные праймеры. Несколько пар дали в 
амплификации перекрывающиеся ПЦР-фраг-
менты гена CYM косули (CYM-Cap) (табл. 1).

Амплификацию проводили с использова-
нием полимеразы Hot Start Q5 («New England 
Biolabs», США). Полученные ампликоны очи-
щали от компонентов ПЦР с помощью сорб-
ции на магнитных частицах Speed Beads («GE 
Healthcare», США) и секвенировали напря-
мую, используя 0,25–0,30 пкмоль ПЦР-фраг-
мента как матрицу ДНК для реакции Сэнгера. 
Затем клонировали полученные ампликоны 
в составе вектора pJET1.2. Плазмидную ДНК 
селектированных клонов-трансформантов на-
рабатывали в препаративном количестве и тоже 
секвенировали по методу Сэнгера на авто-
матических генных анализаторах ABI3130XL 
или ABI3500XL («Applied Biosystems», США). 
Полученные секвенограммы CYM-Cap анали-
зировали и сшивали в контиги с помощью ака-
демической версии программы Vector NTI 10 
(«Invitrogen», Швеция), а затем выравнивали 
с известными для других китопарнокопыт-

ных структурами генов CYM из базы данных 
GenBank для подтверждения принадлежности 
к гену Хн и расчёта праймеров для следующего 
шага секвенирования. В итоге была получена 
полноразмерная нуклеотидная последователь-
ность гена CYM C. pygargus (регистрационный 
номер GenBank – OQ427063).

Подтверждение видовой принадлежности 
проверяли с помощью прямого секвенирова-
ния продукта амплификации фрагмента ми-
тохондриального гена цитохрома b (MTCB) с 
использованием той же геномной ДНК, что и 
для гена CYM.

Конструирование рекомбинантного интегра-
ционного вектора, обеспечивающего экспрессию 
гена CYM косули. Для конструирования плаз-
мидного вектора, обеспечивающего синтез и 
секрецию ПроХн косули в эукариотической 
системе экспрессии, использовались следую-
щие подходы и процедуры. На основе сравни-
тельного анализа гена CYM была установлена 
его интрон/экзонная структура и определена 
кодирующая последовательность, включающая 
пре- и про-фрагменты. Для получения одной 
рамки считывания, содержащей только экзоны, 
были рассчитаны праймеры для амплифика-
ции каждого экзона c последующей бесшовной 
сборкой методом Golden Gate [28] (табл. 2).

Для клонирования полученных фрагмен-
тов использовалась экспрессионная плазмида 
pIP1. Вектор pIP1 имеет в своём составе сле-
дующие основные генетические элементы: 
промотор CMV, сигнал полиаденилирования 
SV40, полилинкер для клонирования по мето-
ду Golden Gate, последовательность IRES ви-
руса энцефаломиокардита и ген устойчивости 
к пуромицину для отбора трансгенных клеток.

Экспрессионная кассета в составе вектора 
pIP1 фланкирована с двух сторон плечами ин-
теграции транспозона Sleeping Beauty. Ампли-
фикация экзонов проводилась с помощью по-
лимеразы Q5 HotStart («NEB», США) согласно 
рекомендациям производителя. Далее получен-
ные ампликоны очищались из реакционной 
смеси набором реагентов Cleanup S-Cap («Евро-
ген», Россия). После измерения концентрации 
ДНК на спектрофотометре NanoDrop 2000C 
(«Thermo Fisher Scientific», США) составлялась 
реакционная смесь в соответствии с рекомен-
дациями производителя набора NEBridge® 
Golden Gate Assembly Kit BsaI-HF®v2 («NEB»). 
Далее реакционная смесь инкубировалась 
в термоциклере со следующей программой: 
(37 °C, 5 мин → 16 °C, 5 мин) × 30 циклов → 60 °C, 
5 мин. После завершения инкубации прово-
дилась трансформация компетентных клеток 
NEBStable 10 мкл реакционной смеси.
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Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры, использован-
ные для амплификации (PCR-) фрагментов ДНК гена 
химозина косули C. pygargus и их секвенирования (SEQ) 
напрямую или в виде клонов в составе вектора pJET1.2

Праймер Последовательность (5′–3′) Назначение

Cap-2614F ggcttcttaaccattgcacca PCR-2

Cap-3839R gctctctgggcagcctaaca SEQ

Cap-6633R ctgagtcccactaaccctgagc SEQ

Cap-6830R aacacgtattgggcacttactacatg SEQ

Cap-6932R cagaccccaggaagaactcaag
PCR-3, 
PCR-9

Cap-7552F aaaccacggcacagagctgaa SEQ

Cap-7877F ctcggtttacatggacaggtagg SEQ

Cap-9554F gagcttgcagcaaggacatgg SEQ

Cap-9724F agtctccctcacatccatggtc
PCR-1, 
PCR-9

Cap-10189F cctgcatctctcttattktttggagc SEQ

Cap-11696R gagaaaacaggaagacaagacgga SEQ

Cap-11745R gttaagtgtctggcatctagtagca SEQ

Cap-11862R tccttgtgaaggtctccacctatc SEQ

Cap-12127R accccaggaccctcagacctt PCR-7

Cap-12311R caggaatgcagccctaaacg SEQ

Cap-12624R tactggggacaagactggctga PCR-8

Cap-14050F ctgaccaactacctggatgtgagt PCR-3

Cap-15290F catgccagtcggttctaagagaat PCR-4

Cap-15300R cctctcactttattctcttagaaccg SEQ

Cap-15475R gccatctctatggtttccagagactag PCR-1

Cap-16024R gctggtggttttctggaacac PCR-2

Cap-16798F atcagatgagctgataacttgctt
PCR-6, 
PCR-8

Cap-17961R tgcttagatgctggtgtccttg SEQ

Cap-19778R cgctcgtcacatccaagtctg SEQ

Cap-20433F tcccttgagatccaagaacttcc
PCR-5, 
PCR-7

Cap-20856R ggctcctctctggagatgcatac
PCR-4, 
PCR-6

Cap-22011R cattctctactcaattccacctcaag PCR-5

Скрининг колоний проводился с помо-
щью пары праймеров, один из которых ком-
плементарен 3′-концу нетранслируемой об-
ласти экспрессирующего вектора, а другой – 
CYM_REV_(9).

После скрининга клонов-трансформан-
тов плазмидная ДНК положительных клонов 
была выделена. Корректность встройки под-
тверждалась секвенированием по Сэнгеру. 
В  результате был получен интеграционный 
экспрессирующий вектор pIP1-Cap.

Получение рПроХн косули в культуре кле-
ток CHO-K1. Клетки CHO-K1 трансфициро-
вали полученным экспрессирующим вектором 
pIP1-Cap совместно с плазмидой pCMV(CAT)
T7-SB100 в среде HyClone HyCell TransFx-C 
(«Cytiva», Швеция) согласно описанному про-
токолу  [29]. Плазмида pCMV(CAT)T7-SB100 
содержит последовательность транспозазы 
SB100, обеспечивающей встройку целевой экс-
прессионной кассеты, фланкированной пле-
чами интеграции, в геном клеток. Селекцию 
проводили в присутствии пуромицина в кон-
центрации 50 мкг/мл. После добавления анти-
биотика к пятому дню селекции жизнеспо-
собность клеток опустилась до 69%. На деся-
тый день жизнеспособность клеток достигала 
значения 95% и селекция была остановлена. 
Полученный пул продуцентов дважды про-
мывали фосфатно-солевым буфером, пере-
носили в 600 мл среды HyClone™ HyCell™ 
CHO («Cytiva») и культивировали при 37 °C, 
185 об./мин и 5% CO2 до достижения концен-
трации жизнеспособных клеток 4·106 клеток/мл. 
После этого понижали температуру до 31 °C 
и продолжали культивирование с питатель-
ными добавками HyClone™ Cell Boost™ Kit 
(«Cytiva») в течение 14 дней, до снижения доли 
жизнеспособных клеток < 75%. Клетки про-
дуцента отделяли центрифугированием при 
8000 g в течение 10 мин и получали осветлён-
ную культуральную жидкость, которую филь-
тровали через фильтр с диаметром пор 0,2 мкм 
(«Thermo Fisher Scientific»).

Активация рПроХн косули. Активацию 
рПроХн косули проводили непосредственно в 
культуральной жидкости путём ступенчатого 
изменения рН [17]. В культуральную жидкость, 
содержащую рПроХн, при постоянном переме-
шивании вносили 2,0 М НCl до рН 3,0. Затем 
останавливали перемешивание и инкубирова-
ли смесь при рН 3,0 в течение 2 ч. По истече-
нии времени инкубации доводили рН образца 
до 5,8, используя 1,0 М NaOH.

Белковый состав культуральных жидко-
стей и фермент-субстратных смесей анализи-
ровали методом электрофореза в присутствии 



МУРАШКИН и др.1560

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

Таблица 2. Олигонуклеотидные праймеры, использованные для бесшовной сборки методом Golden Gate

Праймер Последовательность 5′–3′ Назначение

CYM_FWD_(1) ttacgtctccccatgaggtgtcttgtggtgctac экзон 1

CYM_FWD_(2) ttacgtctcgagatcaccaggatccctctgtacaaaggc экзон 2

CYM_FWD_(3) ttacgtctcggtcagtactttgggaagatctacctcg экзон 3

CYM_FWD_(4) ttacgtctccaaaaccaccagcgcttcg экзон 4

CYM_FWD_(5) ttacgtctccctccgacattgtggatgtcc экзон 5

CYM_FWD_(6) ttacgtctcggaatggccaggggagc экзон 6

CYM_FWD_(7) ttacgtctccagtgtcaccatcagcggtatg экзон 7

CYM_FWD_(8) ttacgtctccggtatggcgagtttgacatcgactgtgacagc экзон 8

CYM_FWD_(9) ttacgtctcccaggatgagggcttctgtacc экзон 9

CYM_REV_(1) ttacgtctccatctcggcgccctggg экзон 1

CYM_REV_(2) ttacgtctcgtgactatccaggtagttggtcaggg экзон 2

CYM_REV_(3) ttacgtctcgtttttgcaggcattgctcttgc экзон 3

CYM_REV_(4) ttacgtctcaggagacagtgacagtgtcgtagcc экзон 4

CYM_REV_(5) ttacgtctccattcctgtccatgtaaaccgagaacac экзон 5

CYM_REV_(6) ttacgtctcgcactgtccacagtgaactgcca экзон 6

CYM_REV_(7) ttacgtctcctaccggttctgggtggct экзон 7

CYM_REV_(8) ttacgtctcccctggttggtataggcggag экзон 8

CYM_REV_(9) ttacgtctcccttacacggctttggccagc экзон 9

додецилсульфата натрия (ЭФ-ДСН) по Лэмм-
ли [30]. В качестве маркеров молекулярных 
масс (ММ) использовали набор LMW-SDS 
Marker Kit («GE Healthcare», США).

В качестве препаратов сравнения использо-
вали коммерческие рХн коровы (CHY-MAX® 
Powder Extra, сухая форма) и одногорбого вер-
блюда (CHY-MAX® M 1000, жидкая форма) 
производства компании «Chr. Hansen» (Да-
ния). Для определения концентрации белка и 
расчёта удельной МА использовали неразве-
дённый препарат рХн верблюда и 1%-ный рас-
твор рХн коровы в 20 мМ Na-ацетатном буфере 
(рН 5,8). При исследовании термостабильно-
сти (ТС) и протеолитической активности (ПА) 
ферменты сравнения разводили 20 мМ Na-
ацетатным буфером (рН 5,8) до значений МА 
8–12  IMCU/мл (IMCU – International Milk 

Clotting Units, международные единицы МА). 
В ходе определения биохимических свойств 
препараты рХн косули (рХн-Сар), рХн коровы 
(рХн-Bos) и рХн одногорбого верблюда (рХн-
Cam) нормировали по МА.

Концентрацию белка в препаратах рХн опре-
деляли по методу Бредфорда [31].

Определение общей и удельной МА. В каче-
стве субстрата использовали сборное непасте-
ризованное коровье молоко, в которое вно-
сили NaN3 до концентрации 0,02% и доводили 
рН до 6,5. Субстрат (1,25 мл), прогретый на во-
дяной бане при 35 °С не менее 10 мин, быстро 
смешивали с 0,1 мл исследуемого рХн и реги-
стрировали время образования первых хлопь-
ев коагулята. В качестве стандарта коагуля-
ционной активности использовали 0,5%-ный 
водный раствор сухого коммерческого рХн ко-
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ровы «Chy-Max» («Chr. Hansen») с заявленной 
МА 2201  IMCU/г. Все измерения повторяли 
не менее трёх раз (n ≥ 3). Общую МА выража-
ли в IMCU/мл и рассчитывали по формуле (1):

МА = МАСт/200 · Т1/Т2, (1)

где МАСт – заявленная МА стандарта в 
IMCU/г; 200 – фактор разведения (мл/г); Т1 – 
время (с) свёртывания субстрата стандартом; 
Т2 – время (с) свёртывания субстрата раство-
ром исследуемого фермента.

Удельную МА рХн рассчитывали после 
определения общей МА и концентрации белка 
и выражали в IMCU/мг.

Определение общей ПА и специфичности. 
Субстратом служил 1%-ный раствор казеи-
на (CN) по Гаммерстену («MP Biomedicals», 
Франция) в 20 мМ Na-фосфатном буфере 
(рН  5,65). Аликвоты субстрата (2,0 мл) поме-
щали в водяную баню (35 °С), прогревали в 
течение 15 мин и добавляли к ним 0,5 мл рас-
твора исследуемого рХн. Фермент-субстратные 
смеси тщательно перемешивали и отмеча-
ли время начала инкубации. Через 30, 90 и 
180 мин инкубации реакцию протеолиза оста-
навливали, добавляя к фермент-субстратным 
смесям 2,5 мл 5%-ной трихлоруксусной кисло-
ты (ТХУ). Содержимое каждой пробирки пере-
мешивали, оставляли на 30 мин при комнатной 
температуре и фильтровали через бумажный 
фильтр («белая лента»). В прозрачном филь-
трате определяли поглощение при длине волны 
280 нм (А280). Для подготовки спектрофото-
метрического контроля компоненты фермент-
субстратной смеси вносили непосредственно в 
5%-ную ТХУ, выдерживали 30 мин и фильтро-
вали через бумажный фильтр. За общую (не-
специфическую) ПА принимали значение А280 
через 180 мин инкубации. Строили графики 
зависимости А280 от продолжительности ин-
кубации. Специфичность определя ли как соот-
ношение удельной МА и общей ПА (МА/ПА). 

Определение ПА методом электрофореза. 
Для подготовки субстрата использовали цель-
ное непастеризованное молоко коровы, в 
которое вносили NaN3 до 0,01%-ной концен-
трации и разводили в соотношении 1 : 4 (v/v) 
20 мМ Na-ацетатным буфером (рН 5,65). Суб-
страт использовали в день приготовления. В 
250 мкл субстрата вносили 5 мкл исследуе-
мого рХн с активностью ≈ 8 IMCU/мл и тща-
тельно перемешивали. Полученные фермент-
субстратные смеси инкубировали при 35 °С 
в течение 1 ч. После завершения инкубации 
смешивали фермент-субстратные смеси с бу-
фером для подготовки образцов перед загруз-

кой в ПААГ (Sam  ple buffer for SDS-PAGE, 
«Serva», ФРГ) в соотношении 1 : 1 (v/v) и 
прогревали на кипящей водяной бане в тече-
ние  90 с. Подготовленные таким способом 
образцы исследовали методом ЭФ-ДСН по 
Лэммли  [30]. В контрольные образцы вместо 
раствора рХн вносили 5 мкл 20 мМ Na-ацетат-
ного буфера (рН 5,65).

Определение ТС. Растворы рХн прогре-
вали на водяной бане в диапазоне температур 
30–70 °С в течение 30 мин, быстро охлаждали 
до комнатной температуры и определяли в них 
остаточную МА. За 100% принимали исходные 
значения МА, полученные в образцах, прогре-
тых при 30 °С. Строили графики зависимости 
остаточной МА от температуры прогревания. 
Порогом ТС считали температуру прогревания, 
при которой исследуемый рХн сохранял не ме-
нее 80% от исходной МА.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили в вычислительной среде таб-
личного процессора Excel («Microsoft Cor po-
ration», США). Результаты определения коли-
чественных переменных представляли в виде 
среднего арифметического (М) с указанием 
среднеквадратического отклонения (± SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Идентификация гена CYM косули. На осно-
вании анализа нуклеотидных последователь-
ностей генов CYM, представленных в базе 
данных GenBank, было сделано предположе-
ние о том, что длина целевого гена составляет 
около 13 000 п.н. Было определено, что область 
границы гена CYM-Cap демонстрирует высо-
кую гомологию с аналогичными участками 
генов известных Хн. Поэтому на основе кон-
сенсусной последовательности были рассчи-
таны две пары олигонуклеотидных праймеров, 
необходимые для получения левого и правого 
перекрывающихся фрагментов.

ДНК полученных фрагментов гена после 
препаративной наработки и очистки исполь-
зовалась для прямого секвенирования с обеих 
сторон, по методу Сэнгера. Множество пере-
крывающихся секвенограмм было собрано 
в контиг, включающий оба фрагмента гена. 
Для контроля правильности сборки была ам-
плифицирована и секвенирована напрямую 
центральная область гена. Анализ структуры 
CYM-Cap позволил выявить его высокую сте-
пень гомологии с ранее исследованными гена-
ми CYM представителей семейства Оленевые: 
марала (C. elaphus), лося (A. alces) и северного 
оленя (Rangifer tarandus).



МУРАШКИН и др.1562

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

Рис. 1. Выравнивание аминокислотных последовательностей Хн косули, коровы и верблюда. Положительно заряжен-
ные аминокислотные остатки выделены синим, отрицательно заряженные – красным. Одинаковые аминокислотные 
остатки обозначены точками

Определение нуклеотидной и аминокис-
лотной последовательности гена СYM косули. 
Сравнение полученной последовательности 
гена СYM C. pygargus с известными мРНК, 
кодирующими Хн у млекопитающих, позво-
лило локализовать границы экзонов/интронов 
исследуемого гена и вывести структуру мРНК 
CYM-Cap.

После установления интрон/экзонной 
структуры CYM-Cap была определена его ко-
дирующая последовательность, включающая 
пре- и про-фрагменты. Также был проведён 
сравнительный анализ полученной аминокис-
лотной последовательности ПроХн косули с 
последовательностями ПроХн коровы и одно-
горбого верблюда.

В результате в выведенной аминокислот-
ной последовательности Хн С. pygargus был об-
наружен ряд примечательных замен, отличаю-
щих этот фермент от референсных Хн B. taurus 
и C. dromedarius. Эти замены расположены на 
участках, формирующих субстрат-связываю-
щую полость, и теоретически могут влиять на 
свойства фермента. Так, у Хн косули остат-
ком в положении 221, который формирует суб-
сайт S4, является L, тогда как у коровы мы на-
блюдаем K, а у верблюда – V. В позиции 294, 
относящейся к субсайтам S1′+ S3′, у косули 
находится H, в то время как у коровы это Q, 

а у верблюда – E. Позицию 295 у Хн косули за-
нимает H, в противоположность K у коровы 
и L у верблюда (рис. 1).

Конструирование рекомбинантного вектора, 
обеспечивающего экспрессию гена CYM-Сар в 
клетках CHO-K1. Для бесшовной сборки экс-
прессионной кассеты, содержащей только ко-
 дирующие области гена CYM-Сар, использо-
вали сборку методом Golden Gate. Праймеры 
были рассчитаны таким образом, чтобы на 
5′-конце каждого из них находился сайт IIs 
эндонуклеазы рестрикции Esp3I, который 
узнаёт последовательность CGTCTC и ката-
лизирует гидролиз ДНК через один нуклеотид 
после сайта узнавания с образованием четы-
рёхнуклеотидных «липких» концов. «Липкие» 
концы подбирали так, чтобы они были непа-
линдромными, и каждый из них был компле-
ментарен только одному другому «липкому» 
концу. В результате амплификации на матрице 
гена CYM-Сар с использованием рассчитанных 
олигонуклеотидных праймеров было полу-
чено 9  фрагментов, кодирующих экзоны гена 
ПроХн С. pygargus (рис. 2).

Экспрессионная кассета была клони-
рована в составе вектора pIP1, разрабо-
танного в лаборатории иммунохимии ГНЦ 
«Вектор». Полученный вектор имел в своём со-
ставе плечи интеграции транспозона Sleeping 
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Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР последовательностей экзонов гена ПроХн косули: 1–9  – экзоны  1–9; 
М – маркеры молекулярных масс 100 bp + 50 bp (SE-M33, «СибЭнзайм», Россия)

Beauty, которые фланкируют экспрессион-
ную кассету и ген устойчивости к пуроми-
цину для интеграции в геном клетки CHO 
и дальнейшего отбора трансфицированных 
клеток.

Получение препарата рПроХн косули. Вы-
бор клеточной линии обусловлен следующими 
характеристиками CHO-K1: хорошо прорабо-
танные методы культивирования, устойчи-
вость к изменению концентрации кислорода, 
рН, температуры, а также лёгкость адаптации 
к составу среды. Кроме того, метаболизм кле-
ток СНО-К1 по сравнению с другими часто ис-
пользуемыми линиями (СНО-S и СНО-DG44) 
в большей степени направлен на экспрессию 
белка, чем на образование биомассы [32].

После трансфекции клеток плазмидой 
pIP1-Cap и проведения селекции в присут-
ствии пуромицина в течении 10  дней была 
получена поликлональная культура клеток 
(CHO-K1-CYM-Cap). Дальнейшее полупрепа-
ративное культивирование проводили соглас-
но вышеописанной методике в течение 14 дней 
до снижения доли жизнеспособных клеток 
< 75%. Полученная поликлональная культура 
клеток CHO-K1-CYM-Cap обеспечивала син-
тез и секрецию целевого белка в культураль-
ную жидкость. Электрофоретический анализ 
культуральной среды в процессе культивиро-
вания свидетельствовал о высоком (порядка 
0,4–0,6 мкг/мкл) содержании в ней полипеп-
тидного компонента с ММ около 45 кДа, со-
впадающей с расчётной для рПроХн косули.

Активация зимогена. До активации коагу-
ляционная активность культуральной жидко-
сти, содержащей рПроХн С. pygargus, была <
< 0,1 IMCU/мл. После процедуры ступен-
чатого понижения и повышения рН общая 
МА препарата составила около 468  IMCU/мл. 
В результате активации МА культуральной 
жидкости увеличивалась более чем в 4600 раз, 
что свидетельствовало об эффективности пре-
вращения рПроХн в активный рХн косули.

Концентрация рХн косули в культуральной 
жидкости. После активации зимогена концен-

трация рХн-Сар в культуральной жидкости 
СНО-К1 равнялась 0,50 ± 0,03 мг/мл.

Выход рХн косули. Впервые возможность 
экспрессии гена ПроХн коровы в клетках мле-
копитающих были показана 1986 г. в работе 
Gottlieb et al. [19]. Авторы использовали транс-
генные по ПроХн клетки почек собак линии 
MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) и реги-
стрировали секрецию целевого белка в культу-
ральную среду. Активацию зимогена не произ-
водили, поэтому оценить выход Хн в системе 
экспрессии MDCK невозможно.

В работе Kolmer et  al.  [20] сообщалось о 
получении рХн коровы в системе продукции 
клеток HeLa. Отобранные клоны-продуценты 
секретировали ПроХн в культуральную среду. 
Выход целевого белка достигал 10–20 мг/л.

В данной работе выход рХн косули в си-
стеме продукции СНО-К1 составил 500 мг/л 
или ≈ 468 000 IMCU/л, что превышает пока-
затели выхода генно-инженерных Хн даже в 
случае использования наиболее эффективных 
продуцентов этих ферментов на основе ме-
тилотрофных дрожжей (Komagataella (Pichia) 
pastoris) более чем в 2  раза  [33–35]. Получен-
ный нами поликлон CHO-K1-CYM-Cap при-
мерно в 2,6  раза уступал по продуктивности 
(в мг/л) хлорат-устойчивому мутанту As pergillus 
niger var. Awamori (штамм GC1HF1-3; dgr246 
ChR 25), который создавался для получения 
рХн коровы  [36]. При этом необходимо отме-
тить, что выход по МА рХн коровы, получен-
ного с использованием штамма GC1HF1-3; 
dgr246 ChR 25, составлял ≈ 90 000 IMCU/л [37], 
что в 5,2 раза меньше, чем в случае рХн косули, 
полученного нами в СНО-К1.

Анализ белкового состава культуральной 
жидкости. Согласно электрофоретическим дан-
ным, рХн-Сар являлся доминирующим поли-
пептидным компонентом культуральной жид-
кости СНО-К1 (рис. 3). При ЭФ-ДСН полоса 
рХн косули мигрировала как полипептид с 
ММ  ≈ 39 кДа. Таким образом, условия экс-
прессии гена Хн C. pygargus в клетках CHO-K1 
обеспечивали высокоэффективный синтез 
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и секрецию целевого белка. После активации зи-
могена электрофоретическая чистота рХн косу-
ли в культуральной среде СНО-К1 была ≥ 95%.

Удельная МА. При определении парамет-
ров коагуляционной активности рХн косули и 
ферментов сравнения показатели рХн коровы 
принимали за 100% (табл. 3). По удельной МА 
рХн косули занял промежуточное положение 
в ряду исследованных ферментов: в ~ 1,4 раза 
превзошёл рХн коровы, но в ~ 1,2 раза уступил 
рХн одногорбого верблюда. Наибольшую коа-
гуляционную эффективность продемонстри-
ровал рХн верблюда, чья удельная МА была 
выше, чем у рХн коровы и косули, в ~ 1,7 и 
~ 1,2  раза соответственно. Это согласуется с 
данными работы Kappeler et al. [13], в которой 
было показано, что соотношение удельной 
МА рХн B. taurus и рХн C. dromedarius состав-
ляет 1 : 1,7.

Таким образом, рХн C. pygargus, получен-
ный в системе экспрессии СНО-К1, является 
высокоэффективным коагулянтом коровьего 
молока, а по удельной МА сопоставим с вы-
сококачественными коммерческими препара-
тами рХн.

ПА и коагуляционная специфичность. Ос-
новными белками молока являются α-, β- и 
κ-казеины (α-CN, β-CN и κ-CN). В натив-
ном молоке взаимодействие всех групп CN 
и коллоидного фосфата кальция приводит к 
формированию стабильных белковых агре-
гатов, которые называются казеиновыми 
мицеллами  [38,  39]. Одной из первостепен-
ных физиологических функций Хн является 
его способность свёртывать молоко в желудке 
новорожденного. В результате белки и другие 
молочные нутриенты дольше задерживаются в 
желудочно-кишечном тракте, что обеспечивает 
их полноценное усвоение [40]. Поскольку в ос-
нове МА аспартатных протеиназ лежит способ-
ность гидролизовать определённые пептидные 
связи, биохимическая характеристика любого 
нового молокосвёртывающего фермента (МФ) 
включает в себя оценку его ПА.

ПА коагулянтов молока условно подразде-
ляют на специфическую и неспецифическую. 
Специфическая или МА направлена на гидро-

лиз только одной (ключевой) связи в молекуле 
κ-СN. Протеолиз этой единственной связи 
дестабилизирует казеиновые мицеллы, что по-
зволяет им сблизиться и образовать трёхмер-
ную сетчатую структуру – молочный сгусток. 
В случае κ-CN коровы ключевой является 
связь F105-M106. Неспецифическая или об-
щая ПА характеризует способность МФ гидро-
лизовать широкий спектр пептидных связей, 
за исключением связи F105-M106 или её ана-
лога. Соотношение МА и общей ПА (МА/ПА) 
называется специфичностью и используется 
для сравнения коагуляционной эффективно-
сти молокосвёртывающих протеиназ [41].

Неспецифическая ПА рХн косули оказа-
лась в 1,4–4,5 раза выше, чем у рХн сравнения 
(рис. 4). По динамике накопления продуктов 
протеолиза CN рХн косули напоминает рХн 
коровы и заметно отличается от рХн верблю-
да. В особенности эти различия проявляются 

Рис. 3. Электрофорез препаратов культуральной жид-
кости СНО-К1 после активации зимогена рХн косули. 
Условные обозначения: 1 – маркеры молекулярных масс; 
2 – 0,5 мкл препарата культуральной жидкости CHO-K1; 
3 – 0,75 мкл препарата культуральной жидкости CHO-K1; 
4 – 1,0 мкл препарата культуральной жидкости CHO-K1. 
Справа обозначено положение рХн-Сар. Слева указаны 
значения молекулярных масс маркеров в кДа

Таблица 3. Общая и удельная МА препаратов рХн

Препарат Общая МА (IMCU/мл) Концентрация белка (мг/мл) Удельная МА (IMCU/мг) Удельная МА (%)

рХн-Сар 468,4 ± 11,1 0,500 ± 0,030 938 ± 22 141

рХн-Bos 22,0 ± 0,7 0,033 ± 0,005 667 ± 21 100

рХн-Cam 1037,3 ± 13,0 0,936 ± 0,023 1108 ± 14 166
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Рис. 4. Общая протеолитическая активность (А280) ре-
комбинантных химозинов. Условные обозначения: рХн-
Сар  – рХн косули; рХн-Bos  – рХн коровы; рХн-Cam  – 
рХн одногорбого верблюда

Рис. 5. Протеолитическая активность рекомбинантных 
химозинов по отношению к белкам цельного молока ко-
ровы при рН  5,65. Условные обозначения: 1  – маркеры 
молекулярных масс; 2  – молоко + 20  мМ Na-ацетатный 
буфер, рН 5,65, непрогретое (контроль 1); 3 – молоко + 
+ рХн-Bos; 4  – молоко + рХн-Cam; 5  – молоко + рХн-
Cap; 6 – молоко + 20 мМ Na-ацетатный буфер, рН 5,65, 
прогретое, как и опытные образцы – 60 мин, 35 °С (кон-
троль 2). Слева указаны значения молекулярных масс 
маркеров в кДа. Справа обозначены полосы α-, β-, κ-CN 
и пара-κ-CN (ММ ≈ 16 кДа, на треках 3–5).

через 60 мин инкубации. Полученные нами 
низкие значения ПА характерны для рХн од-
ногорбого верблюда и подтверждаются данны-
ми работы Kappeler et al.  [13], в которой было 
показано, что рХн верблюда обладает вчетверо 
меньшей неспецифической ПА, чем рХн ко-
ровы. В работе Belenkaya et  al.  [6] приводятся 
данные о том, что при одинаковой МА общая 
ПА рХн ближайшего филогенетического род-
ственника одногорбого верблюда – альпака 
(Vicugna pacos) – примерно в 3 раза ниже, чем 
у рХн коровы. По-видимому, низкая общая 
ПА и высокая специфичность характерны для 
Хн представителей семейства Верблюдовые 
(Camelidae).

Для сравнения специфичности рХн ко-
сули и коммерческих генно-инженерных Хн 
использовали данные об их удельной МА (%) 
и общей ПА (%), при этом за 100% принима-
ли показатели рХн коровы (табл. 4). По соот-
ношению МА/ПА ферменты косули и коровы 
почти не различались и примерно в 5,5  раз 
уступали рХн одногорбого верблюда.

Высокая коагуляционная специфичность 
(МА/ПА) служит одним из главных крите-
риев эффективности и отбора МФ для сыро-
делия  [41,  42]. Большинство известных моло-
косвёртывающих аспарагиновых протеиназ 
различного генеза, за исключением Хн одно-
горбого верблюда, альпака и свиньи  [6,  13], 
не могут сравниться по этому показателю с Хн 
коровы [18]. Поэтому значение МА/ПА = 1,04, 
полученное для рХн-Сар, синтезированного 
в системе экспрессии СНО-К1, представляет 
интерес с точки зрения перспектив практиче-
ского применения этого фермента.

Протеолитическую специфичность рХн по 
отношению к белкам цельного коровьего мо-
лока исследовали методом ЭФ-ДСН (рис.  5). 
В результате инкубации молока с исследуемыми 
рХн в фермент-субстратных смесях накапли-
вается пара-κ-CN (ММ ≈ 16 кДа), что является 
результатом специфической ПА, направленной 

Таблица 4. Удельная МА, общая ПА и специфичность рекомбинантных химозинов

Препарат Удельная МА (%) Общая ПА (А280) Общая ПА (%) Специфичность (МА/ПА)

рХн-Cар 141 0,266 ± 0,013 136 1,04

рХн-Bos 100 0,196 ± 0,013 100 1,00

рХн-Cam 166 0,059 ± 0,004 30 5,53
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Рис. 6. Зависимость остаточной МА рекомбинантных 
химозинов от температуры прогревания (ТС). Услов-
ные обозначения: рХн-Сар – рХн косули; рХн-Bos – рХн 
коровы; рХн-Cam – рХн одногорбого верблюда

на гидролиз связи F105-M106 в молекуле κ-CN 
(рис. 5, треки 3–5). Рекомбинантные Хн косу-
ли и коровы обладают похожей протеолитиче-
ской специфичностью, и за время проведения 
анализа успевают гидролизовать не только 
κ-CN, но также α- и β-СN. В результате на 
электрофореграммах, полученных с исполь-
зованием этих ферментов, появляются слабые 
белковые полосы с ММ 28–29 кДа и низко-
молекулярные полипептидные компоненты 
с ММ << 14 кДа, которые мигрируют в зоне 
лидирующего красителя (рис. 5, треки 3, 5). 
В случае рХн верблюда из полипептидного про-
филя белков молока исчезает только полоса 
κ-CN (рис. 5, трек 4), что является отражением 
низкой неспецифической ПА этого фермента.

Термостабильность. ТС определяется как 
способность белка противостоять денатурации 
при повышении температуры и является важ-
ной биохимической характеристикой любого 
фермента. Результаты исследования ТС рХн 
косули, коровы и одногорбого верблюда пред-
ставлены на рис. 6.

Порогом термоинактивации исследуемых 
рХн считали температуру (°С), при которой 
МФ сохранял ≥ 80% от исходной коагуляци-
онной активности, измеренной при 30 °С. 
Согласно этому критерию, пороги ТС рХн ко-
ровы и косули были одинаковыми и составили 
55 °С. Несмотря на то, что профили ТС этих 
ферментов похожи, полная термоинактивация 
рХн коровы происходила при 60 °С, тогда как 
рХн косули при этой температуре ещё сохра-
нял 0,8% от исходной МА.

Порог термоинактивации рХн одногорбо-
го верблюда был выше и равнялся 60 °С.

Полученные нами профили термоинакти-
вации рХн коровы и верблюда подтверждаются 
результатами калориметрических исследова-
ний, согласно которым ТС рХн C. dromedarius 
выше, чем у рХн B. taurus: точки плавления (Tm) 
этих ферментов различаются на 3 °С и равны 
57,7 и 60,7 °С соответственно  [41]. О том, на-
сколько значимы такие различия, говорят ре-
зультаты применения этих ферментов в сыро-
делии. Показано, что повышение температуры 
обработки молочного сгустка с 50 до 56 °С при-
водит к снижению интенсивности неспецифи-
ческого протеолиза в сырах, произведённых с 
применением рХн коровы и верблюда. Тем не 
менее в сырах, выработанных с температурой 
нагревания сгустка 56 °С, в случае применения 
рХн верблюда обнаруживалась более высокая 
концентрация продуктов протеолитической де-
градации α-CN, чем при использовании рХн 
коровы. На основании этих данных был сделан 
вывод о том, что рХн верблюда, чья общая ПА 
на 75% ниже, чем у рХн коровы, а Тm на 3 °С 
выше, вызывает более интенсивный протеолиз 
α-CN в созревающих и хранящихся сырах [43].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведённого исследования 
впервые установлена структура гена Хн сибир-
ской косули и определена его экзон/интронная 
организация. Проведён сравнительный анализ 
последовательностей ПроХн косули, коровы 
и одногорбого верблюда, который выявил ряд 
аминокислотных замен на участках, форми-
рующих субстрат-связывающую полость фер-
мента и затрагивающих субсайты S4 и S1′+ S3′.

С использованием интеграционного век-
тора pIP1 сконструирована рекомбинантная 
плазмида pIP1-Cap для экспрессии гена CYM 
косули в клетках CHO-K1. Получена поликло-
нальная культура клеток CHO-K1-CYM-Cap, 
обеспечивающая синтез и секрецию в культу-
ральную жидкость рПроХн косули.

После активации зимогена получен пре-
парат рХн косули с общей МА 468,4 ± 
± 11,1  IMCU/мл. Выход рХн косули в систе-
ме продукции СНО-К1 составил 500 мг/л или 
≈ 468 000 IMCU/л, что в 2–5  раз превышает 
показатели выхода генно-инженерных Хн в 
системах экспрессии дрожжей и плесневых 
грибов.

Определены основные биохимические 
свойства полученного фермента. Удельная МА 
рХн C. pygargus составила 938 ± 22  IMCU/мг 
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белка и была сопоставима с показателями ком-
мерческих рХн коровы и верблюда. Неспе-
цифическая ПА рХн косули оказалась в 1,4–
4,5  раза выше, чем у рХн сравнения. Тем не 
менее за счёт высокой удельной МА рХн-Сар 
занимал промежуточное положение по коагу-
ляционной специфичности (отношению МА/
ПА) между генно-инженерными Хн коровы и 
одногорбого верблюда. Порог ТС рХн косули 
был равен 55 °С. При 60 °С фермент сохранял 
< 1% МА от исходной, а его полная термоин-
активация наблюдалась при 65 °С.

Исключительно высокая продуктивность 
культуры СНО-К1 по рХн косули является ос-
новным результатом данной работы и свиде-
тельствует о необходимости дальнейшего изуче-
ния возможностей использования систем экс-
прессии млекопитающих для получения реком-
бинантных молокосвёртывающих протеиназ.
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ANALYSIS OF SOME BIOCHEMICAL PROPERTIES OF RECOMBINANT 
SIBERIAN ROE DEER (Capreolus pygargus) CHYMOSIN OBTAINED 

IN THE MAMMALIAN CELL CULTURE (CHO-K1)

D. E. Murashkin1, S. V. Belenkaya1,2*, A. A. Bondar3, 
V. V. Elchaninov4, and D. N. Shcherbakov1,5

1 State Research Center of Virology and Biotechnology ”Vector”, 630559 Koltsovo, Russia
2 Novosibirsk State University, 630090 Novosibirsk, Russia

3 Genomics Core Facility, Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, 
Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 630090 Novosibirsk, Russia

4 Federal Altai Scientific Center of Agrobiotechnologies, Siberian Research Institute of cheese making, 
656910 Barnaul, Russia

5 Altai State University, 656049 Barnaul, Russia

The structure of the Siberian roe deer (Capreolus pygargus) chymosin gene has been established for the first 
time and its exon/intron organization has been determined. The coding part of the C.  pygargus chymosin 
gene was reconstructed and obtained as a DNA clone using the Golden Gate method. Comparative analysis 
of the sequences of prochymosins of roe deer, cow and single-humped camel revealed a number of amino 
acid substitutions in the sites forming the substrate-binding cavity of the enzyme and affecting the specificity 
subsites S4 and S1′ + S3′. The recombinant plasmid pIP1-Cap was constructed using the integration vector 
pIP1 for the expression of the roe deer prochymosin gene in CHO-K1 cells. A polyclone of CHO-K1-CYM-
Cap cells was obtained, providing synthesis and secretion of recombinant prochymosin into the culture f luid 
of the producer. As a result of zymogen activation, a recombinant roe deer chymosin preparation with a total 
milk-clotting activity of 468.4 ± 11.1 IMCU/ml was obtained. The yield of recombinant roe deer chymosin 
was 500 mg/liter or ≈ 468,000 IMCU/liter, which exceeds the yield of genetically engineered chymosins in 
most of the expression systems used. The main biochemical properties of the obtained enzyme were com-
pared with commercial preparations of recombinant chymosins of single-humped camel (Camelus drome-
darius) and cow (Bos taurus). The specific milk-clotting activity of recombinant C. pygargus chymosin was 
938 ± 22 IMCU/mg of protein and was comparable with the indicators of comparison enzymes. The non-
specific proteolytic activity of recombinant roe deer chymosin was 1.4-4.5 times higher than that of cow and 
camel enzymes. In terms of coagulation specificity, the recombinant C. pygargus chymosin occupied an in-
termediate position between the genetically engineered analogues of B. taurus and C. dromedarius chymosins. 
The threshold of thermal stability of recombinant roe deer chymosin was equal to 55°C. At 60°C, the enzyme 
retained <1% of the initial milk-clotting activity, and its complete thermal inactivation was observed at 65°C.

Keywords: mammalian expression system, CHO-K1, recombinant chymosin, Siberian roe deer, milk-clotting activity, 
proteolytic activity, thermal stability
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Депо-управляемый вход кальция (store-operated calcium entry, SOCE) является основным механиз-
мом притока Ca2+ в невозбудимые клетки. Основными компонентами SOCE являются молекула 
стромального взаимодействия 1 (stromal interaction molecule 1, STIM1), локализованная в эндоплаз-
матическом ретикулуме, и активируемый в результате высвобождения ионов кальция Ca2+-канал 
(Ca2+ release-activated Ca2+ channel, CRAC) Orai, локализованный на плазматической мембране. 
Механизм SOCE требует взаимодействия между белками STIM1 и Orai. В клетках млекопитающих 
были выявлены три гомолога Orai: Orai1, Orai2 и Orai3. Хотя белок Orai1 был широко изучен, и было 
показано, что он необходим для множества клеточных процессов, Orai3 также недавно привлёк 
к себе значительное внимание. Механизмы запуска и активации канала Orai3 ещё полностью 
не выяснены. В настоящей работе нами был экспрессирован, очищен и реконструирован в липо-
сомах белок Orai3. В полученных протеолипосомах была изучена ориентация и олигомерное со-
стояние этого белка. Показано, что белок STIM1 взаимодействует с Orai3-содержащими протео-
липосомами и опосредует высвобождение из них ионов кальция. Это указывает на функционально 
активное состояние канала Orai3 и то, что рекомбинантный белок STIM1 может напрямую откры-
вать канал Orai3 в условиях in  vitro. Разработанная нами система высвобождения ионов кальция 
in vitro может быть использована для изучения структуры, функции и фармакологических свойств 
канала Orai3.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: депо-управляемый вход ионов Ca2+, Orai3, STIM1, реконструкция, липосомы.

DOI: 10.31857/S0320972523090099, EDN: WUHVBK

Принятые сокращения: SOCE  – store-operated calcium entry, депо-управляемый вход кальция; STIM1  – stromal 
interaction molecule 1, молекула стромального взаимодействия 1.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Ионы Са2+ являются важным вторичным 
мессенджером, который участвует практически 
во всех физиологических процессах в клетке. 
Нарушения внутриклеточного гомеостаза каль-
ция зачастую связаны с различными заболева-
ниями [1, 2]. Депо-управляемый вход кальция 
(store-operated calcium entry, SOCE) является 
одним из основных механизмов поступле-
ния внеклеточного кальция в клетки млеко-
питающих и центральным механизмом регу-
ляции кальций-зависимой передачи сигнала 
в невозбудимых клетках. Ключевыми элемен-
тами процесса активации SOCE являются 
белок STIM1 (stromal interaction mole cule 1, 
молекула стромального взаимодействия 1) и бе-

лок Orai1 [3–6]. Известно, что белок Orai1 об-
разует высокоселективные кальциевые каналы 
в плазматической мембране. Показана связь 
недостатка Orai1 со многими заболеваниями, 
такими как иммунодефицит, мышечная гипо-
тония и ангидротическая эктодермальная дис-
плазия [7–9]. У млекопитающих идентифици-
рованы три белка Orai (Orai1, Orai2 и Orai3), 
которые имеют высокую степень гомологии 
аминокислотных последовательностей, но 
проявляют различные функциональные свой-
ства [10–12]. Из этих трёх белков Orai1 вносит 
наибольший вклад в SOCE, взаимодействуя с 
белком STIM1. Поэтому его структура, функ-
ции и механизм активации были подробно 
изучены [13–15]. Orai1 представляет собой бе-
лок с четырьмя трансмембранными доменами, 
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оба конца которого расположены в цитозоле, 
и он функционирует как гексамерный ком-
плекс [16]. STIM1 представляет собой однопро-
ходной белок мембраны эндоплазматического 
ретикулума (ЭР) с люминальным N-концевым 
участком, содержащим два мотива EF-ручка 
(EF-hand) и стерильный альфа-мотив (sterile 
alpha motif, SAM). С-Концевой участок белка 
STIM1 экспонирован в цитозоль. При исто-
щении запасов кальция в ЭР белок STIM1 
посредством своего домена EF-ручка реаги-
рует на снижение концентрации ионов Ca2+ в 
ЭР. Это выражается в кластеризации белков 
и их транслокации в область стыковки мем-
бран ЭР и плазматической мембраны. SOAR-
домен белка STIM1 отвечает за связывание 
с N- и C-концевыми фрагментами Orai1 для 
обеспечения открытия канала  [14,  17]. Канал 
Orai1 играет ключевую роль во многих кле-
точных функциях и ассоциирован со многими 
заболеваниями. Мутация R91W в белке Orai1 
вызывает блокировку процесса активации 
канала, что приводит к тяжёлому комбини-
рованному иммунодефициту (severe combined 
immunodeficiency, SCID) у пациентов [8]. Му-
тации с усилением функции (gain-of-function 
mutations) в белке Orai1, вызывающие консти-
тутивную активность канала, приводят к воз-
никновению несиндромальной тубулярной 
агрегатной миопатии и синдрома тромбоцитов 
Йорка, а также синдрома Сторморкен [18, 19].

Белок Orai3 является уникальным кана-
лом, экспрессия которого наблюдается только 
у млекопитающих. Участвующие в образова-
нии пор трансмембранные домены всех трёх 
белков Orai демонстрируют высокую степень 
консервативности. Как и Orai1, Orai3 пред-
ставляет собой белок, образованный четырь-
мя трансмембранными доменами, и его N- и 
C-концевые фрагменты экспонированы в ци-
топлазму  [20–22]. Показано, что белок Orai3 
также индуцирует SOCE, однако величина 
притока кальция в этом случае меньше, чем 
в случае Orai1. Кроме того, Orai3 связывает-
ся с Orai1 с образованием гетеромультимер-
ных Ca2+-каналов, регулируемых арахидоно-
вой кислотой (arachidonic acid-regulated Ca2+, 
ARC), и Ca2+-каналов, регулируемых лейко-
триеном C4 (leukotriene C4  (LTC4)-regulated, 
LRC), но эти каналы являются депо-незави-
симыми [23–26]. Недавно была показана кри-
тическая роль белка Orai3 в прогрессировании 
многих видов рака, например, рака молочной 
железы, экспрессирующего эстрогеновые ре-
цепторы (ER+), немелкоклеточного рака лёг-
кого и рака предстательной железы  [27–29]. 
Было также показано, что Orai3 способствует 

ремоделированию гладкомышечных клеток 
сосудов при повреждении сосудов и аутоим-
мунных заболеваниях  [30,  31]. Хотя в послед-
ние годы белок Orai3 привлёк значительное 
внимание исследователей, тем не менее меха-
низмы его запуска и активации ещё полностью 
не выяснены. Реконструкция мембранных бел-
ков в липосомах оказалась мощным инстру-
ментом для изучения функции мембранных 
белков в упрощённой среде, которая, тем не 
менее, имитирует их нативную липидную сре-
ду [32, 33]. В настоящей работе нами были экс-
прессированы белок Orai3 и домен SOAR белка 
STIM1 в клетках Escherichia coli и получены их 
очищенные препараты. Солюбилизированный 
детергентом белок Orai3 был нами реконструи-
рован в липосомах. В полученных протеоли-
посомах была изучена ориентация и олигомер-
ное состояние этого канала. С помощью такой 
системы мы показали, что STIM1 может непо-
средственно вызывать высвобождение ионов 
кальция из протеолипосом, содержащих Orai3. 
Полученные нами результаты указывают на то, 
что реконструкция мембранного белка Orai3 
в липосомах является эффективным инстру-
ментом для изучения функций каналов Orai3 
in vitro. Этот метод может способствовать раз-
работке новых стратегий для изучения молеку-
лярных механизмов действия каналов Orai3 и 
разработки новых препаратов направленного 
действия для лечения заболеваний.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Плазмиды. Полный ген белка Orai3 челове-
ка был клонирован в вектор pGEX-6P-1 с при-
креплением метки HA к C-концу. Фрагмент 
белка STIM1 человека из аминокислотных 
остатков 342–531 (STIM1 (а.о.  342–531)) был 
клонирован в вектор pET-28a с меткой Flag на 
C-конце. С полными последовательностями 
плазмид можно ознакомиться в Приложении.

Экспрессия и очистка белка. Чтобы вы-
звать экспрессию белков GST-Orai3-HA и 
His6-STIM1 (342–531)-Flag, клетки E. coli 
Rosetta DE3 («Novagen», США) были транс-
формированы плазмидами. Клетки E. coli вы-
ращивали в среде LB при 37 °C до достижения 
значения оптической плотности среды при 
600 нм (OD600), равной 0,8. Индукцию экспрес-
сии белка осуществляли путём добавления 
0,5 мМ изопропил-β-D-тиогалактозида на 12 ч 
при 24 °C. Клетки собирали и затем лизиро-
вали с помощью ультразвука в растворе 50 мМ 
Tris-HCl (pH 8,0), содержащем 300 мМ NaCl и 
набор ингибиторов протеаз («Roche», Швей-

9*
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цария). Чтобы очистить белок GST-Orai3-HA, 
суммарные клеточные мембраны осаждали в 
ходе ультрацентрифугирования при 182 000 g 
в течение 1 ч при 4 °C. Полученный осадок го-
могенизировали и солюбилизировали в 50 мМ 
буфера Tris-HCl (pH 8,0), содержащего 300 мМ 
NaCl и 2% (v/v) Triton X-100, в течение 2 ч. Не-
растворимые остатки клеток удаляли при цен-
трифугировании в режиме 100 000 g в течение 
30 мин при 4 °C, и полученный супернатант 
инкубировали с гранулами глутатион-сефа-
розы («GE Healthсare», США). Затем гранулы 
промывали 50 мМ буфера Tris-HCl (pH 8,0), 
содержащего 300 мМ NaCl и 0,1% (v/v) Triton 
X-100. Связавшиеся с гранулами белки элюи-
ровали 10 мМ восстановленного глутатиона в 
50 мМ Tris-HCl (pH 8,0), содержащего 300 мМ 
NaCl. Далее белок GST-Orai3-HA очищали пу-
тём гель-фильтрации с использованием 50 мМ 
Tris-HCl (pH 8,0), содержащего 300 мМ NaCl и 
0,1% (v/v) Triton X-100, на колонке Superdex 200 
(«GE Healthсare»), предварительно уравнове-
шенной тем же буфером. Для очистки STIM1 
(а.о. 342–531) клетки выращивали и затем 
лизировали с помощью ультразвука в 50 мМ 
Tris-HCl (pH 8,0), содержащего 300 мМ NaCl, 
4 мМ имидазола и 2 мМ β-меркаптоэтанола. 
Лизаты клеток осветляли путём центрифугиро-
вания при 38 900 g в течение 1 ч при 4 °C. Ре-
комбинантный белок очищали с помощью 
хроматографии на колонке Ni-NTA («Qiagen», 
США). После нанесения раствора белка смолу 
промывали 20 мМ имидазола в 50 мМ Tris-HCl 
(pH 8,0), содержащего 300 мМ NaCl, и связав-
шийся белок элюировали 400 мМ имидазола. 
Белок His-STIM1 (342–531)-Flag дополни-
тельно очищали с помощью ионообменной 
хроматографии с использованием колонки 
HiTrap Q HP («GE Healthcare»), предварительно 
уравновешенной буфером A (20 мМ Tris-HCl, 
pH 8,0). Образцы белка наносили на колонку с 
использованием петли объёмом 5 мл. Колонку 
промывали пятью объёмами буфера A. Связав-
шиеся белки элюировали с колонки линейным 
градиентом концентрации NaCl (от 0 до 1 M 
NaCl в пяти объёмах колонки).

Анализ белков путём совместного осаж-
дения (pull-down assay). Меченные биотином 
концевые пептиды белка Orai3 были синтези-
рованы «GL Biochem» (Шанхай, Китай). Пеп-
тиды иммобилизовывали на гранулах стреп-
тактин сефарозы («Qiagen») и инкубировали 
с очищенным STIM1 (а.о.  342–531) в течение 
1 ч при 4 °C. Гранулы промывали три раза и 
кипятили в двухкратном буфере для образцов 
белка, содержащем додецилсульфат натрия 
(SDS). Далее белки разделяли с использовани-

ем электрофореза в ПААГ в присутствии SDS 
(SDS-PAGE), и затем подвергали Вестерн-блот-
тингу с использованием антител против Flag.

Вестерн-блоттинг. Образцы белков под-
вергали разделению с использованием SDS-
PAGE, и разделённые белки переносили 
на поливинилиденфторидную (PVDF) мем-
брану. Мембрану блокировали в течение 1  ч 
5%-ным обезжиренным молоком в соле-
вом растворе с Tris-буфером, содержащим 
0,1%-ный Tween 20 (TBST), и затем инкубиро-
вали в течение ночи с первичными антителами 
при 4 °C. Затем мембрану промывали три раза 
в TBST и в течение 1 ч инкубировали со вто-
ричными антителами, конъюгированными с 
пероксидазой хрена (HRP). Белковые полосы 
идентифицировали с помощью реагента ECL 
Western blotting substrate («Pierce», США).

Получение липосом. Препараты 1,2-паль-
митоил-олеоил-sn-глицеро-3-фосфохолина 
(POPC), 1,2-пальмитоил-олеоил-sn-глицеро-3-
фосфосерина (POPS) и меченного родамином 
1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-фосфоэтанол-
амина, DPPE (Rho-PE), были получены от 
«Avanti Polar Lipids» (Алабастер, США). Липо-
сомы приготавливали в стеклянной пробирке 
с помощью раствора липида (10 мМ) в хлоро-
форме (83,5% POPC, 15% POPS, 1,5% Rho-PE). 
Липиды высушивали под мягким потоком азо-
та до образования тонкой плёнки и затем су-
шили в вакуумном эксикаторе в течение ночи. 
Далее плёнки липида увлажняли с использова-
нием буфера Hepes (25 мМ Hepes, 100 мМ KCl), 
после чего 10  раз замораживали и размора-
живали. Для получения однослойных липо-
сом суспензию липидов 10 раз пропустили под 
давлением через поликарбонатные фильтры с 
диаметром пор, равным 100 нм («Whatman», 
Великобритания), с использованием аппарата 
Mini-Extruder («Avanti Polar Lipids»).

Реконструкция белка в липосомах. Очи-
щенный белок GST-Orai3-HA смешивали с 
липосомами в молярном соотношении 1 : 1000 
(белок : общий липид). Конечная концен-
трация белка составляла 2 мкМ, а липи-
дов – 2 мМ. Для загрузки ионов Ca2+ в протео-
липосомы в реконструкционную смесь добав-
ляли Ca2+ до конечной концентрации, равной 
200 мкМ. Эту смесь инкубировали при ком-
натной температуре при мягком встряхива-
нии в течение 5 мин. Чтобы удалить детергент 
(Triton X-100), липосомы инкубировали при 
4 °C с тремя сменами гранул Bio-Beads SM2 
(«Bio-Rad», США) – 20 мг гранул на 1 мл сус-
пензии липосом. Реконструкционную смесь 
затем подвергали ультрацентрифугированию 
при 55 000  об./мин в течение 1 ч при 4 °C. 
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Полученный осадок промывали буфером 
Hepes и снова подвергали ультрацентрифуги-
рованию для удаления остатков ионов каль-
ция. Ca2+-содержащие протеолипосомы Orai3 
ресуспендировали в буфере Hepes.

Флотационный анализ. Эффективность 
реконструкции белка определяли с помо-
щью анализа флотации в градиенте сахарозы. 
Протеолипосомы (30 мкл) смешивали с 1,9 M 
сахарозы (100 мкл) и далее последовательно 
наслаивали 1,25 M (100 мкл) и 0,25 M (20 мкл) 
сахарозы. Образцы центрифугировали в тече-
ние 1 ч на роторе Beckman TLS 55 в режиме 
55 000 об./мин при 4 °C. Градиент сахарозы 
собирали в виде пяти фракций, которые далее 
анализировали с помощью Вестерн-блоттинга.

Определение ориентации белка в липосомах. 
Протеолипосомы с белком GST-Orai3-HA ин-
кубировали с протеазой 3C («Takara», Япония) 
или без неё в течение 3 ч при 4 °C. Реакцию 
останавливали путём добавления SDS-содержа-
щего буфера для нанесения образцов, и образцы 
анализировали с помощью Вестерн-блоттинга 
с использованием антител против HA.

Определение олигомеров белков в липо-
сомах. Протеолипосомы, содержащие GST-
Orai3-HA, инкубировали с 1%-ным SDS или 
1%-ным дигитонином при 4 °C в течение 1 ч 
и затем аккуратно наслаивали на верхний слой 
5–25%-ного (w/v) градиента сахарозы. Образ-
цы центрифугировали при 174 000 g и 4 °C в 
течение 2 ч. Градиент собирали в виде 14 фрак-
ций, которые затем анализировали с помощью 
Вестерн-блоттинга.

Определение потока кальция. После рекон-
струкции белка GST-Orai3-HA в липосомах 
и их загрузки ионами Ca2+ функционирова-
ние Orai3 в качестве ионного канала оцени-
вали с помощью метода определения потока 
ионов  Ca2+, основанного на измерении флуо-

ресценции с использованием пентанатриевой 
соли Fura-2 и ридера микропланшет. Кон-
трольные липосомы и протеолипосомы, содер-
жащие белок Orai3 (100 мкл), вносили в ячейки 
чёрной 96-ячеечной микропланшеты. В каж-
дую ячейку добавляли краситель Fura-2 (ко-
нечная концентрация 50 мкМ), и микроплан-
шету инкубировали в течение 2 мин на ридере 
микропланшет SpectraMax i3x (установленный 
на режим прочтения конечной точки) до начала 
измерения в каждой ячейке сигнала флуорес-
ценции при 510 нм (возбуждение при 340 нм 
и 380 нм) без добавления или после добавления 
STIM1 (а.о. 342–531) (2 мкМ) или детергента 
Triton Х-100 (5 мкл). Соотношение интенсив-
ности флуоресценции, F340 нм / F380 нм, для 
красителя Fura-2 было прямо пропорциональ-
но концентрации ионов Ca2+.

Статистическая обработка результатов. Ана-
лиз полученных данных проводили с исполь-
зованием программы GraphPad Prism  5. Полу-
ченные результаты представлены в виде сред-
него ± стандартная ошибка отклонения (SD). 
Различия между двумя группами определяли с 
помощью t-критерия Стьюдента. Различия счи-
тались статистически значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Экспрессия и очистка белка Orai3 и фрагмен-
та белка STIM1. Белки Orai1 и STIM1 являются 
ключевыми молекулами процесса активации 
SOCE, который зависит от взаимодействия 
между доменом SOAR (а.о. 344–442) белка 
STIM1 и N- и C-концевыми фрагментами бел-
ка Orai1 (рис. 1, а). Хотя Orai3 является гомо-
логом белка Orai1, его уникальные функции 
остаются невыясненными. Чтобы определить 
функции белка Orai3 и создать эффективную 

Рис. 1. Экспрессия и очистка Orai3 и STIM1 (а.о. 342–531). а – Схематичное изображение активации канала CRAC 
(Ca2+ release-activated Ca2+ channel, активируемый в результате высвобождения ионов кальция Ca2+-канал). Связыва-
ние SOAR-домена STIM1 с N- и C-концевыми фрагментами белка Orai1 приводит к открытию канала и проникно-
вению ионов кальция. б – Окрашивание Кумасси бриллиантовым голубым очищенного Orai3 и STIM1 (а.о. 342–531)
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Рис. 2. Взаимодействия между STIM1 (а.о. 342–531) и N- и С-концевыми пептидами белка Orai3 (NT и CT соответ-
ственно). а  –  Аминокислотные последовательности синтетических пептидов белка Orai3. б  –  Анализ совместного 
осаждения (Pull-down assay) для определения связывания STIM1 (а.о.  342–531) и концевых пептидов белка Orai3. 
IB: Flag – антитела против Flag

и простую исследовательскую модель in  vitro, 
полноразмерный белок Orai3 и фрагмент белка 
STIM1 (а.о. 342–531) были экспрессированы в 
клетках E. coli и далее очищены. Поскольку до-
мен SOAR белка STIM1, как известно, трудно 
очистить, нами были протестированы несколь-
ко несущих домен SOAR конструкций, вклю-
чая фрагменты STIM1 (а.о. 233–531), STIM1 
(а.о. 310–531) и STIM1 (а.о. 342–531). Фраг-
мент оказалось легко выделить, и он демон-
стрировал более сильное связывание с Orai3. 
Рекомбинантный белок Orai3 был помечен 
метками GST и HA, а STIM1 (а.о. 342–531)  – 
метками His и Flag (рис. 1, б). Экспрессию и 
очистку белка GST-Orai3-HA (молекулярная 
масса ~ 58 кДа) подтверждали с помощью Ве-
стерн-блоттинга с использованием антител 
против HA.

Взаимодействия между STIM1 (а.о. 342–
531) и концевыми пептидами Orai3. В предыду-
щей работе мы показали, что STIM1 (а.о. 342–
531) взаимодействует с каналом Orai  [21]. 
В настоящей работе мы подтвердили с помо-
щью метода совместного осаждения (pull-down 
assay) связывание STIM1 (а.о. 342–531) как 
с N-, так с C-концевыми фрагментами белка 
Orai3. С этой целью были синтезированы ме-
ченные биотином пептиды на основе последо-

вательностей белка Orai3 человека (рис. 2, а), 
которые связывали с гранулами, конъюгиро-
ванными со стрептавидином. STIM1 (а.о. 342–
531) инкубировали с гранулами при 4 °C в 
течение 1 ч. Гранулы осаждали, и связавшие-
ся с ними белки сначала разделяли с помо-
щью SDS-PAGE, а затем визуализировали с 
помощью Вестерн-блоттинга с использова-
нием антител против метки Flag. Очищенный 
STIM1 (а.о. 342–531) был способен физически 
взаимодействовать с N- и С-концевыми пеп-
тидами белка Orai3 (рис. 2, б, дорожки  2, 3). 
В то же время мутантный белок с аминокис-
лотной заменой L282S (остаток L282 в белке 
Orai3 эквивалентен остатку L273 в белке Orai1) 
и укороченные С-концевые пептиды проде-
монстрировали пониженную способность 
взаимодействовать со STIM1 (рис. 2, б, дорож-
ки 4, 5). Связывание биотинилированных пеп-
тидов со стрептавидином было подтверждено 
окрашиванием Кумасси бриллиантовым голу-
бым (рис. 2, б, нижняя панель).

Реконструкция Orai3 в липосомах. Чтобы 
создать простую и эффективную исследова-
тельскую модель для изучения функций Orai3 
in  vitro, очищенный белок GST-Orai3-HA был 
реконструирован в липосомах. Для контроля 
высвобождения кальция через канал Orai3, 
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Рис. 3. Реконструированный в липосомах белок GST-Orai3-HA. а – Модель активации канала Orai3 in vitro. Активация 
канала Orai3, реконструированного в нагруженных ионами Ca2+ липосомах, путём добавления белка STIM1 приводи-
ла к высвобождению ионов Ca2+ из липосом. Количество выделившегося Ca2+ контролировали с помощью красителя 
Fura-2. б  –  Анализ эффективности реконструкции белка с помощью флотационного анализа. Пять фракций были 
проанализированы с помощью Вестерн-блоттинга с использованием антител против НА (IB: HA). в – Анализ ори-
ентации GST-Orai3-HA в липосомах с использованием протеаз. Протеолипосомы, содержащие белок GST-Orai3-HA, 
обрабатывали протеазой  3C и анализировали с помощью Вестерн-блоттинга с использованием антител против HA 
(IB:  HA). г  –  Анализ олигомерного состояния белка GST-Orai3-HA в липосомах с помощью центрифугирования 
в градиенте плотности сахарозы. Реконструированный белок GST-Orai3-HA обрабатывали указанными детергентами 
и наносили на градиент сахарозы. После центрифугирования 14  фракций были проанализированы с помощью 
Вестерн-блоттинга с использованием антител против НА (IB: HA)

активированный в результате взаимодействия 
с белком STIM1, использовали флуоресцент-
ный индикатор Fura-2 (рис. 3, а). Белок GST-
Orai3-HA со связанным детергентом (Triton 
Х-100) смешивали с липосомами и инкубиро-
вали при 4 °С в течение 1 ч, после чего детер-
гент медленно удаляли с помощью биогранул, 
что приводило к образованию протеолипосом. 
Эффективность реконструкции белка оце-
нивали методом флотации в градиенте саха-
розы. При центрифугировании белок GST-
Orai3-HA, реконструированный в липосомах, 
всплывал на вершину градиента сахарозы. 
Как и ожидалось, Вестерн-блоттинг подтвер-
дил высокую эффективность реконструкции. 
Так, почти все содержащие Orai3 протеолипо-
сомы обнаруживались в верхней фракции 
(рис. 3, б). Поскольку ориентация канала Orai3 
определяет направление потока кальция и экс-
позицию сайта связывания STIM1, мы также 
определили ориентацию встроенного в липо-
сомы белка GST-Orai3-HA с помощью анализа 
продуктов его расщепления протеазами. Ожи-
далось, что очищенный Orai3 будет представ-

лять собой белок с четырьмя трансмембран-
ными доменами, помеченный метками GST 
и HA на N- и C-концах соответственно, при-
чём оба конца будут экспонированы наружу из 
протеолипосом. Вестерн-блоттинг с использо-
ванием антител против метки HA показал, что 
метка GST реконструированного белка Orai3 
была удалена протеазой  3C (рис. 3, в). Такая 
ориентация канала Orai3 достигалась после 
предварительной загрузки протеолипосом 
ионами Ca2+.

Анализ кристаллической структуры белка 
Orai у Drosophila выявил гексамерную структу-
ру этого белка [34]. Чтобы изучить олигомери-
зацию белка GST-Orai3-HA в липосомах, нами 
был использован метод центрифугирования в 
градиенте плотности сахарозы. Реконструиро-
ванный GST-Orai3-HA, солюбилизированный 
дигитонином (относительно мягкий детер-
гент) или SDS (сильный ионный детергент), 
наносили на поверхность градиента сахарозы 
и подвергали центрифугированию. С помо-
щью метода Вестерн-блоттинга было пока-
зано, что после обработки дигитонином белок 
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Рис. 4. Вызванное STIM1 высвобождение кальция из протеолипосом, содержащих Orai3, измеренное с помощью 
индикатора кальция Fura-2. Последовательно проводили возбуждение красителя Fura-2 на длинах волн 340 и 380 нм 
и определяли соотношение сигналов эмиссии для каждой длины волны возбуждения. Для определения концентра-
ции ионов Са2+ использовали соотношение F340 нм / F380 нм. Синий – концентрация Ca2+ вне липосом; фиолетовый – 
высвобождение Ca2+, вызванное STIM1 (а.о. 342–531), розовый – общий Ca2+, высвобождаемый из липосом детерген-
том Triton Х-100

GST-Orai3-HA мигрировал в градиенте как 
белок со значительно большим молекулярным 
весом, что указывало на образование в липо-
сомах олигомеров белка Orai3. При обработке 
SDS происходило разрушение олигомеров, в 
результате чего этот белок обнаруживался 
в верхних фракциях градиента (рис. 3, д). 
В целом, эти результаты свидетельствуют об 
успешной реконструкции в липосомах очи-
щенного белка GST-Orai3-HA.

STIM1 индуцировал высвобождение ионов 
кальция из протеолипосом, содержащих Orai3. 
Чтобы дополнительно подтвердить, что канал 
Orai3 может быть активирован белком STIM1 
in vitro, мы проанализировали высвобождение 
Ca2+ из липосом с использованием индикато-
ра кальция Fura-2 с максимумом возбуждения 
при 380 нм (при низких концентрациях ионов 
кальция). Концентрация Са2+ вне протеолипо-
сом в начале эксперимента была очень низкой. 
Добавление STIM1 (а.о. 342–531) приводило 
к индукции флуоресценции Fura-2 с пиком 
эмиссии при 510 нм и сдвигу максимальной 
длины волны возбуждения от 340 до 380 нм в 
ответ на связывание кальция. Это свидетель-
ствовало о том, что STIM1 (а.о. 342–531) вы-
зывал значительное высвобождение Ca2+ из 
протеолипосом, содержащих Orai3. Неболь-
шое увеличение соотношения интенсивно-
стей флуоресценции Fura-2 (F340 нм / F380 нм) 
в ответ на добавление фрагмента белка STIM1 
также наблюдалось в липосомах, не содер-
жащих Orai3, что может быть связано с очень 
высокой чувствительностью Fura-2. Поэтому 
добавление раствора белка STIM1, содержаще-
го некоторое количество ионов, могло вызвать 
небольшое увеличение сигнала флуоресцен-
ции. Также возможно, что добавление белка 

STIM1 могло вызвать разрыв некоторых липо-
сом, что привело к утечке ионов кальция и не-
большому увеличению флуоресцентного сиг-
нала. Обработка протеолипосом Triton Х-100 
приводила к практически полному высвобож-
дению Са2+. Соотношение F340 нм / F380 нм бы-
ло одинаковым для Orai3-содержащих про-
теолипосом и контрольных липосом. Эти ре-
зультаты свидетельствуют о том, что белок 
GST-Orai3-HA, реконструированный в липо-
сомах, образует активные Ca2+-каналы, и что 
взаимодействие между STIM1 и Orai3 было до-
статочным для открытия канала in vitro (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Реконструкция мембранных белков в ис-
кусственной липидной среде является мощным 
инструментом, широко используемым при изу-
чении структуры и функций ионных каналов, 
транспортёров, рецепторов и т.д. [35–37]. SOCE 
является основным механизмом проникнове-
ния кальция в невозбудимые клетки, кото-
рый используется в ряде физиологических и 
патологических процессов. Он опосредован 
взаимодействием между Orai1 и STIM1. Струк-
тура, функция и механизм активации белка 
Orai1 как ключевого компонента SOCE были 
широко изучены in vitro. Zhou et al. экспрес-
сировали белок Orai1 человека в дрожжах Sac-
charomyces cerevisiae и выделили из аппарата 
Гольджи запечатанные мембранные везикулы, 
переносящие Orai1 к плазматической мем-
бране. Авторы показали, что рекомбинантный 
STIM1, экспрессируемый в бактериях, может 
напрямую открывать канал Orai1 in  vitro  [38]. 
Liu et  al. получили моноклональные антитела 
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против белка Orai1, используя в качестве анти-
гена комплекс липосом и очищенного белка 
Orai1, синтезированного в бесклеточной си-
стеме [39]. Hou et al. определили кристалличе-
скую структуру Orai из Drosophila melanogaster 
и изучили функцию канала Orai путём рекон-
струкции очищенного белка Orai в липосомах 
с использованием флуоресценции для монито-
ринга потока ионов [34].

Белок Orai3, который является гомологом 
Orai1, встречается исключительно у млекопи-
тающих. Для него характерны существенные 
отличия аминокислотной последовательно-
сти от других изоформ белка Orai. Этот белок 
обладает уникальными особенностями меха-
низмов регуляции и модуляции. Идентичность 
последовательностей белков Orai3 и Orai1 в 
экспонированных в цитозоль N- и C-концевых 
участках составляет 34 и 46% соответствен-
но  [40], что может объяснить гораздо более 
сильное связывание Orai3 с белком STIM1. 
Индуцированные Orai3 депо-управляемые по-
токи протекают значительно медленнее, чем в 
случае Orai1  [41]. Биофизические и фармако-
логические свойства этих двух белков также 
различаются  [10,  42,  43]. Было показано, что 
Orai3 является важным компонентом депо-
независимых каналов ARC и LRC, ассоцииро-
ванных с развитием рака и ремоделированием 
сердечно-сосудистой системы. Следовательно, 
канал Orai3 может играть критическую роль в 
специфических клетках или в специфических 
условиях у млекопитающих. В настоящей ра-
боте нами была разработана система in  vitro, 
которую можно использовать для изучения 
структуры, функции и фармакологических 
свойств канала Orai3. Кроме того, мы разрабо-
тали эффективный протокол очистки белка 
Orai3 из клеток E. coli и его реконструкции 
в протеолипосомах. Мы подтвердили ориента-
цию белка Orai3 в липосомах с помощью ана-
лиза продуктов его расщепления и показали, 
что оба концевых участка Orai3 обращены во 

внешнюю среду и доступны для взаимодей-
ствия с рекомбинантным STIM1. Добавление 
рекомбинантного фрагмента STIM1 (а.о. 342–
531) вызывало отток Ca2+ из липосом.

Можно заключить, что белок Orai3 привле-
кает значительное внимание исследователей и 
все чаще признается как терапевтическая ми-
шень при различных заболеваниях. Однако 
уникальный механизм активации Orai3 оста-
ётся плохо изученным. В настоящей работе мы 
реконструировали очищенный белок Orai3 в 
протеолипосомах в отсутствие загрязняющих 
факторов, что позволило преодолеть некото-
рые ограничения традиционных методов. Это 
может послужить основой для будущих иссле-
дований структуры и функции канала Orai3 
и облегчить открытие его высокоселективных 
ингибиторов.
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RECONSTITUTION OF CALCIUM CHANNEL PROTEIN Orai3 
INTO LIPOSOMES FOR FUNCTIONAL STUDIES

Ch. Liang1 and F. Wu1,2*
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Store-operated calcium entry (SOCE) is the main mechanism for the Ca2+ inf lux in non-excitable cells. 
The two major components of SOCE are stromal interaction molecule  1 (STIM1) in the endoplasmic 
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reticulum and Ca2+ release-activated Ca2+ channel (CRAC) Orai on the plasma membrane. SOCE re-
quires interaction between STIM1 and Orai. Mammals have three Orai homologs: Orai1, Orai2, and Orai3. 
Although Orai1 has been widely studied and proven to be essential for numerous cellular processes, Orai3 
has also attracted a significant attention recently. The gating and activation mechanisms of Orai3 have 
yet to be fully elucidated. Here, we expressed, purified, and reconstituted Orai3 protein into liposomes 
and investigated its orientation and oligomeric state in the resulting proteoliposomes. STIM1 interacted 
with the Orai3-containing proteoliposomes and mediated calcium release from them, suggesting that the 
Orai3 channel was functional and that recombinant STIM1 could directly open the Orai3 channel in vitro. 
The developed in vitro calcium release system could be used to study the structure, function, and pharma-
cology of Orai3 channel.

Keywords: store-operated Ca2+ entry, Orai3, STIM1, reconstitution, liposomes
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Холера является опасным инфекционным заболеванием, вероятность заражения которым резко 
возрастает в условиях ограниченного доступа к чистой питьевой воде. Эффективным способом 
предотвращения холеры является применение вакцин. Одним из их компонентов может служить 
белок CtxB  – β-субъединица холерного токсина. В  настоящей работе мы создали генетическую 
систему для наработки рекомбинантного CtxB в клетках Escherichia coli и подобрали условия для 
синтеза и очистки целевого продукта на уровне лабораторной культуры. Установлено, что наибо-
лее простым и эффективным способом выделения рекомбинантного белка является выращивание 
культуры E. coli на синтетической среде М9 с глицерином с последующей очисткой CtxB из среды 
культивирования методом металл-хелатной хроматографии. После 48-часовой индукции концен-
трация целевого продукта в среде может достигать значений 50 мг/литр, при этом белок сохраняет 
свою пентамерную структуру, что позволяет рассматривать созданную систему как перспективный 
инструмент промышленного синтеза рекомбинантного CtxB в медицинских и исследовательских 
целях.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: β-субъединица холерного токсина, CtxB, экспрессия, рекомбинантный белок.

DOI: 10.31857/S0320972523090105, EDN: WYVGMK

Принятые сокращения: ИПТГ – изопропил β-D-тиогалактопиранозид; CtxB – β-субъединица холерного токсина; 
MALDI-TOF  – времяпролётная масс-спектрометрия с матрично-активированной лазерной десорбцией-ионизацией; 
NB – Nutrient Broth, полноценная питательная среда, аналогичная по составу среде Лурия–Бертани (LB).

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Холера представляет собой острое инфек-
ционное заболевание, основным симптомом 
которого является диарея. В случае отсутствия 
лечения болезнь приводит к быстрому обез-
воживанию и смерти. Возбудителем холеры 
является Vibrio cholerae, относящийся преиму-
щественно к серотипам  О1 и  О139 [1]. Забо-
левание наиболее распространено в странах 
Африки и Юго-Восточной Азии, однако за 
последние два столетия (с  1817 г.) также было 
зафиксировано 7  пандемий  [2]. В  2020 г., по 
сообщениям ВОЗ, холера была отмечена более 
чем в 80  странах мира с общим числом боль-
ных около 323 000 человек [3].

Как правило, инфицирование холерой 
связано с потреблением заражённой воды или 

пищи, поэтому заболевание широко распро-
странено в жарких странах с низким уровнем 
жизни и ограниченным доступом к чистой 
питьевой воде  [4]. Вместе с тем вероятность 
его распространения значительно возрастает 
в условиях стихийных бедствий, локальных 
конфликтов и гуманитарных кризисов, когда 
под ударом могут оказаться даже относительно 
благополучные регионы.

Основные способы профилактики холе-
ры  – это обеспечение населения чистой во-
дой и незаражённой пищей, а также вакцина-
ция [5, 6]. На международном уровне известны 
три холерные вакцины, одобренные  ВОЗ. 
Это Dukoral (Швеция), Shanchol (Индия) и 
Euvichol (Корея) [7]. Все они являются ораль-
ными и созданы на основе цельных убитых 
клеток холерного вибриона. Однако Dukoral, 
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в отличие от Shanchol и Euvichol, помимо ин-
активированных нагреванием и формалином 
клеток V. cholerae серотипов О1 и О139, допол-
нена рекомбинантной β-субъединицей холер-
ного токсина  [5]. Такая модификация обеспе-
чивает защиту организма человека не только 
от холерного вибриона, но и от инфекционных 
заболеваний, связанных с энтеротоксигенны-
ми вариантами кишечной палочки  (ETEC). 
Ревакцинация при использовании вакцины 
Dukoral рекомендуется через 2 г., при введении 
Shanchol или Euvichol – через 3 г.

Ранее клинические испытания проходили 
также вакцины Orochol и Mutachol, созданные 
на основе живых клеток мутантного холерного 
вибриона [5]. В  медицинскую практику они 
вошли как препарат Vaxchora  (США), однако 
в декабре 2020 г. производство и продажа этой 
вакцины были временно прекращены, и в на-
стоящее время она недоступна.

Ещё одна перспективная вакцина создана 
малайзийскими исследователями  [8]. Их про-
тотип лекарственного препарата также содер-
жит живые мутантные клетки возбудителя хо-
леры. В  настоящий момент идёт подготовка к 
клиническим испытаниям.

В России применяется собственная вакци-
на – холерная бивалентная химическая вакци-
на  [9, 10]. Она представляет собой смесь холе-
рогена-анатоксина и О-антигенов, полученных 
из инактивированных формалином бульонных 
культур V. cholerae путём выделения, очистки и 
концентрирования сернокислым аммонием. 
Приобретённый после вакцинации иммунитет 
сохраняется в течение полугода [11].

Учитывая возросшие риски биологических 
угроз для граждан  РФ и возможное ограниче-
ние доступа к произведённым за рубежом ле-
карственным препаратам, представляется не-
обходимым модифицировать имеющиеся оте-
чественные вакцины или создать новые, отли-
чающиеся повышенной эффективностью и 
продолжительностью действия.

Основным фактором патогенеза холеры 
является выделяемый ею в просвет кишечника 
холерный токсин, состоящий из α-субъедини-
цы и пяти субъединиц β. Субъединица β (CtxB) 
формирует устойчивые гомопентамерные струк-
туры с молекулярной массой ~55 кДа [12].

Выведение холерного холотоксина за преде-
лы продуцирующей его клетки в естественных 
условиях является многостадийным процессом. 
Белковые молекулы за счёт специфической 
N-концевой сигнальной последовательности 
узнаются белком SecA, который обеспечивает 
их доставку к цитоплазматической мембране 
и дальнейший транспорт в периплазму за счёт 

Sec-комплекса. В периплазме специальная пеп-
тидаза производит отщепление от полипеп-
тидов их лидерных последовательностей, что 
позволяет белкам принять нативную конфор-
мацию и в итоге соединиться в единую моле-
кулу, включающую субъединицу α и пентамер 
CtxB. В таком виде собранный холерный ток-
син захватывается системой секреции второго 
типа и выводится в окружающую среду за пре-
делы внешней мембраны [13, 14].

Токсичность холерного токсина для эука-
риотических клеток определяется его α-субъ-
единицей. Пентамер CtxB нетоксичен, но обес-
печивает взаимодействие холотоксина с GM1-
рецепторами клеток кишечного эпителия че-
ловека при инфицировании, что приводит к 
попаданию токсина в эндоплазматический ре-
тикулум и высвобождению высокотоксичной 
А1-цепи субъединицы α [15], непосредственно 
индуцирующей появление клинических сим-
птомов.

Нетоксичность CtxB и его способность 
запускать развитие выраженного иммунного 
ответа позволяет широко применять этот белок 
в качестве адъюванта и основы при разработ-
ке вакцин против различных бактериальных 
и вирусных патогенов  [16]. Помимо этого, его 
используют для подавления патологических 
иммунных реакций при аллергии и аутоиммун-
ных заболеваниях  [16], но в первую очередь 
вводят в состав противохолерной вакцины в 
качестве фактора формирования в кишечнике 
антител, нейтрализующих холотоксин [17].

Потребность в чистом CtxB довольно вы-
сока. Он нужен как для профилактики ост-
рых кишечных инфекций, так и для иммуно-
логических и биохимических исследований. 
В  связи с этим уже довольно давно предпри-
нимались попытки искусственного получения 
β-субъединицы холерного токсина в различ-
ных организмах: в V. cholerae нарабатывали 
нативный белок  [18, 19], в Lactobacillus  [20], 
Bacillus brevis  [21], Escherichia coli  [22–24], а 
также растениях  [25, 26]  – рекомбинантный. 
В  настоящей работе мы решили задачу созда-
ния генетической системы и определения 
условий получения рекомбинантной субъеди-
ницы β холерного токсина (CtxB), которая мо-
жет быть использована либо как дополнение к 
имеющейся в России холерной вакцине, либо в 
качестве компонента новой потенциальной вак-
цины на основе генетически модифицирован-
ных нетоксигенных штаммов V. cholerae, допол-
ненных наработанным отдельно белком CtxB.

В качестве продуцента CtxB для решения 
этой задачи мы выбрали клетки E.  coli, отли-
чающейся высокой скоростью роста, широким 
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спектром возможных инструментов для гене-
тической инженерии и хорошо известными 
особенностями культивирования. Главным ар-
гументом в пользу использования этой бакте-
рии послужило её физиологическое сходство с 
V. cholerae: E. coli способна продуцировать ана-
логичный токсин (термочувствительный ток-
син E. coli), а её система секреции эффективно 
справляется с выведением в среду токсина хо-
леры [27].

Попытки создания систем экспрессии 
CtxB в клетках E. coli ранее уже предпринима-
лись. Так, в 2010 г. полноразмерный ген ctxB (с 
участком, кодирующим собственную лидер-
ную последовательность) был клонирован в 
плазмиду  pET28a. Экспрессируемый с неё бе-
лок нарабатывался в максимальной концен-
трации 1 мг/литр и, хотя распознавался спе-
цифическими антителами, не формировал пен-
тамерных структур, что, по-видимому, было 
следствием присутствия на его С-конце 6  до-
полнительных остатков гистидина  [22]. В  бо-
лее поздней работе другие авторы клонировали 
ген ctxB, лишённый участка, кодирующего сиг-
нальную последовательность, в вектор pQE30. 
Максимальный выход белка в этом случае так-
же составлял ~1 мг/литр, однако полученный 
ими CtxB был способен взаимодействовать 
с GM1-рецепторами, что свидетельствовало 
о его нативной конформации. Пентамерная 
структура рекомбинантного токсина форми-
ровалась, даже несмотря на присутствие гекса-
гистидинового «хвоста». Однако в этом случае 
последний располагался на N-конце поли-
пептидной цепи, что, вероятно, и определяло 
возможность правильной пространственной 
укладки целевого белка  [23]. Наиболее эф-
фективная система получения CtxB в клетках 
E. coli была создана Slos et al. [24]. Они соеди-
нили участок гена ctxB, кодирующий последо-
вательность зрелой β-субъединицы холерного 
токсина, с мутагенизированным фрагментом 
ДНК лидерной последовательности гена ompA 
E. coli. Авторы не указали, какого уровня на-
копления целевого белка им удалось добиться в 
лабораторных культурах, однако при переходе 
к выращиванию в полноценной питательной 
среде в ферментёре (20  литров) выход реком-
бинантного CtxB (иммунологически активно-
го пентамера, способного взаимодействовать с 
GM1-рецепторами) составлял до 1 г/литр.

В настоящей работе мы поставили целью 
создание системы эффективной экспрессии 
рекомбинантной β-субъединицы холерного ток-
сина в клетках E. coli путём конструирования 
химерной молекулы, включающей последова-
тельность зрелого CtxB и сигнальную последо-

вательность белка  OmpA внешней мембраны 
E. coli либо PelB Erwinia carotovora, а также отра-
ботку простого способа получения максимально 
чистого CtxB на уровне лабораторных культур.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы и условия культивирования. Ис-
пользованные в работе штаммы E. coli были 
взяты из коллекции лаборатории. Для осу-
ществления молекулярно-биологических про-
цедур в работе применяли штамм E. coli DH5α. 
С  целью наработки целевого белка – штамм 
E. coli  BL21(DE3), трансформированный век-
тором pET22b (+), несущим вставки ompA–ctxB 
или pelB–ctxB. Культуры выращивали при 37 °С 
и 190 об./мин в среде Nutrient Broth (NB), со-
держащей (в расчёте на литр) 5 г пептона, 1,5 г 
мясного экстракта, 1,5 г дрожжевого экстрак-
та и 5 г  NaCl («HiMedia», Индия); среде  M9, 
cодержащей 2% глицерина в качестве источ-
ника углерода и энергии, или средах модифи-
цированного состава (подробности указаны в 
соответствующих разделах работы). При куль-
тивировании штаммов, трансформированных 
плазмидами, в среду вносили 100 мкг/мл ам-
пициллина.

Создание экспрессионных плазмид. Кон-
струирование экспрессионных плазмид осущест-
вляли по следующей схеме: (1) амплификация 
последовательностей ДНК сигнальных пеп-
тидов белков  OmpA и  PelB с использованием 
в качестве матрицы хромосомы E. coli DH5α [28] 
и плазмиды pET22b (+) («Novagen», США) со-
ответственно; (2) амплификация гена β-субъ-
единицы холерного токсина CtxB с ДНК хро-
мосомы кандидатного вакцинного штамма 
V. cholerae rVCH-31.1 [29]; (3) проведение объ-
единяющей ПЦР для получения ompA–ctxB- 
и pelB–ctxB-конструкций, последовательности 
праймеров указаны ниже (таблица); (4) гидро-
лиз очищенных ПЦР-продуктов и плазмиды 
pET22b (+) с помощью эндонуклеаз  EcoRI и 
NdeI («Thermo Scientific», Литва) и последую-
щее лигирование продуктов реакции для полу-
чения векторов pET22b  ompA–ctxB и pET22b 
pelB–ctxB. Итоговые конструкции были про-
верены секвенированием.

Экспрессия CtxB. Созданные экспрессион -
ные конструкции вводили в штамм E. coli 
BL21(DE3) методом электропорации. Отобран-
ные на агаризованной (1,5%) среде  NB кло-
ны инокулировали в 4 мл жидкой среды  NB с 
ампициллином и выращивали при 37 °С в те-
чение ночи (18 ч). Затем культуры пересевали 
в питательные среды необходимого состава, 
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Последовательности праймеров для получения ompA–ctxB- и pelB–ctxB-конструкций

Праймер Последовательность
Сайты 

рестрикции
Матрица

PelB_Up atacatATGAAATACCTGCTGCCGACC

NdeI pET22b (+)

PelB_Low tcagtaatattttgaggtgtGGCCATCGCCGGCT

OmpA_Up GGCGCAACATATGAAAAAGACAGCTATC

NdeI E. coli DH5α

OmpA_Low TCAGTAATATTTTGAGGTGTAGCGGCCTGCGCTAC

CtxB_Up_Pel CTGCCCAGCCGGCGATGGCCACACCTCAAAATATTACT

EcoRI V. cholerae
CtxB_Low_Pel CCCACTGAATTCGGCTTTTTTATATCTTAATTTG

CtxB_Up_Omp CTACCGTAGCGCAGGCCGCTACACCTCAAAATATTACT

EcoRI V. cholerae
CtxB_Low_Omp CTGAATTCGGCTTTTTTATATCTTAATTTG

Примечание. Нуклеотиды, входящие в состав соответствующего сайта рестрикции, выделены полужирным. Строч-
ными буквами обозначены нуклеотиды, вводимые для сайт-направленного мутагенеза в ходе ПЦР.

выращивали при 37 °С до ОП600 = 0,8–1,0 и 
индуцировали наработку целевого белка до-
бавлением в качестве индуктора изопропил 
β-D-тиогалактопиранозида  (ИПТГ) до конеч-
ной концентрации 1 мМ. Сбор образцов про-
изводили через 4 или  18 ч после индукции 
(особенности температурного режима выра-
щивания культуры после внесения индуктора 
и детали отбора образцов указаны в подписях 
к рисункам).

Фракционирование клеточной культуры. 
С целью выявления локализации нарабаты-
ваемого белка культуры, экспрессирующие 
CtxB, разделяли на клеточную (цитоплазма-
тическую), периплазматическую и средовую 
фракции. Средовой фракцией считали супер-
натант культуры, отделённый при центри-
фугировании в центрифуге Eppendorf  5424R 
(«Eppendorf», Германия) в режиме: 20 000 g, 
4 °C, 2 мин. Осадок клеток, полученный в 
этих условиях, ресуспендировали в гиперос-
мотическом буфере (10 мМ  Tris-HCl (pH 7,6); 
1 мМ ЭДТА; 20% сахарозы), выдерживали в те-
чение 10 мин при 4 °C и центрифугирова-
ли при 20 000 g, 4 °C в течение 2 мин. Супер-
натант использовали в качестве периплаз-
матической фракции  [14, 24]. Для получения 
альтернативного варианта периплазматиче-
ской фракции клетки обрабатывали гипер-
осмотическим буфером как указано выше, 
после чего клеточный осадок ресуспендиро-
вали в деионизированной воде  (4 °C), выдер-
живали в течение 10 мин и центрифугировали 
при 20 000 g, 4 °C, 2 мин. По  итогам получали 

периплазматические фракции, собранные в 
гипер- (периплазма гиперосм.) и гипоосмоти-
ческих (периплазма гипоосм.) условиях  [30]. 
Клеточный осадок ресуспендировали в де-
ионизированной воде и считали клеточной 
(цитоплазматической) фракцией.

ДСН-ПААГ-электрофорез и иммуноблот-
тинг. Визуализацию и анализ экспрессируемых 
белков осуществляли классическим методом 
денатурирующего электрофореза в полиакрил-
амидном геле – ДСН-ПААГ [31, 32]. Для под-
тверждения сохранения пентамерной структу-
ры нарабатываемого белка CtxB электрофорез 
проводили в неденатурирующих условиях (бу-
фер для нанесения образцов не содержал до-
децилсульфата натрия  (ДСН) и дитиотреи-
тола, подготовка образцов проводилась без 
этапа тепловой денатурации  [18]). Средовые 
образцы и белки периплазматической фрак-
ции перед нанесением на электрофорез кон-
центрировали путём добавления 3  объёмов 
95%-ного этанола, преципитации в течение 
1–1,5 ч при –20 °C, последующего центрифу-
гирования (20 000 g) в течение 40 мин при 
4 °C и разведения небольшим объёмом воды. 
По  завершении электрофореза гели окраши-
вали в растворе Кумасси, фотографировали, 
используя GBox («Syngene», США) и обраба-
тывали с использованием GelAnalyzer 19.1 [33]. 
Наличие целевого белка в образцах опреде-
ляли при помощи вестерн-блот-анализа: вна-
чале образцы из геля переносили на нитро-
целлюлозную мембрану («Bio-Rad», США) 
с размером пор 0,2 мкм методом влажного 
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переноса в камере Mini Trans-Blot («Bio-Rad»). 
После проведения переноса мембрану инкуби-
ровали в течение 1 ч в блокирующем растворе, 
содержащем 5%  бычьего сывороточного аль-
бумина («VWR», США) в 157 мМ фосфатно-
солевом буферном растворе  (PBS) с pH = 7,4. 
Первичную гибридизацию осуществляли с 
использованием первичных моноклональных 
антител к β-субъединице холерного токсина 
(«Хайтест», Россия, каталожный № 2C4) в раз-
ведении 1 : 1000 в том же буферном растворе 
(pH = 7,4) в течение 1 ч. Вторичную гибриди-
зацию проводили с применением конъюгата 
вторичных поликлональных антител с перок-
сидазой хрена («Биалекса», Россия, каталож-
ный № L18/02) в разведении 1 : 1000 в том же 
буферном растворе в течение 1 ч. После каж-
дого этапа мембрану отмывали 157 мМ  PBS с 
добавлением реагента Tween 20 до конечной 
концентрации 0,1%  (v/v). Для визуализации 
иммунных комплексов осуществляли цветную 
реакцию в том же буферном растворе с добав-
лением 4-хлор-1-нафтола («Aldrich», США) в 
присутствии 0,015% пероксида водорода.

Времяпролётная масс-спектрометрия с ма-
трично-активированной лазерной десорбцией-
ионизацией (MALDI-TOF). Подтверждение при-
роды нарабатываемого белка осуществляли 
методом MALDI-TOF-анализа. Для этого из 
полиакриламидного геля, окрашенного Ку-
масси, вырезали фрагмент размером 3–4 мм3 
и дважды промывали его в 100 мкл 40%-ного 
раствора ацетонитрила в 0,1 М  NH4HCO3 в 
течение 20 мин. После удаления отмывочного 
раствора гель дегидратировали добавлением 
100 мкл ацетонитрила, который затем сливали. 
Высушенный на воздухе фрагмент геля об-
рабатывали раствором модифицированного 
трипсина (3,5 мкл, 15 мкг/мл, растворитель  – 
50 мМ  NH4HCO3). Гидролиз проводили в те-
чение 3 ч при 37 °С. Затем к раствору добавля-
ли 5,25 мкл 0,5%-ной ТФУ в 50%-ном растворе 
водного ацетонитрила и тщательно переме-
шивали. Надгелевый раствор использовали в 
качестве образца для получения MALDI-масс-
спектров: на мишени смешивали по  1,5 мкл 
образца и 0,5 мкл  2,5-дигидроксибензойной 
кислоты (10 мг/мл в 20%-ном водном ацетони-
триле в присутствии 0,5%  ТФУ), полученную 
смесь высушивали на воздухе.

Масс-спектры были получены на MALDI-
времяпролётном масс-спектрометре Ultraf lex-
treme BRUKER («Bruker Daltonik», Германия), 
оснащённом УФ-лазером (Nd), в режиме по-
ложительных ионов с использованием рефлек-
трона; точность измеренных моноизотопных 
масс после докалибровки по пикам автолиза 

трипсина составляла 0,004%  (40 ррм). Спек-
тры получали в диапазоне масс 500–6500 m/z, 
выбирая оптимальную для достижения наи-
лучшего разрешения мощность лазера.

Обработку масс-спектров осуществляли с 
помощью программного пакета FlexAnalysis 3.3 
(«Bruker Daltonik»). Идентификация образцов 
была проведена по локальной базе данных, 
содержащей аминокислотную последователь-
ность исследуемого белка (с учётом возмож-
ных модификаций) при помощи программы 
Biotools  3.2 («Bruker Daltonik») (опция «пеп-
тидный фингерпринт»).

Выделение рекомбинантного CtxB. Металл-
хелатная хроматография. Изолированные коло-
нии культуры E. coli BL21(DE3) pET22b ompA–
ctxB засевали в 4 мл среды NB с ампициллином 
и растили на орбитальном шейкере («Biosan», 
Латвия) в течение ночи при 37 °C и 190 об./мин. 
Наутро культуру переносили в  150-мл колбу 
с 50 мл среды  М9, содержащей 2% глицерина 
(инокуляция 1 : 100), и культивировали в тех 
же условиях. Через сутки культуру разводили 
в среде М9 с глицерином или 2-кратной среде 
NB  (2NB) до ОП600 = 0,3, переносили в колбу 
на 750 мл (250 мл культуры), выращивали при 
тех же условиях до ОП600 = 0,8–1,0 и индуци-
ровали экспрессию рекомбинантного CtxB 
добавлением  ИПТГ. Индуцированную куль-
туру оставляли на ночь (18 ч) при температу-
ре 20 или 25 °C и 190 об./мин. Далее супер-
натант отделяли центрифугированием (3150 g, 
4 °C, 20 мин, затем повторно  – 20 000 g, 
4 °C, 20 мин) и использовали для выделения 
CtxB методом аффинной хроматографии  [34]. 
Для этого через колонку с иммобилизован-
ной на сефарозе иминодиуксусной кислотой 
(«Sigma», США; I4510), активированной 0,1 М 
NiSO4, предварительно уравновешенную буфе-
ром А (20 мМ  Tris-HCl, 500 мM  NaCl, pH  =
=  8,0) пропускали бесклеточный суперна-
тант (осветлённую культуральную жидкость 
без дополнительных модификаций). Затем 
колонку промывали буфером А от несвязав-
шихся с носителем белков. Смыв с колонки 
целевого рекомбинантного белка осуществля-
ли буфером B (20 мМ  Tris-HCl, 500 мМ  NaCl, 
150 мМ имидазола, pH = 8,0), установив гради-
ент 0–100%. Собранные фракции диализовали 
(состав буфера: 2,7 мМ  KCl, 1,5 мМ  KH2PO4, 
136,9 мМ  NaCl, 8,09 мМ  Na2HPO4·7H2O, рН =
= 7,1) и анализировали электрофоретически.

Анализ олигомерного состояния реком-
бинантного CtxB методом гель-фильтрации с 
многоугловой детекцией статического светорас-
сеяния (SEC-MALS). Раствор электрофоре-
тически чистого препарата  CtxB центрифуги-

10
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ровали (20 000 g) в течение 5  мин при 4 °C, и 
полученный супернатант использовали для ана-
лиза, внося аликвоту через инжектор хрома-
тографической системы Prostar («Varian», Ав-
стралия), состоящей из насосов высокого дав-
ления Prostar 210, диодноматричного детек-
тора (Prostar 335, 190–950 нм) и детектора 
miniDAWN («Wyatt technology», США), реги-
стрирующего статическое светорассеяние при 
трёх фиксированных углах 45, 90 и  135  гра-
дусов. В  качестве колонки использовали 
Superdex 200 Increase 10/300 («GE Health care», 
США), которую предварительно уравновеши-
вали несколькими объёмами дегазированного 
и отфильтрованного через 0,1 мкм фильтры 
Millipore («Millipore», США) буфера для гель-
фильтрации (20 мМ  Tris-HCl, 150 мМ  NaCl, 
pH = 7,6), в котором также проводили ана-
лиз исследуемых образцов. Скорость пото-
ка составляла 0,8 мл/мин. В  первую очередь 
получали профиль элюции и проводили ана-
лиз массы бычьего сывороточного альбумина 
(БСА, объём нанесения 100 мкл с концентра-
цией 1,8 мг/мл), представленного смесью мо-
номеров  (66,5 кДа), димеров  (133 кДа), три-
меров  (199 кДа) и небольшой фракции тетра-
меров  (265 кДа) для проверки правильности 
обработки данных. Затем наносили аликвоту 
CtxB (100 мкл с концентрацией 1,75 мг в мл). 
Для проверки стабильности олигомерного 
состояния CtxB получали профиль элюции, 
нанося впятеро меньшее количество белка на 
колонку. Полученные для каждой точки про-
филя элюции данные о концентрации белка, 
измеряемые с помощью диодноматричного 
детектора (поглощение при 280 нм, коэффи-
циент экстинкции равен  0,667 (мг/мл)–1·см–1 
для  БСА и 0,86  (мг/мл)–1·см–1  – для зрелой 
формы  CtxB), а также значения интенсив-
ности статического лазерного (660 нм) свето-
рассеяния при трёх фиксированных углах 
использовали для расчёта молярной массы. 
Расчёты проводили в программном пакете 
Astra 8.0 («Wyatt technology»), принимая dn/dc 
равным 0,185 и используя указанные выше ко-
эффициенты экстинкции. Детектор светорас-
сеяния был предварительно откалиброван по 
рассеянию толуола.

Определение концентрации белка. Кон-
центрацию белка измеряли спектрофотоме-
трически при помощи NanoPhotometer  NP80 
(«Implen», Германия) в режиме УФ-поглоще-
ния при 280  нм. Расчётный коэффициент по-
глощения для  CtxB составил  0,86, коэффици-
ент молярной экстинкции – 9970 М–1·см–1.

Статистический анализ. Все эксперименты 
по индукции  CtxB проведены не менее, чем 

двукратно. Определение достоверности разли-
чий между выборками проводили с использо-
ванием U-критерия Манна–Уитни при уровне 
значимости p ≤ 0,05. Статистический анализ 
осуществляли в пакете программного обеспе-
чения Statistica 7.0 («StatSoft»).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Создание системы экспрессии β-субъедини-
цы холерного токсина в клетках E. coli. β-Субъ-
единица холерного токсина является секре-
тируемым белком и в естественных условиях 
выходит из клеток V. cholerae в просвет кишеч-
ника [15]. Для этого в аминокислотной после-
довательности CtxB присутствует N-концевая 
сигнальная последовательность, обеспечиваю-
щая транспорт белка через цитоплазматиче-
скую мембрану в периплазму  [35], где холер-
ный токсин захватывается системой секреции 
второго типа и выводится в окружающую сре-
ду  [13]. Поскольку система секреции второго 
типа E.  coli способна эффективно транспор-
тировать CtxB  [27], создание системы гетеро-
логичной экспрессии субъединицы  β холер-
ного токсина в клетках этого микроорганизма 
подразумевает необходимость оптимизации 
экспорта нарабатываемого белка в первую 
очередь за счёт подбора сигнальной последо-
вательности. Ранее осуществлялись попытки 
экспрессии CtxB в клетках E. coli c собствен-
ной лидерной последовательностью  [22, 23], 
но созданные генетические системы отли-
чались довольно низким выходом целевого 
продукта (~1 мг/л). В  настоящей работе в 
качестве сигналов экспорта β-субъединицы 
холерного токсина за пределы цитоплазмы мы 
выбрали лидерную последовательность гена 
«родного» для E. coli белка наружной мем-
браны ompA  [36] и используемую в коммерче-
ских системах (вектор pET22b (+); «Novagen», 
США) сигнальную последовательность пек-
татлиазы B  (pelB) E. carotovora  [37, 38]  – оба 
эти пептида довольно давно известны в каче-
стве инструмента транспорта синтезируемого 
белка через внутреннюю мембрану в пери-
плазматическое пространство  [39–41]. Пред-
лагаемая нами система экспрессии β-субъеди-
ницы холерного токсина была создана путём 
конструирования химерных  ДНК, содержа-
щих ген  ctxB V. сholerae  [42], слитый с после-
довательностями, кодирующими лидерные 
пептиды OmpA и PelB (рис. 1). Итоговые кон-
струкции в составе вектора pET22b (+) вве-
ли в клетки экспрессионного штамма E. coli 
BL21(DE3).
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Рис. 1. Схемы генетических конструкций pelB–ctxB (а) и ompA–ctxB (б), интегрированных в экспрессионный вектор 
pET22b (+). Указаны последовательности, кодирующие лидерные пептиды OmpA и PelB, последовательности, коди-
рующие зрелый белок CtxB, места расположения использованных праймеров и сайты связывания рибосом (RBS)

Полные карты созданных плазмид, амино-
кислотные последовательности транслируе-
мых с векторов химерных полипептидов и 
аминокислотная последовательность белка 
CtxB без лидерного участка (каким он должен 
быть в составе пентамера) представлены на 
рис. П1–П5 в Приложении.

Определение температурного и временного 
режимов экспрессии ctxB. На следующем этапе 
выбрали по 2  варианта клонов трансформан-
тов E. coli BL21(DE3) с каждой из генетических 
конструкций (ompA–ctxB и pelB–ctxB). Оценка 
работоспособности созданных плазмид пока-
зала, что рекомбинантный CtxB синтезируется 
во всех проверенных клонах  (рис. 2, а). При 
этом максимальное накопление целевого белка 
в клетках E. coli наблюдалось в условиях «холо-
довой» индукции в течение ночи (20 °C, 18 ч) 
и было наиболее высоким в варианте E. coli 
BL21(DE3) pET22b ompA–ctxB А1 (рис. 2, б).

Таким образом, нам удалось создать генети-
ческие конструкции, пригодные для наработки 
CtxB в клетках E. coli, и определить режим куль-
тивирования, обеспечивающий наиболее эф-
фективный синтез целевого белка.

Выявление локализации нарабатываемого 
CtxB. Поскольку экспрессируемый CtxB дол-
жен выбрасываться клеткой за её пределы [14], 
на следующем этапе работы был поставлен 
вопрос о локализации нарабатываемого белка: 
накапливается ли он в цитоплазме, остаётся в 
периплазматическом пространстве или выхо-
дит в среду.

Отделение культуральной жидкости и по-
следующее фракционирование клеток пока-
зали, что в анализируемых условиях в среду 
экспортируется относительно небольшое коли-
чество синтезируемого  CtxB (3–6%), его ос-
новная часть остаётся в клеточной фракции 
(92–94%). При этом в периплазматическом 

Рис. 2. Определение температурного и временного режимов экспрессии  ctxB. а  – Денатурирующий электрофорез 
лизатов клеток, экспрессирующих CtxB. 15%-ный ДСН-ПААГ. Культуры E. coli BL21(DE3) pET22b ompA–ctxB (вари-
анты А1 и А3) и BL21(DE3) pET22b pelB–ctxB (варианты В3 и В15) выращивали при 37 °C и 190 об./мин в пробирках 
на 15 мл, содержащих 4 мл среды  NB с добавлением ампициллина. На  гель нанесено 8 мкл бактериальной культу-
ры, доведённой до OП600 = 1,0. К – контрольная культура E. coli BL21(DE3); М – маркер молекулярных масс белков 
PageRuler Plus Prestained protein ladder («Thermo Fisher Scientific», США), цифрами обозначены значения молеку-
лярных масс (кДа). Область расположения CtxB выделена белым прямоугольником. * – фрагмент геля, взятый для 
MALDI-TOF-анализа. б – Количественный анализ содержания CtxB в геле, проведённый на основе пересчёта интен-
сивности полос целевого белка на интенсивность полос референсного белка, в качестве которого взят белок E. coli 
массой 35 кДа (обозначен стрелкой). Светлые столбцы – индукция в течение 18 ч при 20 °C, серые столбцы – индук-
ция 4 ч, 37 °C, тёмно-серые – 18 ч, 37 °C

10*
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Рис. 3. Выявление локализации нарабатываемого  CtxB. а  – Электрофорез фракций культур E.  coli, экспрессирую-
щих CtxB. Градиентный ДСН-ПААГ (8–18%), неденатурирующие условия. Культуры E. coli BL21(DE3) pET22b ompA–
ctxB (варианты  А1 и  А3) и BL21(DE3) pET22b pelB–ctxB (варианты  В3 и  В15) выращивали при 37  °C и 190  об./мин 
в колбах на 150  мл, содержащих 50  мл среды  NB с добавлением ампициллина, после внесения  ИПТГ выдерживали 
при 20 °C, 190 об./мин, 18 ч. Количество нанесённого на гель образца и степень его концентрирования указаны под 
электрофореграммой. К – контрольная культура E. coli BL21(DE3); М – маркер молекулярных масс белков PageRuler 
Plus Prestained protein ladder, цифрами обозначены значения молекулярных масс (кДа). Область расположения CtxB 
выделена белым прямоугольником. б  – Количественный анализ содержания CtxB в геле, проведённый путём пере-
счёта интенсивности полос целевого белка по калибровочной кривой, построенной на основе интенсивности полос 
известных концентраций БСА, нанесённых на тот же гель, с учётом концентрирования образцов при пробоподготовке 
и объёма нанесённого на гель образца. Представлены данные по периплазматической фракции, полученной при 
обработке клеточного осадка гипоосмотическим раствором после гиперосмотического, периплазматической фрак-
ции, полученной при обработке клеточного осадка гиперосмотическим раствором, лизату клеток штамма-продуцента 
и средовой фракции

пространстве в зависимости от способа фрак-
ционирования обнаруживается 0,6–4% целево-
го белка (рис. 3). Следует заметить, что известно 
несколько способов выделения периплазмати-
ческой фракции клеток E. coli. Наиболее про-
стые из них – обработка клеточного осадка ги-
перосмотическим раствором или комбинацией 
гипер- и гипоосмотического растворов  [30]. 
Применив каждый из них, мы выявили, что 
в первом случае выход белка существенно 
ниже (менее 1% от общего содержания CtxB в 
клетке в сравнении с 2,2–4% при комбинации 
гипер- и гипоосмотических стрессов). В то же 
время именно гиперосмотический шок позво-
ляет получить фракцию периплазматических 
белков с минимальной примесью клеточных 
полипептидов (рис. 3). Эти результаты практи-
чески совпали с полученными ранее данными 
других авторов [30] и послужили основанием к 
использованию только гиперосмотической об-
работки с целью получения периплазматиче-
ской фракции в последующих экспериментах.

Таким образом, анализ локализации нара-
батываемого CtxB позволяет заключить, что 
созданная система экспрессии даёт возмож-
ность очищать β-субъединицу холерного ток-
сина как из лизата клеток, так и из суперна-
танта культуры-продуцента.

Анализируя штаммы-продуценты, экспрес-
сирующие CtxB с разными лидерными по-
следовательностями, мы также попытались 

установить, есть ли связь между уровнем про-
дукции целевого белка и введённым сигналом 
секреции. Относительную эффективность ли-
дерных пептидов проверяли на основе цифро-
вых данных, отражённых на рис. 2 и 3. Сравне-
ние уровня накопления CtxB в разных услови-
ях индукции (рис. 2) и в различных фракциях 
бактериальной культуры (рис. 3) было проведе-
но с использованием U-критерия Манна–Уит-
ни при уровне значимости p ≤ 0,05. Несмотря 
на заметную на графиках тенденцию к более 
высокому уровню накопления целевого белка 
в штаммах, несущих конструкцию ompA–ctxB, 
статистически значимых различий обнаруже-
но не было. Таким образом, нам не удалось по-
казать преимущество лидерных последователь-
ностей ompA либо pelB для наработки в клетках 
E. coli рекомбинантной β-субъединицы холер-
ного токсина (вероятно, это связано с ограни-
ченным объёмом выборки), однако обнару-
женная тенденция послужила основанием для 
использования в дальнейших экспериментах 
штамма BL21(DE3) pET22b ompA–ctxB А1.

Выбор оптимальной среды для экспрессии 
CtxB и оценка его способности образовывать 
олигомерные структуры. Эффективность син-
теза рекомбинантного белка, его выхода из 
клетки и последующей очистки может в зна-
чительной степени определяться составом 
среды культивирования. Это связано и с раз-
личной скоростью роста штамма-продуцента, 
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Рис. 4. Определение наилучшей среды культивирования для экспрессии и  очистки  CtxB. а  – Электрофорез фрак-
ционированных культур E.  coli  BL21(DE3) pET22b ompA–ctxB  А1, выращенных на разных средах. Градиентный 
ДСН-ПААГ (8–18%), неденатурирующие условия. Клетки культивировали при 37 °C и 190 об./мин в колбах на 250 мл, 
содержащих 50 мл среды с добавлением ампициллина. После внесения ИПТГ культуры выдерживали при 20 °C 
и 190 об./мин 18 ч. 1 – среда NB; 2 – среда 2NB; 3 – 1/2NB + 1/2M9, содержащая 2% глицерина в качестве источника 
углерода и энергии; 4 – 1/2NB + 1/2M9, содержащая 2% глицерина и 0,05% глюкозы; 5 – M9, содержащая 2% глицери-
на; 6 – M9, содержащая 0,1% глюкозы; 7 – M9, содержащая 2% глицерина и 0,1% глюкозы; М – маркер молекулярных 
масс белков PageRuler Plus Prestained protein ladder. Область расположения белка CtxB выделена белым прямоуголь-
ником. ** – фрагмент геля, взятый для MALDI-TOF-анализа. б – Количественный анализ содержания CtxB в геле, 
проведённый на основе интенсивности полос целевого белка с учётом концентрирования образцов при пробопод-
готовке, объёма нанесённых на гель образцов и пересчётом на плотность культуры. Светло-серые столбцы – средовая 
фракция, серые  – лизат клеток штамма-продуцента, тёмно-серые  – периплазматическая фракция, полученная 
при обработке клеточного осадка гиперосмотическим раствором. Количество нанесённого на гель образца и степень 
его концентрирования указаны под электрофореграммой, кроме * – концентрирование в 9,5 раз

и с особенностями его метаболизма, и с присут-
ствием в среде, помимо целевого белка, иных 
полипептидных молекул, которые могут мешать 
его связыванию с носителем на колонке. Поми-
мо этого, состав среды определяет её стоимость, 
что является значимым фактором при пере-
ходе от лабораторной наработки рекомбинант-
ного белка к его промышленному производству. 
Исходя из этого, перед нами встала задача опре-
деления наилучшей для экспрессии и очистки 
целевого белка среды культивирования.

Для анализа были подготовлены 7  сред: 
(1) NB; (2) 2NB (2-кратная  NB); (3) 1/2NB +
+ 1/2M9 (среда с половинной концентрацией 
компонентов  NB и половинной концентра-
цией компонентов М9), содержащая 2% глице-
рина в качестве источника углерода и энергии; 
(4) 1/2NB + 1/2M9, содержащая 2% глицерина 

и 0,05% глюкозы; (5) M9, содержащая 2% гли-
церина; (6) M9, содержащая 0,1% глюкозы; 
(7) M9, содержащая 2%  глицерина и  0,1%  глю-
козы. Из четырёх использованных ранее штам-
мов-продуцентов выбрали один  – BL21(DE3) 
pET22b ompA–ctxB А1 (рис. 4).

При анализе фракций бактериальной куль-
туры в условиях неденатурирующего электро-
фореза было хорошо заметно (рис. 3), что белок 
успешно формировал комплексные структуры 
с электрофоретической подвижностью, соот-
ветствующей кажущейся массе ~50 кДа, что 
примерно совпадало с подвижностью пента-
мера белка (расчётная масса  – 58 кДа). Про-
ведённый затем MALDI-TOF-анализ показал 
соответствие аминокислотной последователь-
ности анализируемого белка β-субъединице 
холерного токсина. При этом накопление 
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Рис. 5. Электрофорез рекомбинантного CtxB в процессе очистки и после диализа. Градиентный ДСН-ПААГ (8–18%). 
Показаны последовательные фракции нанесения и элюции образцов на металл-хелатную колонку (а), неденатурирую-
щий (б) и денатурирующий (в) электрофорез супернатанта культур-продуцентов и очищенного белка CtxB. M – Мар-
кер молекулярных масс белков Prestained Protein Ladder, HiGenoMB, цифрами обозначены значения молекулярных 
масс  (кДа). 1  – Супернатант культур-продуцентов, который наносили на колонку, 2  – фракция белков, не связав-
шихся с колонкой, 3  – выделенный CtxB после проведения диализа, 4  – образец  3 в неденатурирующих условиях, 
3к – концентрированный образец 3. Количество CtxB, нанесённого на дорожки панели в составило 0,33 мкг (2NB); 
0,48 мкг (М9); 2,8 мкг (М9, дорожка 3к). Область расположения CtxB выделена белым прямоугольником

рекомбинантной β-субъединицы холерного ток-
сина в клеточном лизате штамма-продуцента 
мало отличалось в различных питательных 
средах. Максимальное содержание CtxB в су-
пернатанте культуры наблюдалось в наиболее 
«богатой» среде 2NB. В силу присутствия зна-
чительного разнообразия пептидных компо-
нентов выделение CtxB из такой среды может 
требовать дополнительных ступеней очистки. 
При этом мы ставили перед собой задачу сде-
лать процесс выделения целевого белка мак-
симально простым и эффективным, а при 
переходе к промышленным объёмам его нара-
ботки – ещё и сопровождающимся минималь-
ными затратами. Исходя из этого, на следующем 
этапе работы мы оценили выход рекомбинант-
ного CtxB при его очистке из супернатанта 
культур-продуцентов, выращенных как на бога-
той, так и на минимальной питательных средах.

Выделение рекомбинантного CtxB. Для 
очистки белка CtxB были выращены две различ-
ные культуры E. coli  BL21(DE3) pET22b ompA–
ctxB  А1  – на богатой питательной среде  2NB 
и минимальной среде М9 с  глицерином. По-
скольку β-субъединица холерного токсина спо-
собна эффективно адсорбироваться на колонке, 
активированной ионами никеля  [43], очистку 
целевого белка проводили методом металл-
хелатной хроматографии. Супернатант куль-
туры (осветлённую среду без дополнительных 
модификаций) наносили на колонку, содер-
жащую 2 мл носителя, порциями объёмом 
до  150 мл. Скорость потока при нанесении 
составляла 3 мл/мин, при смыве CtxB с ко-

лонки – 1 мл/мин. Хроматограммы нанесения 
и элюции супернатантов культур, выращен-
ных на 2NB и М9, приведены на рис. П6 и П7 
в Приложении.

К сожалению, по результатам серии из 
4  экспериментов нам не удалось установить, 
какую среду предпочтительнее использовать 
для наработки рекомбинантного CtxB. В  не-
денатурирующих условиях β-субъединица хо-
лерного токсина в случае обеих сред движет-
ся в геле как белок массой ~60 кДа, что соот-
ветствует расчётной массе пентамера CtxB 
(рис. 5, а и б). Чистота этого белка, если оцени-
вать её на основе электрофореза (рис. 5, б), 
составляет ~96% для  CtxB, выделенного из 
супернатанта культуры, выращенной на сре-
де  М9, и ~80%  – в случае супернатанта куль-
туры, выращенной на 2NB. В то же время об-
щее накопление белка (по результатам обсчё-
тов рис. 5, а, выполненных с использованием 
калибровочной кривой, построенной по яр-
кости полос известных концентраций  БСА, 
нанесённых на тот же гель) выше в суперна-
танте бульонной культуры (43 мг/литр в срав-
нении с 28 мг/литр в супернатанте культуры, 
выращенной на среде  М9). Эффективность 
очистки CtxB из супернатанта (доля целевого 
белка в диализованном растворе относительно 
исходного количества белка в осветлённом су-
пернатанте) не зависела от состава среды и из-
менялась в пределах 28–35%. Таким образом, 
исходя из итогового выхода белка, лучше вы-
ращивать штамм-продуцент на среде  2NB, од-
нако с целью получения максимально чистого 
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Рис. 6. Анализ олигомерного состояния рекомбинантного белка CtxB методом SEC-MALS. а – Профиль элюции БСА, 
детектированный по поглощению на 280 нм (UV) и светорассеянию при 90° (LS). Показано распределение молярной 
массы для трёх основных пиков БСА – мономеров, димеров и тримеров, с указанием средней массы по каждому из 
пиков и их показателем полидисперсности (указанное в скобках соотношение Mw/Mn). Абсолютно монодисперсный 
образец имеет Mw/Mn, равное 1. б – Профиль элюции CtxB, регистрированный аналогично БСА. Показано распре-
деление молярной массы, захватывающее основной пик и предшествующий ему минорный пик, средние значения 
массы по каждому из пиков даны в кДа, также приведено значение индекса полидисперсности для каждого из пиков. 
в – Кристаллическая структура пентамера CtxB, показанная с двух ортогональных ракурсов. Субъединицы визуализи-
рованы разными цветами в виде ленточной диаграммы

препарата за одну стадию очистки следует на-
рабатывать CtxB в среде М9.

Анализ олигомерного состояния рекомби-
нантного CtxB. Для оценки чистоты и олиго-
мерного состояния выделенного CtxB мы взяли 
образец препарата, полученного путём выделе-
ния из супернатанта культуры, выращенной на 
среде М9. После диализа и концентрирования 
путём переосаждения в присутствии этанола 
раствор CtxB был проанализирован методом 
SEC-MALS, который является одним из наи-
более точных способов определения абсолют-
ной молекулярной массы растворимых белков 
даже в присутствии примесей  [44–46]. Так, с 
помощью данного метода мы разделили оли-
гомерные формы  БСА и смогли определить 
их молярную массу с ошибкой менее чем  1% 
(например, расчётная масса мономера БСА со-
ставляет 66,5 кДа, экспериментально получен-
ное значение  – 66,7 кДа) (рис. 6, а). Профиль 
элюции белка CtxB был представлен основным 
пиком, в котором находилось ~97% материала, 
а также минорным пиком  (2,7%) (рис. 6, б). 
Средняя абсолютная молярная масса в основ-
ном пике составила 54 кДа, что достаточно 
близко к расчётному значению для пентамера 
CtxB (58 кДа) (модель его структуры приве-
дена на рис. 6, в). Минорный пик, возможно, 
соответствует декамеру CtxB, однако точность 

определения массы (125 кДа, против 116 кДа 
расчётной массы) не позволяет утверждать это 
однозначно. Тем не менее любопытно отме-
тить, что в независимой части кристаллической 
структуры CtxB (PDB:  5ELB) присутствует 
именно димер из пентамеров (декамер). Про-
ведённый анализ указывает на то, что реком-
бинантный CtxB является преимущественно 
пентамером (и выделяется в таком виде) и со-
держит незначительное количество примесей 
(не более 3%).

Динамика накопления целевого продукта в 
периодической культуре. Поскольку скорость 
роста культуры E. coli в полноценной и синте-
тической среде существенно различаются, мы 
предположили, что 18 ч культивирования может 
быть недостаточно для реализации потенциа-
ла накопления CtxB в среде  М9 с глицерином. 
В связи с этим была проведена оценка динами-
ки наработки рекомбинантного CtxB в перио-
дической культуре E. coli  BL21(DE3) pET22b 
ompA–ctxB  А1 при выращивании её на синте-
тической питательной среде М9 в течение про-
должительного времени. Анализ накопления 
CtxB в среде культивирования показал, что 
синтез целевого белка и его транспорт за пре-
делы клетки не останавливаются при дости-
жении культурой стационарной фазы и про-
должаются не менее чем в течение 2  суток 
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Рис. 7. Динамика накопления CtxB в периодической культуре. а  – Электрофорез средовой фракции культуры 
E. coli BL21(DE3) pET22b ompA–ctxB А1, выращенной на среде М9 с глицерином. После добавления индуктора клетки 
культивировали при 25 °C и 190 об./мин в колбах на 250 мл, содержащих 50 мл среды с добавлением ампициллина. 
Электрофорез проводили в градиенте ДСН-ПААГ (8–18%) в неденатурирующих условиях. Представлены образцы, 
взятые через разное время после добавки ИПТГ. М1 и М2  – Маркеры молекулярных масс белков Prestained Protein 
Ladder, HiGenoMB и PageRuler Plus Prestained protein ladder  («Thermo Fisher Scientific») соответственно. Цифрами обо-
значены значения молекулярных масс  (кДа). Область расположения белка CtxB выделена белым прямоугольником. 
б – Количественный анализ содержания CtxB в геле, проведённый на основе оценки интенсивности полос целевого белка 
с учётом концентрирования образцов при пробоподготовке и сравнения с полосой белка известной концентрации. 
Светлые столбцы – концентрация CtxB в супернатанте, рассчитанная на 1 литр культуры (мг/литр), тёмные – концен-
трация CtxB, скорректированная с учётом оптической плотности (мг/литр × ед. ОП). Кривая отражает оптическую 
плотность (ОП) культуры в момент отбора образцов (ассоциирована с правой осью ординат). Данные представлены 
в формате среднее ± среднее квадратичное отклонение

с момента индукции (рис. 7, а). Продукция CtxB 
при этом достигает значений более 50  мг/литр 
среды (рис. 7, б).

Таким образом, увеличение времени индук-
ции и, вероятно, использование для выращи-
вания культур-продуцентов аппаратов непре-
рывного культивирования должно позволить 
получить больший выход целевого белка на 
единицу объёма культуры.

Подтверждение природы рекомбинантного 
белка. Белок, нарабатываемый в созданной нами 
системе экспрессии, был идентифицирован 
методом MALDI-TOF. Анализ фрагментов ге-
лей по результатам денатурирующего  (рис. 2) 
и неденатурирующего  (рис. 4) электрофорезов 
подтвердил, что полосы с молекулярной мас-
сой ~10 и ~60 кДа соответственно действитель-
но содержат зрелый белок CtxB V. cholerae. Ве-
стерн-блоттинг очищенного на колонке CtxB 
показал, что белок эффективно взаимодей-
ствует со специфичными моноклональными 
антителами  (рис.  8), что подтверждает его ан-
тигенное соответствие β-субъединице холер-
ного токсина дикого типа.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе мы создали генетиче-
скую систему, позволяющую синтезировать 

Рис. 8. Электрофорез  (Р1) и вестерн-блоттинг  (Р2) очи-
щенного CtxB. 15%-ный ДСН-ПААГ, неденатурирую-
щие условия. М  – Маркер молекулярных масс белков 
Prestained Protein Ladder, HiGenoMB. Цифрами обо-
значены значения молекулярных масс  (кДа). Область 
расположения белка CtxB выделена белым прямо-
угольником
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препаративные количества рекомбинантной 
β-субъединицы холерного токсина (до 50 мг/литр) 
в клетках E. coli. Она характеризуется введени-
ем в экспрессионный вектор фрагмента гена, 
кодирующего зрелый белок CtxB, слитого с 
последовательностью, кодирующей лидерный 
пептид гена ompA E. coli (рис. 1, а) или гена pelB 
E. carotovora (рис. 1, б). Экспрессия полученно-
го составного гена приводит к синтезу химер-
ной полипептидной цепи, транспортируемой 
за пределы клетки.

Экспериментально установлено, что выход 
целевого белка повышается при культивирова-
нии клеток E. coli в условиях сниженной тем-
пературы – 20–25 °C (рис. 2 и 7). Наибольшее 
накопление рекомбинантного CtxB отмечено в 
лизате клеток, выращенных на богатой пита-
тельной среде (рис.  3  и  4). Максимальное со-
держание CtxB в супернатанте культур-проду-
центов наблюдалось также в среде 2NB.

Нам не удалось продемонстрировать ста-
тистически значимых различий в уровне на-
копления CtxB при использовании лидерных 
последовательностей генов ompA и pelB, однако 
тенденция к большему выходу β-субъедини-
цы холерного токсина в штаммах с конструк-
цией ompA–ctxB (рис. 2 и 3) послужила осно-
ванием для использования в экспериментах 
по выделению целевого белка и определению 
динамики его накопления в среде культи-
вирования штамма E.  coli  BL21(DE3) pET22b 
ompA–ctxB А1.

Выделение белка CtxB методом металл-
хелатной хроматографии показало, что выход 
целевого продукта больше в случае бактери-
альной культуры, выращенной на полноцен-
ной питательной среде 2NB (~15 мг/литр), в то 
же время его чистота значительно выше (96%) 
при использовании супернатанта культуры, 
выращенной на синтетической среде  М9 
(рис. 5 и 6). Мы предполагаем, что это обуслов-
лено присутствием в богатых питательных сре-
дах компонентов пептидной природы, которые 
могут выделяться на колонке вместе с  CtxB. 
Очевидно, это означает необходимость ис-
пользования дополнительных этапов очистки 
целевого белка при его получении из суперна-
танта культур, выращенных на богатых пита-
тельных средах. Вместе с тем при выращива-
нии бактерии-продуцента на синтетической 
среде получение чистого целевого белка воз-
можно в одну стадию.

При продолжительном росте на среде  М9 
содержание целевого белка в среде культиви-
рования постоянно возрастает и через 48 ч 
после индукции достигает 50 мг/литр  (рис. 7). 
При этом белок отличается стабильностью и 

сохраняет свою естественную пентамерную 
структуру (рис. 4–7).

Следует заметить, что нам удалось достиг-
нуть довольно высоких значений выхода ре-
комбинантного CtxB при его наработке в клет-
ках E. coli. Единственная из более ранних работ, 
в которой выход целевого продукта был боль-
ше (1 г/литр), реализована с использованием 
биореактора для выращивания культуры  [24]. 
Соответственно, достигалась существенно бо-
лее высокая плотность биомассы (18 г/литр) 
и, как следствие, большая наработка β-субъ-
единицы холерного токсина. В  своей рабо-
те авторы экспрессировали CtxB с лидерной 
последовательностью белка  OmpA, однако, в 
отличие от нашей системы экспрессии, исполь-
зованный ими сигнальный пептид нёс ряд ами-
нокислотных замен. Кроме того, для очистки 
целевого белка они использовали катионооб-
менную хроматографию.

Системы получения рекомбинантной 
β-субъединицы холерного токсина, созданные 
ранее в России, отличались значительно более 
низким уровнем накопления CtxB в среде куль-
тивирования. Штамм KS3043 давал выход це-
левого белка 0,85 мг/литр [47], штамм KM174 – 
10 мг/литр [48]. В  обоих случаях авторы 
вводили в экспрессионную конструкцию ген 
β-субъединицы холерного токсина без допол-
нительных модификаций (замена участка ли-
дерной последовательности или промотора). 
По-видимому, именно это стало причиной от-
носительно невысокой продукции рекомби-
нантного CtxB [24]. Кроме того, в случае штам-
ма KS3043 низкий выход белка, очевидно, был 
связан с накоплением β-субъединицы холер-
ного токсина в периплазме без её секреции 
в среду культивирования [24]. В штамме E. coli 
KM147 продуцируемый CtxB транспортировал-
ся за пределы клетки, однако использование 
интегративного вектора ограничивало копий-
ность введёного гена, тем самым снижая уро-
вень накопления β-субъединицы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, нами создана генетиче-
ская система и разработан способ наработ-
ки рекомбинантного CtxB, в соответствии с 
которым оптимальным для одностадийного 
выделения высокоочищенной β-субъединицы 
холерного токсина представляется выращива-
ние культуры штамма-продуцента на синте-
тической питательной среде  М9 с последую-
щей очисткой белка из культуральной жидко-
сти методом металл-хелатной хроматографии. 
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Для получения большего выхода CtxB с еди-
ницы объёма культуры предпочтительны вы-
ращивание культуры-продуцента в полно-
ценной питательной среде и очистка целевого 
белка в несколько стадий. Максимальный по-
лученный нами уровень накопления рекомби-
нантной β-субъединицы холерного токсина в 
среде культивирования на уровне лаборатор-
ной культуры составил 50  мг/литр (с выхо-
дом очищенного белка 15  мг/литр). При пе-
реходе к выращиванию культуры-продуцента 
в аппаратах непрерывного культивирования 
выход рекомбинантного CtxB наверняка удаст-
ся многократно повысить, однако оптими-
зация методов наработки и очистки белка на 
этом уровне потребует дополнительных иссле-
дований.
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DEVELOPMENT OF A HETEROLOGOUS EXPRESSION SYSTEM 
AND OPTIMIZATION OF THE ALGORITHM 

FOR CHOLERA TOXIN β-SUBUNIT PRODUCTION IN E. coli

H. H. Jamgochian, M. V. Zamakhaev, N. N. Sluchanko, 
A. V. Goncharenko*, and M. S. Shumkov

Bach Institute of Biochemistry, FRC Biotechnology, Russian Academy of Sciences, 
119071 Moscow, Russia; e-mail: pylaevanna@gmail.com

Cholera is a deadly infection disease, which is usually associated with low hygiene levels and restricted 
access to high-quality drinking water. An effective way to prevent cholera is the use of vaccines. Among 
active vaccine components there is the CtxB protein (cholera toxin β-subunit). In the current work, we have 
developed a genetic system for the production of recombinant CtxB in E. coli cells and studied the condi-
tions for the synthesis and purification of the target product at the laboratory culture level. It has been found 
that the optimal algorithm for isolation of the recombinant protein is to grow an E. coli culture in a synthetic 
M9 medium with glycerol, followed by CtxB purification out of the spent culture medium through Ni2+-
ions affinity chromatography techniques. Forty-eight hours following CtxB expression induction, the con-
centration of the target product can be up to 50 mg/liter in the culture medium. The CtxB protein retains 
its pentameric structure while expressing and through purification. The latter makes it possible to consider 
the developed system as a promising tool for the industrial-level synthesis of recombinant CtxB for medical 
and research purposes.

Keywords: cholera toxin β-subunit, CtxB, expression, recombinant protein
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ПОВЫШЕНИЕ УРОВНЯ СИНТЕЗА БЕЛКА YciM 
ПОЗВОЛЯЕТ СНИЗИТЬ ЗАГРЯЗНЕНИЕ ЭНДОТОКСИНАМИ 
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Загрязнение эндотоксинами рекомбинантных белков, полученных из Escherichia coli, в ряде случаев 
является достаточно серьёзной проблемой. Одним из путей её решения может быть использова-
ние специальных модифицированных штаммов со сниженным содержанием липополисахаридов 
(ЛПС). Мы сравнили два подхода к получению подобных штаммов. Первый достаточно широко 
известен и заключается в модификации метаболического пути синтеза ЛПС с помощью нокаута 
семи генов E.  coli. Второй подход, ранее не применявшийся, основан на повышении экспрес-
сии белка E. coli YciM. По литературным данным, повышение экспрессии YciM приводит к сни-
жению количества белка LpxC, который является ключевым ферментом пути биосинтеза ЛПС. 
Мы решили проверить, приведёт ли коэкспрессия YciM и eGFP к снижению количества эндоток-
синов в препаратах выделенного рекомбинантного eGFP. В итоге оба подхода показали сходный 
результат. И в том и в другом случае происходит падение количества эндотоксинов в препаратах 
очищенного модельного белка.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рекомбинантный белок, липополисахарид, эндотоксин, штамм-продуцент, ли-
пид IVa, CRISPR, Cas9.

DOI: 10.31857/S0320972523090117, EDN: WUMDOY

Принятые сокращения: ЛПС – липополисахариды; ОП600 – оптическая плотность раствора при длине волны 600 нм 
и длине оптического пути 1 см; eGFP – рекомбинантный зелёный флуоресцирующий белок.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день Escherichia coli ши-
роко используется в биотехнологии как эф-
фективный продуцент рекомбинантных бел-
ков. Главные преимущества этой бактерии при 
получении рекомбинантных белков заключа-
ются в простоте манипуляций, дешевизне и 
лёгкой масштабируемости процесса культи-
вирования. Однако использование E. coli для 
производства белков связано с целым рядом 
проблем, основными из которых являются 
частый неправильный фолдинг с образова-
нием продуктом телец включения и отсутствие 
большинства посттрансляционных модифика-
ций. В ряде случаев серьёзной проблемой ока-
зывается также загрязнение препаратов бел-

ков липополисахаридами (ЛПС). ЛПС – это 
основной компонент внешней мембраны, при 
этом они являются сильным эндотоксином [1]. 
ЛПС действуют как агонисты рецепторного 
комплекса CD14/TLR4/MD2 клеток млеко-
питающих, что вызывает септический шок и 
может приводить к летальному исходу  [1]. В 
связи с этим при медицинском использовании 
рекомбинантных белков, полученных в E. coli, 
а также при целом ряде биологических экспе-
риментов, на результаты которых оказывают 
влияние ЛПС, требуется тщательная очистка 
препаратов белков от эндотоксинов.

Проблема загрязнения рекомбинантных 
белков ЛПС закономерно привела к тому, что 
исследователи пытаются её решить разными 
способами. Один из них – дополнительная 
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Рис. 1. Схема двух отрезков пути биосинтеза ЛПС у E.  coli. 1  – Путь образования липида  IVа (Lipid  IVa) из UDP-
N-ацетилглюкозамина (UDP-GlcNAc). Белок YciM подавляет одну из стадий биосинтеза липида IVа за счёт сниже-
ния количества фермента LpxC. 2 – Путь образования Kdo2-липида А (Kdo2-Lipid A), его производных и вариантов 
из Kdo2-липида  IVa (Kdo2-Lipid  IVa). P-EtN-Kdo2-Lipid  A  – фосфоэтаноламин-Kdo2-липид  А, Kdo2-Lipid  A′  – гепта-
цилированный Kdo2-липид  А, Kdo2-Lipid  A′′  – вариант Kdo2-липида  А с остатком пальмитолеиновой кислоты вме-
сто остатка лауриновой. Для блокирования синтеза ЛПС были нокаутированы гены всех ферментов, обозначенных 
на схеме 2, а также гены kdsD и gutQ, ответственные за синтез Kdo (3-дезокси-D-манно-2-октулозоновой кислоты) [4, 7]

очистка белков in  vitro. Одним из самых эф-
фективных способов её проведения является 
использование специальных сорбентов с им-
мобилизованным полимиксином, который спе-
цифически связывает бактериальные ЛПС, 
например, Affi-Prep Polymyxin Support («Bio-
Rad», США) или Detoxi-Gel («Thermo Fisher 
Scientific», США). Другое направление пред-
ставляет собой использование метаболической 
инженерии для получения штаммов E. coli со 
сниженным содержанием ЛПС и модификации 
ЛПС для снижения их токсичности. Молекула 
ЛПС грамотрицательных бактерий состоит из 
трёх частей – гидрофобного липида А (который 
определяет эндотоксические свойства ЛПС), 
корового олигосахарида и O-антигена  [1,  2]. 
При этом у многих лабораторных штаммов 
E. coli O-антиген отсутствует, у штамма E. coli В 
и его производных отсутствует также дисталь-
ная часть корового олигосахарида  [3]. Сооб-
щается, что возможна модификация структуры 
липида  А при помощи генно-инженерных ме-
тодов таким образом, чтобы он не распозна-
вался рецепторами на клетках млекопитающих 
и, следовательно, терял свою пирогенность [4]. 
Показано, что количество, длина, положение 
ацильных остатков, а также наличие или отсут-
ствие остатков фосфорной кислоты в положе-
ниях 1 и 4′ липида А критичны для активации 
TLR4/MD-2-комплекса клеток млекопитаю-
щих [5, 6]. Mamat et al. были получены модифи-
цированные штаммы E. coli K12 и BL21(DE3), у 
которых во внешней мембране присутствовал 
только предшественник ЛПС – липид  IVа  [4]. 

Для этого был последовательно выключен ряд 
генов, участвующих в синтезе ЛПС – kdsD, 
gutQ, lpxL, lpxM, pagP, lpxP, eptA, а также введе-
на компенсаторная мутация C52A для штамма 
K12 или С148A для штамма BL21 (DE3) в гене 
msbA, позволяющая выживать летальному фе-
нотипу с нокаутами генов kdsD и gutQ.

Помимо модификации структуры ЛПС, же-
лательно также добиться общего снижения их 
количества. Согласно литературным данным, 
лимитирующей стадией синтеза липида  A яв-
ляется стадия деацетилирования UDP-3-O-
(R-3-гидроксимиристоил)-N-ацетилглюкоз-
амина, которая катализируется продуктом гена 
lpxC [7]. Описан белок YciM, выключение гена 
которого приводит к увеличению количества 
фермента LpxC и значительному возраста-
нию количества ЛПС, приводящему к гибели 
клетки. Напротив, повышение синтеза YciM 
способствует снижению количества ЛПС  [7]. 
В этой работе мы использовали оба подхода с 
целью сравнить их между собой, а также про-
верить возможное усиление эффекта при со-
вместном использовании (рис. 1). Для этого 
мы с помощью системы CRISPR/Cas9 нокау-
тировали в штамме E. coli Rosetta 2(DE3) гены 
kdsD, gutQ, lpxL, lpxM, pagP, lpxP, eptA и вве-
ли мутацию C52A в гене msbA. В то же время 
мы сконструировали рекомбинантную плаз-
миду для повышения наработки белка YciM. 
Мы сравнили уровень содержания ЛПС в об-
разцах выделенного из бактерий рекомбинант-
ного зелёного флуоресцирующего белка (eGFP, 
enhanced GFP) для мутантного штамма и для 
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штамма с повышенным синтезом YciM, а также 
используя два этих подхода одновременно.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы, плазмиды, условия культивирова-
ния. При конструировании рекомбинантных 
плазмид использовали штамм E. coli Top 10 
(F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 
galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ–) («Invitrogen», 
США). В качестве исходного штамма для 
геномной инженерии выступал E. coli Roset-
ta 2(DE3) (F– ompT hsdSB(rB– mB–) gal dcm 
(DE3) pRARE23 (CamR)) («Novagen», США). 
Клетки E. coli культивировали в среде LB с 
повышенным содержанием NaCl в модифика-
ции Миллера (1% (m/v) триптона, 0,5% (m/v) 
дрожжевого экстракта, 1% (m/v) NaCl) при 
37 °C или 30 °С. При необходимости добавляли 
ампициллин (150 мг/л), канамицин (50 мг/л), 
спектиномицин (50 мг/л) или хлорамфени-
кол (6 мг/л). Для клонирования структурной 
части гена yciM использовали плазмиду pBAD/
Myc-His A («Thermo Fisher Scientific»), для ге-
номного редактирования использовали плаз-
миды pCas и pTargetT, любезно предоставлен-
ные Шенг Янгом  [8]. Для продукции модель-
ного белка eGFP использовали плазмиду pET-
eGFP(Kan), сконструированную нами ранее 
(Приложение 1).

Конструирование экспрессионной плазмиды, 
кодирующей белок YciM. Для получения экс-
прессионного вектора использовали метод 
неполного полимеразного удлинения прай-
мера (PIPE) [9]. Фрагмент ДНК, кодирующий 
YciM, а также плазмида pBAD/Myc-His A были 
амплифицированы с использованием пар оли-
гонуклеотидов ycimF/ycimR и bad-pipe1/bad-
pipe2 соответственно (Приложение 2), и также 
геномной ДНК E. coli Rosetta 2(DE3) в каче-
стве матрицы. С целью избавления от матрич-
ной ДНК ампликоны были очищены с помо-
щью электрофореза в агарозном геле, а затем 
смешаны в приблизительно эквимолярных 
ко личествах. Полученной смесью напрямую 
трансформировали клетки E. coli Top10 и рас-
севали их на агаризованную среду LB, содер-
жащую 150 мкг/мл ампициллина. Выросшие 
колонии анализировали на наличие рекомби-
нантной вставки в плазмидах путём ПЦР с ис-
пользованием олигонуклеотидов badF и badR 
(Приложение 2). Клоны, содержащие плазми-
ды со вставкой нужного размера, пересевали 
в жидкую среду LB, содержащую 150 мкг/мл 
ампициллина, подращивали и выделяли из 

полученной биомассы плазмидную ДНК. Ва-
лидацию структуры рекомбинантных плазмид 
проводили путём секвенирования целевого 
участка ДНК по Сэнгеру с использованием 
автоматического капиллярного секвенатора 
ABI Prism 3500xl («Applied Biosystems», США). 
В  результате получена плазмида pBAD-YciM, 
содержащая рекомбинантный ген под контро-
лем промотора арабинозного оперона, коди-
рующий белок YciM (Приложение 1).

Нокаут генов биосинтеза ЛПС в штамме 
E. coli Rosetta 2(DE3). Для направленного ре-
дактирования последовательности геномной 
ДНК штамма E. coli Rosetta 2(DE3) применя-
ли систему CRISPR/Cas9 с использованием 
плазмид pCas и pTargetT  [8]. Все генетиче-
ские конструкции, а также последовательности 
протоспейсеров гидовых РНК и схема сборки 
плазмид приведены в Приложении 3. Кон-
струирование сайт-направляющих векторов 
pTargetT проводилось по общей схеме для всех 
выбранных мишеней. На первом этапе с по-
мощью ПЦР получали фрагмент ДНК, коди-
рующий последовательность гидовой РНК с 
N20-спейсером, специфичным к гену-мише-
ни, а также донорный фрагмент ДНК, гомо-
логичный гену-мишени, для последующей 
гомологичной рекомбинации с целью редак-
тирования. Ампликоны очищали с помощью 
электрофореза в агарозном геле и смешивали 
в эквимолярных количествах. Смесь ампли-
конов использовали в качестве матрицы при 
ПЦР-амплификации, в результате чего были 
получены фрагменты ДНК для встраива-
ния в плазмиду pTargetT. Каждый из них имел 
участок, кодирующий гидовую РНК, специ-
фичную к одному из генов-мишеней, а также 
область, гомологичную гену-мишени, для по-
следующей рекомбинации. Полученные фраг-
менты ДНК были очищены и клонированы в 
составе плазмиды pTargetT. Для этого смесь 
плазмиды и одного из фрагментов обраба-
тывали эндонуклеазами рестрикции SpeI и 
SalI, после чего проводили реакцию лигиро-
вания. Продуктами реакции трансформиро-
вали клетки E. coli Top10. Выросшие колонии 
анализировали на наличие рекомбинантной 
вставки в плазмидах путём ПЦР с использо-
ванием праймеров pts1 и pts2 (Приложение 2). 
Процедуру геномного редактирования про-
водили согласно описанной ранее методике [8] 
(Приложение  3). Компетентные клетки E.  coli 
Rosetta  2(DE3) трансформировали плазмидой 
pCas, после чего готовили электрокомпетент-
ные клетки E. coli Rosetta 2(DE3)/pCas по ме-
тодике, описанной в работе Dower et  al.  [10]. 
Культивирование клеток осуществлялось 



БОБРОВСКИЙ и др.1600

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

в присутствии 10 мМ L-арабинозы для индук-
ции экспрессии компонентов системы λ-Red. 
Полученные компетентные клетки трансфор-
мировали одной из плазмид серии pTargetT пу-
тём электропорации. Для этого 50 мкл клеток 
смешивали со 100 нг плазмидной ДНК, элек-
тропорацию проводили в 1 мм кювете Gene 
Pulser Xcell («Bio-Rad») при 1,8 кВ. Клетки ин-
кубировали в 1 мл среды LB при 30 °C в тече-
ние 1 ч, а затем высевали на LB-агар, содер-
жащий канамицин (50 мг/л) и спектиномицин 
(50 мг/л), и инкубировали в течение 20–44 ч 
при 30 °C. Успешность редактирования оце-
нивали с помощью анализа размера продуктов 
ПЦР с использованием специфичных к ми-
шени пар праймеров и секвенирования ДНК. 
Полученных мутантов использовали для сле-
дующего цикла редактирования.

Подбор условий индукции рекомбинантного 
гена yciM. Клетки E. coli Rosetta 2(DE3) (далее 
Rosetta WT) и клетки E. coli Rosetta 2(DE3) 
msbA52, kdsD–, gutQ–, lpxM–, lpxL–, lpxP–, pagP–, 
eptA– (далее Rosetta  8m) трансформировали 
плазмидой pBAD-YciM. В качестве контроль-
ных использовались те же штаммы, транс-
формированные плазмидой pBAD/Myc-His A. 
Одиночные колонии переносили в стеклян-
ную пробирку, содержащую 2 мл среды LB 
(150 мг/л ампициллина, 6  мг/л хлорамфени-
кола) с различной концентрацией L-араби-
нозы – от 0,2 до 2000 мг/л с шагом в 10  раз 
(Приложение 4). Культуры растили в шейке-
ре-инкубаторе при 30 °С в течение 18 ч. Далее 
измеряли оптическую плотность культуры 
при длине волны 600 нм (ОП600). Определение 
ОП600 проводили с помощью спектрофотоме-
тра UV-1900 («Shimadzu», Япония) в кюветах 
с длиной оптического пути 1 см. Каждая куль-
тура наращивалась в трёх независимых повто-
рах. В качестве рабочей концентрации L-ара-
бинозы принимали максимальное значение, 
не приводящее к полному ингибированию 
роста культуры для всех исследованных вари-
антов (Приложение 4).

Наработка и выделение рекомбинантного 
eGFP в модифицированных штаммах. Клетки 
E. coli Rosetta WT и Rosetta  8m трансформи-
ровали плазмидой pET-eGFP(Kan). Из  полу-
ченных трансформантов готовили компетент-
ные клетки и трансформировали их плазмидой 
pBAD-YciM или pBAD/Myc-His  A. Таким об-
разом, были получены по два варианта штам-
мов Rosetta WT и Rosetta  8m, несущие плаз-
миду pET-eGFP(Kan) и в дополнение к ней 
либо pBAD-YciM, либо pBAD/Myc-His  A без 
вставки. Каждый из вариантов культивиро-
вали в трёх независимых повторах, после чего 

из биомассы с помощью металл-хелатной 
хроматографии выделяли eGFP. Для этого 
единичной колонией бактерий засевали 2 мл 
среды LB (150 мг/л ампициллина, 50 мг/л ка-
намицина, 6 мг/л хлорамфеникола) и растили 
в шейкере-инкубаторе при 30 °С в течение 
18 ч при 250 об./мин и амплитуде 25 мм. Да-
лее, 2 мл ночной культуры переносили в 20 мл 
свежей среды того же состава с добавлением 
20 мг/л арабинозы и растили в шейкере-ин-
кубаторе при 30 °С. После достижения куль-
турой оптической плотности при длине вол-
ны ОП600 = 0,6–0,7 к культуре добавляли рас-
твор изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида 
(ИПТГ) до конечной концентрации 0,5 мМ и 
продолжали рост ещё в течение четырёх часов. 
Клетки осаждали центрифугированием в тече-
ние 10 мин при ускорении 5000 g, ресуспен-
дировали в физрастворе и снова осаждали. 
К осадку добавляли 2 мл буферного раствора А 
(20 мМ Tris-HCl, 500 мМ NaCl, 10 мМ ими да-
зол, pH 7,5), после чего разрушали с помощью 
ультразвукового дезинтегратора Branson 250 
Sonifier («Branson», США) при 22 кГц 2 мин 
на  льду. Лизат для удаления остатков кле-
ток центрифугировали 15 мин при ускорении 
15 000 g. Полученный раствор наносили на 
хроматографическую колонку Tricorn  5/50, 
содержащую 0,3 мл сорбента Ni Sepharose FF 
(«GE Healthcare», США) и уравновешенную 
тем же буфером. После нанесения колонку 
промывали раствором А (5 мл), а затем элюи-
ровали связавшиеся с сорбентом полипепти-
ды раствором для элюции E (20 мМ Tris-HCl, 
500 мМ NaCl, 500 мМ имидазол, pH 7,5) в 
объёме 1 мл. Скорость протока раствора через 
колонку составляла 1 мл/мин, контроль про-
цесса и сбор фракций осуществлялся на ос-
новании проточного измерения оптической 
плотности элюата при длине волны 280 нм. 
Все операции по хроматографическому разде-
лению выполнялись с помощью хроматографа 
NGC («Bio-Rad»).

Определение бактериальных эндотоксинов 
(ЛАЛ-тест). Грубую оценку содержания бак-
териальных эндотоксинов в препаратах выде-
ленного модельного рекомбинантного белка 
проводили путём проведения гель-тромб теста 
с использованием лизата амебоцитов мечехво-
стов рода Tachypleus PYROSTAR ES-F («Wako 
Chemicals», США). Количественное опреде-
ление содержания эндотоксинов в образцах 
проводили с помощью хромогенного теста 
по конечной точке («BioEndo», Китай). Чув-
ствительность теста определялась выбран-
ным диапазоном калибровочной кривой (от 
0,1 до  1 ЕЭ/мл, ЕЭ – единицы эндотоксина). 
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В  качестве отрицательного контроля исполь-
зовали воду для ЛАЛ-теста AL-WATER («Аль-
гимед Техно», Республика Беларусь) и буфер-
ный раствор для элюции Е. Раствор белка в 
буферном растворе Е напрямую использовали 
для определения содержания эндотоксинов. 
Рабочие разведения образцов составляли от 103 
до 108 раз, что полностью нивелировало влия-
ние компонентов буфера на результаты теста, 
что подтверждается одинаковыми результата-
ми для контрольных образцов с использовани-
ем воды и разведённого буферного раствора. 
Детекцию результатов осуществляли на план-
шетном сканере Multiscan Ascent («Thermo 
Fisher Scientific») при длине волны 405 нм.

Перед определением содержания эндоток-
синов образцы выделенного eGFP выравни-
вались по концентрации на основании изме-
рения флуоресценции раствора. Определение 
флуоресценции проводили с помощью флуо-
риметра Qubit 4 Fluorometer («Thermo Fisher 
Scientific») в режиме f luorometer (blue, 470 нм).

Статистический анализ проводили с ис-
пользованием U-критерия Манна–Уитни. Ста-
тистические вычисления выполняли на языке 
Python (версия 3.11.4) в среде для разработки 
Jupyter Notebook (6.5.4).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Подбор условий индукции рекомбинантного 
гена yciM. Было показано, что высокое содер-
жание арабинозы в культуральной среде ведёт 
к сильному ингибированию и даже полному 
прекращению роста клеток, содержащих плаз-
миду pBAD-YciM. В случае штамма с восемью 
мутациями (Rosetta  8m) ингибирование роста 
было более выражено по сравнению с Rosetta 
WT и достигалось при концентрациях араби-
нозы на два порядка меньших (Приложение 4). 

При этом полного ингибирования роста кле-
ток Rosetta WT/pBAD-YciM не наблюдалось, в 
то время как рост Rosetta 8m/pBAD-YciM при 
концентрациях арабинозы 2 и 0,2 г/л полно-
стью подавлялся. Также было отмечено незна-
чительное подавление роста как Rosetta 8m, 
так и Rosetta WT, трансформированных плаз-
мидой pBAD/Myc-His A при высоких концен-
трациях арабинозы. Для дальнейшей работы 
было выбрано максимальное значение кон-
центрации арабинозы, которое не ведёт к пол-
ному подавлению роста самого чувствитель-
ного штамма – Rosetta  8m/pBAD-YciM, оно 
составило 20 мг/л.

Уровень накопления рекомбинантного eGFP 
в различных исследуемых штаммах. Для каждо-
го из двенадцати выделенных образцов eGFP 
определялся уровень флуоресценции в услов-
ных единицах и концентрация белка по методу 
Брэдфорда относительно бычьего сывороточ-
ного альбумина с использованием реагентов 
Bio-Rad Protein Assay («Bio-Rad»). В результате 
было установлено, что оба этих значения чёт-
ко коррелируют между собой (коэффициенты 
корреляции 0,92–0,99) (рис. 2).

Установлено, что коэкспрессия YciM и 
eGFP в клетках Rosetta WT не приводит к 
снижению выхода eGFP. В случае Rosetta  8m 
наблюдалась другая ситуация: совместная экс-
прессия обоих рекомбинантных генов при-
водит к снижению выхода eGFP на 40%, что 
соотносится со снижением общей плотности 
бактериальной культуры (табл. 1).

Содержание эндотоксинов в препаратах очи-
щенного eGFP. Результаты измерения содер-
жания эндотоксинов в образцах очищенного 
eGFP с помощью хромогенного теста приведе-
ны на рис. 3 и в табл. 2.

Как совместная экспрессия YciM и eGFP, 
так и использование клеток Rosetta  8m с но-
каутированными генами пути биосинтеза ЛПС 

Таблица 1. Концентрация белка, флуоресценция образцов выделенного eGFP и оптическая плотность исходных бак-
териальных культур

Образец RFU·104 С, мг/мл ОП600

Rosetta 8m/pBAD-YciM 18,5 ± 6,5 0,6 ± 0,3 1,5 ± 0,1

Rosetta 8m/pBAD/Myc-His A 27,7 ± 2,5 1,0 ± 0,1 1,8 ± 0,1

Rosetta WT/pBAD-YciM 37,7 ± 7,0 1,3 ± 0,2 2,3 ± 0,2

Rosetta WT/pBAD/Myc-His A 36,9 ± 9,2 1,4 ± 0,2 2,4 ± 0,2

Примечание. RFU  – флуоресценция в условных единицах; C  – концентрация белка по методу Брэдфорда; ОП600  – 
оптическая плотность исходной культуры. Приведено усреднённое значение для трёх образцов каждого вида c 95%-
ными доверительными интервалами. Объём каждого образца составлял 1 мл, концентрации численно соответствуют 
общему количеству выделенного белка.
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Рис. 2. Уровень флуоресценции и концентрация выделенного рекомбинантного eGFP, определённая по методу 
Брэдфорда. На гистограмме отложены значения концентраций (мг/мл) чёрным цветом, а флуоресценции eGFP (отн. 
ед.) – белым цветом для каждого выделенного образца. Образцы 1–3 – белок, выделенный из Rosetta 8m/pBAD-YciM; 
образцы 4–6 – белок, выделенный из Rosetta 8m/pBAD-Myc-His A; образцы 7–9 – белок, выделенный из Rosetta WT/
pBAD-YciM; образцы 10–12 – белок, выделенный из Rosetta WT/pBAD-Myc-His A

Рис. 3. Содержание эндотоксинов в препаратах очищенного eGFP. Содержание бактериальных эндотоксинов опреде-
ляли с помощью хромогенного ЛАЛ-теста по конечной точке. Для определения содержания эндотоксинов в образцах 
строили калибровочную кривую, используя контрольный стандарт эндотоксина. Данные представлены в виде меди-
анных значений содержания бактериальных эндотоксинов в образцах выделенных рекомбинантных eGFP из штам-
мов Rosetta  8m/pBAD-YciM, Rosetta  8m/pBAD-Myc-His A, Rosetta WT/pBAD-YciM и Rosetta WT/pBAD-Myc-His A 
с 95%-ными доверительными интервалами. Отличия от контрольного штамма Rosetta WT/pBAD-Myc-His A считали 
достоверными при уровне значимости меньше 0,027 (*)

ведёт к снижению содержания эндотоксинов 
в образцах очищенного eGFP относительно 
значения, полученного для eGFP, выделен-
ного из клеток Rosetta WT/pBAD/Myc-His A. 
Для Rosetta WT/pBAD-YciM это снижение со-
ставляет 3,7 раза, для Rosetta 8m/pBAD/Myc-
His A – 4,2 раза, а в случае Rosetta 8m/pBAD-
YciM – 2,9 раза. Количества эндотоксинов в 
этих трёх случаях статистически достоверно 
отличаются от таковых для образца Rosetta 
WT/pBAD/Myc-His A (p < 0,027) и не отлича-
ются между собой.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Снижение количества эндотоксинов в пре-
паратах рекомбинантных белков, синтезируе-
мых в E. coli, является обязательным при их 
медицинском применении. Одним из подходов 
к решению этой проблемы является получение 
специальных штаммов со сниженным содер-
жанием ЛПС или с модификацией ЛПС для 
снижения пирогенности. Самым известным 
подобным штаммом является проприетар-
ный ClearColi BL21(DE3), который позволяет 



ЭКСПРЕССИОННЫЕ ШТАММЫ СО СНИЖЕННЫМИ ЛПС 1603

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

Таблица 2. Содержание бактериальных эндотоксинов в препаратах выделенного eGFP из разных штаммов E. coli

Штамм
Rosetta 8m/
pBAD-YciM

Rosetta 8m/
pBAD-Myc-His A

Rosetta WT/
pBAD-YciM

Rosetta WT/
pBAD-Myc-His A

Медиана 785 535 611 2243

95%-ный ДИ 548–1022 430–640 421–801 1543–2943

Изменение 
по сравнению 
с контролем, раз

2,85 4,19 3,67 1

p 0,027 0,0035 0,0081

Примечание. Данные представлены в виде медианных значений содержания бактериальных эндотоксинов в единицах 
ЕЭ в образцах выделенных рекомбинантных eGFP из штаммов Rosetta 8m/pBAD-YciM, Rosetta 8m/pBAD-Myc-His A, 
Rosetta WT/pBAD-YciM, Rosetta WT/pBAD-Myc-His A. Образцы нормированы по уровню флуоресценции eGFP. Раз-
личие между группами оценивали с помощью 95%-ных доверительных интервалов. Дополнительно использовали 
U-критерий Манна–Уитни для определения уровня значимости различий между группами (p). Изменение количества 
бактериальных токсинов оценивали относительно контрольного штамма Rosetta WT/pBAD-Myc-His A.

экспрессировать рекомбинантные гены под 
контролем промотора бактериофага T7. По со-
общениям в научной литературе [4], в ClearColi 
BL21(DE3) проведён нокаут семи генов, уча-
ствующих в биосинтезе ЛПС, и введена ком-
пенсаторная мутация С148A в гене msbA. С по-
мощью технологии редактирования генома 
мы нокаутировали эти семь генов в широко 
известном экспрессионном штамме E. coli 
Rosetta 2(DE3) и ввели мутацию в ген msbA. 
В качестве альтернативного подхода мы вос-
пользовались описанным ранее явлением  [7], 
которое заключается в снижении общего 
уровня ЛПС при повышении экспрессии гена 
yciM  [7]. Мы предположили, что при совмест-
ной экспрессии целевого белка и рекомби-
нантного YciM возможно снижение содержания 
ЛПС, и решили экспериментально сравнить 
результат этого возможного снижения с дости-
гаемым при использовании штамма с семью 
нокаутироваными генами пути биосинтеза 
ЛПС. Для этого мы сконструировали экспрес-
сионную плазмиду pBAD-YciM, содержащую 
рекомбинантный ген под контролем промо-
тора арабинозного оперона, кодирующий бе-
лок YciM.

В качестве модельного белка для экспрес-
сии, очистки и последующего определения 
содержания эндотоксинов мы использовали 
мутантный вариант eGFP с повышенной свети-
мостью  [11]. Мы сконструировали экспресси-
онную плазмиду pET-eGFP(Kan), содержащую 
рекомбинантный ген под контролем промото-
ра бактериофага T7, кодирующий eGFP, сли-
тый с С-концевым гексагистидиновым моти-
вом. Несмотря на то, что плазмиды pBAD-YciM 
и pET-eGFP(Kan) относятся к одной группе 
совместимости, возможно их устойчивое со-
вместное наследование в клетках ввиду того, 

что первая из них обеспечивает устойчивость 
к ампициллину, а вторая – к канамицину. Ис-
пользование двух разных плазмид с разными 
промоторно-операторными областями реком-
бинантных генов вызвано в нашем случае не-
обходимостью обеспечить сильно несбаланси-
рованный уровень их экспрессии. Как описано 
в разделе «Подбор условий индукции рекомби-
нантного гена yciM», высокое содержание ара-
бинозы в культуральной среде ведёт к сильному 
ингибированию и даже полному прекращению 
роста клеток. Как видно из таблицы и графика 
в Приложении 4, сильная индукция гена, коди-
рующего YciM, приводит к фатальным послед-
ствиям для культуры клеток. В то же время 
eGFP должен нарабатываться в максимально 
возможном количестве. Это ведёт к тому, что 
необходимо обеспечивать разный уровень экс-
прессии рекомбинантных генов – максималь-
но возможный для гена, кодирующего eGFP, 
и небольшой и гибко регулируемый для гена, 
кодирующего YciM.

В результате экспериментов мы устано-
вили, что оба использованных подхода ведут к 
статистически достоверному снижению содер-
жания эндотоксинов в образцах выделенного 
eGFP. При этом экспрессия YciM в штамме 
Rosetta 8m приводит к значительному подавле-
нию его роста вплоть до полной остановки при 
высоких концентрациях арабинозы. Экспрес-
сия YciM в штамме Rosetta WT тоже подавляет 
рост культуры, но в гораздо меньшей степени 
и при более высоких концентрациях индукто-
ра. При этом удельный выход рекомбинантно-
го белка на единицу биомассы во всех случаях 
отличался незначительно (табл. 1).

При экспрессии YciM в Rosetta 8m допол-
нительного усиления эффекта не наблюда-
лось. Более того, среднее значение содержания 
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эндотоксинов в этом случае даже выше, чем 
при использовании Rosetta  8m с контрольной 
плазмидой pBAD/Myc-His A, однако статисти-
чески это различие не достоверно.

В литературных источниках имеется весь-
ма ограниченная информация о содержании 
эндотоксинов в препаратах рекомбинантных 
белков, выделенных из штаммов ClearСoli. При 
использовании штамма ClearColi BL21(DE3) 
сообщается о снижении содержания эндотокси-
нов в выделенных препаратах в 750 раз для бел-
ка ApoA1 [12] и в 36 раз – для белка Hsp70 [4]. 
При этом для ApoA1, выделенного из Clear-
Сoli K12, это снижение составляет 4–18 раз [4], 
а для выделенного домена тяжёлой цепи имму-
ноглобулина G VHm36 – 35 раз. В последнем слу-
чае сообщение приведено не в рецензируемом 
журнале, а в рекламной презентации фирмы-
разработчика [https://clearcoli.com/wp-content/
uploads/2013/04/RCT_lucigen-Aug-2016.pptx]. 
Данные о содержании эндотоксинов в белках, 
полученных с использованием штаммов Clear-
Coli, которые удалось найти авторам, обобще-
ны в Приложении 5.

В ходе нашего исследования мы прове-
ли нокаут генов, описанных для ClearColi, в 
штамме E. coli Rosetta 2(DE3) и добились сни-
жения содержания эндотоксинов в препарате 
eGFP в четыре раза. Ввиду фрагментарности 
литературных данных прямое сравнение с 
коммерческим штаммом ClearColi BL21(DE3) 
представляется затруднительным. В целом, со-
здаётся впечатление, что ClearColi BL21(DE3) 
с теми же нокаутированными генами, что и 
полученный нами Rosetta 8m, обеспечивает 
большее снижение концентрации эндоток-
синов. Однако надо учитывать, что на этот 
параметр может влиять множество факторов, 
начиная от природы рекомбинантного белка 
и кончая параметрами культивирования и 
очистки. Также следует отметить, что ClearColi 
BL21(DE3) является проприетарным штаммом 
и может быть описан в литературных источ-
никах недостаточно полно.

Таким образом, оба использованных под-
хода дают сходные результаты, приводя к сни-
жению содержания эндотоксинов в препаратах 
выделенного рекомбинантного eGFP. Исполь-
зование коэкспрессии с YciM имеет некото-
рое преимущество из-за того, что с помощью 
трансформации плазмидой можно модифи-
цировать широкий круг уже существующих 
штаммов E. coli. Но это преимущество отно-
сится, скорее, к лабораторной практике, так как 
в биофармацевтических приложениях пред-
почтительнее использовать более стабиль-
ные штаммы с модифицированным геномом, 

не требующие применения дополнительного 
антибиотика.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Снижение количества эндотоксинов в пре-
паратах рекомбинантных белков, получаемых в 
E. coli, является важным условием их медицин-
ского применения. Один из подходов к реше-
нию этой проблемы  – использование специ-
альных штаммов, продуцирующих меньшее 
количество ЛПС или модифицированные ЛПС 
со сниженной пирогенностью. Мы сравнили 
два подхода к решению этой задачи. Первый 
подход заключается в нокауте генов пути био-
синтеза ЛПС с помощью геномного редакти-
рования и повторяет способы получения ранее 
известных коммерческих штаммов. Второй 
подход ранее не встречался в литературных 
источниках. Он заключается в совместной экс-
прессии целевого рекомбинантного белка и 
белка кишечной палочки YciM. Проведённые 
эксперименты показали, что и использование 
штамма с нокаутом генов, и коэкспрессия с 
белком YciM приводят к снижению содержания 
эндотоксинов в выделенном модельном реком-
бинантном белке eGFP на сравнимую величи-
ну. Коэкспрессия с YciM имеет преимущество в 
гибкости и возможности модифицировать уже 
существующие штаммы. В биофармацевтиче-
ских же приложениях представляется предпо-
чтительным использование стабильных штам-
мов с модифицированным геномом.
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UPREGULATION OF YciM EXPRESSION REDUCES ENDOTOXIN 
CONTAMINATION OF RECOMBINANT PROTEINS 

PRODUCED IN Escherichia coli CELLS

P. A. Bobrovsky1,2, D. D. Kharlampieva1, S. A. Kirillin1, K. A. Brovina1,2, E. N. Grafskaia1, 
V. N. Lazarev1,2, and V. A. Manuvera1,2*

1 Lopukhin Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine 
of Federal Medical Biological Agency, 119435 Moscow, Russia; e-mail: vmanuvera@yandex.ru

2 Federal State Autonomous Educational Institution of Higher Education 
“Moscow Institute of Physics and Technology (National Research University)”, 141701 Dolgoprudny, Russia

Recombinant proteins produced in Escherichia coli are often contaminated with endotoxins, which can be 
a serious problem for their further application. One of the possible solutions is the use of modified strains 
with reduced lipopolysaccharide (LPS) levels. We compared two approaches to engineering such strains. 
The first commonly known approach was modification of LPS biosynthesis pathway by knocking out sev-
en genes in the E. coli genome. The second approach, which has not been previously used, was to increase 
expression of E.  coli protein YciM. According to the published data, elevated expression of YciM leads 
to the reduction in the amount of the LpxC enzyme involved in LPS biosynthesis. We investigated the im-
pact of YciM coexpression with eGFP on the content of endotoxins in the purified recombinant eGFP 
samples. Both approaches provided similar outcomes, i.e., decreased the endotoxin levels in the purified 
protein samples.

Keywords: recombinant protein, lipopolysaccharide, endotoxin, expression strain, lipid IVa, CRISPR, Cas9



БИОХИМИЯ, 2023, том 88, вып. 9, с. 1606 – 1619

1606

УДК 577.24

ВЛИЯНИЕ РАСПОЛОЖЕНИЯ И ОРИЕНТАЦИИ ГЕНЕТИЧЕСКОГО 
ТОКСИН-АНТИТОКСИНОВОГО ЭЛЕМЕНТА hok/sok НА УРОВЕНЬ 

БИОСИНТЕЗА ФАРМАЦЕВТИЧЕСКИ ЗНАЧИМЫХ БЕЛКОВ 
В БАКТЕРИАЛЬНОЙ СИСТЕМЕ ЭКСПРЕССИИ

© 2023 Ю.А. Ходак, Р.Р. Шайфутдинов, Д.С. Хасанов, 
Н.А. Орлова, И.И. Воробьев*

ФИЦ Биотехнологии РАН, Институт биоинженерии, 
117312 Москва, Россия; электронная почта: ptichman@gmail.com

Поступила в редакцию 20.04.2023
После доработки 15.08.2023

Принята к публикации 15.08.2023

Генетический токсин-антитоксиновый элемент hok/sok из плазмиды R1 Escherichia coli обеспечи-
вает сегрегационную стабильность плазмид. Бактериальные клетки, потерявшие все копии плаз-
миды, кодирующей короткоживущий антитоксин, гибнут под действием долгоживущего токсина. 
Элемент hok/sok в составе векторных плазмид для бактериальной экспрессии может увеличивать 
продуктивное время биосинтеза рекомбинантных белков, замедляя накопление в популяции 
непродуцирующих клеток, лишенных целевой плазмиды. В настоящей работе были исследованы 
различные варианты расположения и ориентации элемента hok/sok в составе стандартной плаз-
миды pET28a с индуцибельным промотором T7lac и геном устойчивости к канамицину. Было об-
наружено, что элемент hok/sok сохраняет функциональную активность вне зависимости от распо-
ложения на плазмиде и ориентации, бактериальные клетки сохраняли плазмиды с hok/sok после 
4-х дней культивирования без антибиотика и теряли контрольную плазмиду без данного элемента. 
На  примере трех целевых белков  – аспаргиназы E. coli тип  II, гормона роста человека и нуклео-
протеина вируса SARS-CoV-2 было продемонстрировано, что для цитоплазматических целевых 
белков максимальная продуктивность бактерий сохраняется только при расположении элемента 
hok/sok на плазмиде выше промотора целевого гена. В  случае периплазматической локализации 
белка продуктивность бактерий уменьшается для всех вариантов расположения hok/sok при куль-
тивировании с антибиотиком, а при периодическом культивировании бактерий без антибиотика 
продуктивность лучше сохраняется также при расположении элемента hok/sok выше промотора 
целевого гена. Данный вариант векторной плазмиды pEHU позволяет увеличить биосинтез нерас-
творимого в цитоплазме бактерий гормона роста человека более, чем в 2 раза при культивирова-
нии бактерий без антибиотика, а также поддерживать биосинтез аспарагиназы при периодическом 
культивировании без антибиотика в течение 4-х дней на уровне не менее 10 мг/литр. Разработан-
ный сегрегационно стабилизированный плазмидный вектор может быть использован для получе-
ния в клетках E. coli различных рекомбинантных белков без применения антибиотиков.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гетерологичная экспрессия рекомбинантных белков, системы токсин-антитоксин, 
аспарагиназа, нуклеопротеин, соматотропин.

DOI: 10.31857/S0320972523090129, EDN: WUOWEN

Принятые сокращения: ИПТГ  – изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид; ОРС  – открытая рамка считывания; 
ТА  – токсин-антитоксин; ASN  – L-аспарагиназа; HGH  – гормон роста человека; NP  – нуклеопротеин варианта 
«Ухань» коронавируса SARS-CoV-2.
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ВВЕДЕНИЕ

Обеспечение сегрегационной устойчиво-
сти плазмид в бактериальных системах экс-
прессии генов остается актуальной задачей 
биофармацевтики. Удаление всех копий плаз-
миды, кодирующей ген гетерологичного белка, 

обеспечивает бактериальной клетке значи-
тельное преимущество в скорости деления. 
Вследствие этого даже при времени индукции 
промотора целевого гена 4–8 ч популяция бак-
терий-продуцентов обычно замещается непро-
дуцирующими клетками, что приводит к огра-
ничению общей продуктивности системы  [1]. 
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Базовую защиту бактериальных клеток от по-
тери плазмиды обеспечивает ген устойчивости 
к действию антибиотика, однако для плот-
ных бактериальных культур концентрация 
селективного антибиотика в ростовой среде 
постепенно падает под действием инактиви-
рующих его ферментов и становится слишком 
низкой  [1]. Возможен второй уровень защи-
ты бактериальных клеток от потери целевых 
плазмид – это введение в них природных или 
модифицированных пар генов токсин-анти-
токсин  (ТА), обеспечивающих немедленную 
смерть бактериальной клетки, потерявшей все 
активные копии гена антитоксина.

Генетические элементы ТА присутствуют в 
большом числе копий в геномах прокариот [2], 
плазмидах [3] и бактериофагах [4]; для неко-
торых свободноживущих бактерий описывают 
более  40 таких генетических элементов [2]. 
Данные системы классифицируют на основа-
нии способа нейтрализации токсина антиток-
сином. Традиционно их разделяли на 6 типов, 
однако в последние годы было выделено еще 
2 новых типа, таким образом, их общее число 
достигло  8 [5]. Наиболее изученным и рас-
пространенным является тип  I, состоящий из 
гена стабильного токсичного белка и малоста-
бильной антисмысловой  РНК, блокирующей 
трансляцию мРНК токсина  [2]. Исследуемый 
в настоящей работе локус hok/sok (host killing/
suppressor of killing) относится к первому типу 
систем  ТА, механизм его действия будет по-
дробно описан ниже.

Тип II систем ТА представляет собой пару 
генов, кодирующих стабильный белковый ток-
син и нестабильный белковый антитоксин. 
Типичный пример системы  ТА типа II  – ло-
кус ccd, содержащий ген токсичного для бак-
териальной клетки ингибитора ДНК-гиразы 
CcdB и ген малостабильного ингибитора CcdA, 
подверженного быстрому распаду под действи-
ем протеазы  Lon [6]. При потере всех копий 
плазмиды, кодирующей локус ccd, концентра-
ция белка  CcdA быстро уменьшается и сво-
бодный белок  CcdB блокирует активность 
ДНК-гиразы E. coli в достаточной мере для 
прекращения клеточного деления и индукции 
SOS-ответа [7].

Остальные типы систем ТА распростране-
ны значительно реже и характеризуются дру-
гими способами взаимодействия токсина и 
антитоксина. Системы типа  III основаны на 
прямом взаимодействии антитоксической РНК 
с белковой молекулой токсина [8]; системы 
типа  IV  – на блокировании функции токсина 
без прямого белок-белкового взаимодействия, 
например, путем катализа антитоксином об-

ратной химической реакции для пары DarT/
DarG  [9]; системы типа V  – на селективном 
разрушении мРНК токсического белка белко-
вым антитоксином, как в паре GhoT/GhoS  [10]. 
В  типе VI систем  ТА, разновидности систем 
типа II, белковый антитоксин SocB является 
протеолитическим адаптером, обеспечиваю-
щим быстрый протеолиз токсина SocA кле-
точной протеазой ClpXP  [11]. Недавно был 
выделен новый VII-тип систем, включающий 
антитоксины, ферментативно модифицирую-
щие токсины. В  отличие от систем типа  II, в 
данном случае модификации вносятся в про-
цессе кратковременного, а не постоянного 
взаимодействия между токсином и антиток-
сином [12] В  последнем описанном VIII-типе 
систем в качестве токсина выступают малые 
РНК, блокирующиеся антисмысловыми РНК, 
которые кодируются в том же локусе и высту-
пают в качестве антитоксина [13].

Первые системы ТА были открыты при 
изучении природных плазмид E. coli и, по ис-
ходным предположениям исследователей, их 
биологической функцией было обеспечение 
сегрегационной стабильности таких плазмид. 
В  дальнейшем было обнаружено, что систе-
мы  ТА вовлечены в обеспечение персистен-
ции бактерий  [14], ответа на факторы стресса 
и защиту от бактериофагов  [15]. Несмотря на 
крайне высокое разнообразие генетических 
оперонов систем  ТА, их известные токсины 
атакуют очень небольшой набор биохимичес-
ких процессов бактериальной клетки – транс-
ляцию мРНК, репликацию хромосомной ДНК, 
рост клеточной стенки и поддержание мем-
бранного потенциала.

Рассматриваемый в настоящей работе ге-
нетический локус hok/sok относится к систе-
мам ТА типа I. Он был впервые обнаружен в 
плазмиде R1 E. coli [16], исходно обозначен как 
ParB и описан как оперон двух цистронов hok 
и sok. Матричная РНК гена hok кодирует ток-
сичный полипептид размером 52 аминокисло-
ты, который нарушает поляризацию внутрен-
ней мембраны бактерий за счет формирования 
пор, что приводит к стазису и/или гибели бак-
териальных клеток [17]. Ген sok обладает силь-
ным промотором и кодирует антисмысловую 
РНК, связывающуюся с участком мРНК hok и 
обеспечивающую быструю деградацию мРНК 
hok под действием РНКазы III. Несмотря на 
кажущуюся очевидность механизма действия 
генов токсина и антитоксина в паре hok/sok, их 
фактическое взаимодействие является доста-
точно сложным и многоступенчатым процес-
сом, подробно описанным в обзорной рабо-
те Gerdes [18].
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Вкратце, большая часть мРНК  hok обра-
зуется в форме трансляционно неактивного 
продукта увеличенной длины, который может 
быть описан как продукт гена  mok, перекры-
вающего ген hok. В данной мРНК с размером 
~400 п.о. 5′- и 3′-концевые области образуют 
дуплекс, блокирующий ее связывание с рибо-
сомами и с антисмысловой РНК  Sok. Ста-
бильная и неактивная форма мРНК (400 п.о.) 
медленно превращается в активную форму раз-
мером 360 п.о. в результате удаления 3′-фраг-
мента под действием РНКазы II. Активная 
мРНК  hok становится доступной для связы-
вания антисмысловой РНК  Sok, сайт связы-
вания которой расположен вблизи первого 
кодона AUG [8]. Возникающий гетеродуплекс 
РНК быстро гидролизуется РНКазой III  [19, 20]. 
Если в клетке нет достаточных количеств РНК 
Sok, то стартует трансляция мРНК hok, выра-
батывается белок  Hok, который формирует 
мембранные поры, что приводит к переходу 
клеток в персистирующее состояние, а при 
дальнейшем росте концентрации  Hok возни-
кает состояние стазиса и клеточной смерти.

Предположительно, уровень антисмысло-
вой РНК Sok в клетке определяется не только 
активностью копий ее гена, но и механизмом 
отрицательной обратной связи, включающим 
мембрано-ассоциированную РНКазу E, актив-
ность которой снижается при деполяризации 
мембраны [18], таким образом, антитоксиче-
ское действие Sok сохраняется даже при недо-
статочном уровне транскрипции гена, однако 
при потере всех копий гена  sok данный меха-
низм уже не может действовать.

В геноме базового лабораторного штам-
ма K12 E. coli выявляется до 5 локусов типа hok/
sok  [21], при этом 4  из них, по мнению груп-
пы Gerdes, инактивированы мутациями вблизи 
открытой рамки считывания  (ОРС)  hok  [22], 
а единственный активный локус hokB/sokB, 
по-видимому, участвует в регуляции входа и 
выхода клеток в состояние персистенции за 
счет процессинга белка  HokB протеазами пе-
риплазмы  [23]. Также локус hokB/  sokB опре-
деляет, наряду с другими локусами  ТА, повы-
шение устойчивости бактериальных клеток к 
стрессовым условиям  [24] путем увеличения 
продолжительности лаг-фазы и последующего 
увеличения скорости роста на экспоненци-
альной фазе.

Увеличение сегрегационной стабильности 
искусственных, т.е.  обычных лабораторных 
плазмид при включении в их состав локуса hok/
sok было продемонстрировано во множестве 
работ. В  частности, в работе Pecota  et  al.  [25] 
наблюдали 9-кратное замедление процесса по-

тери клетками E. coli плазмид в неселективных 
условиях. В  случае плазмиды с индуцибель-
ным промотором T7 и селективным маркером 
устойчивости к действию тетрациклина было 
заявлено сохранение у  100%  клеток устойчи-
вости к антибиотику после 20 ч индукции це-
левого гена, при этих условиях контрольную 
плазмиду сохраняли только 17%  клеток  [26], 
уровень биосинтеза целевого белка – пролак-
тина человека, был увеличен в 2,3 раза, хотя и 
оставался достаточно низким.

В случае токсичной для бактериальных 
клеток фосфолипазы  Д из Streptomyces anti-
bioticus введение элемента hok/sok в состав 
плазмид с промотором T7lac и геном устойчи-
вости к ампициллину привело к исчезновению 
клеток, терявших плазмиду при ведении куль-
туры до индукции и позволило удвоить общий 
уровень биосинтеза ферментативно активной 
фосфолипазы, однако быстрое исчезновение 
клеток с плазмидой после начала индукции 
было зафиксировано как для контрольных 
плазмид, так и для плазмид с локусом hok/sok 
и другими локусами ТА [27].

Генетический элемент hok/sok увеличи-
вает устойчивость плазмид не только в E. coli, 
но и в иных видах бактерий, в частности, в 
Salmonella  enterica (серовар  Typhi)  [28] и Vib-
rio  cholerae  [29]. В  случае сальмонеллы при 
24-часовой культивировании в селективной 
среде плазмида с локусом hok/sok сохранялась 
у  48%  клеток, контрольная плазмида  – у  13% 
клеток. При культивировании холерного ви-
бриона с плазмидами, содержащими локус hok/
sok, в течение 4-х  дней все клетки сохраняли 
способность экспрессировать ген люцифера-
зы, кодируемый плазмидами, однако в данном 
исследовании не использовались контрольные 
плазмиды, не содержащие локуса hok/sok.

Несмотря на то что локус hok/sok изучен 
значительно лучше, чем другие локусы  ТА, и 
применялся для стабилизации плазмид раз-
личных типов, в литературе отсутствуют дан-
ные о его фактическом влиянии на свойства 
широко распространенных в биофармацев-
тике экспрессионных плазмид с индуцибель-
ным сильным промотором  T7lac и селекци-
онным маркером устойчивости к канамицину. 
Мы  предположили, что инсерция генетиче-
ского локуса hok/sok в плазмиды данного типа 
может в достаточной мере увеличить их сегре-
гационную устойчивость в процессе индук-
ции промотора целевого гена и, как следствие, 
значимо увеличить продуктивное время ин-
дукции, т.е.  общую продуктивность бактери-
альной системы экспрессии гетерологичных 
белков.
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Последовательности праймерных олигонуклеотидов

Название 
праймера

Нуклеотидная последовательность
Сайт 

рестрикции

AS-HOS-F5 ACACGTGGATCCAACAAACTCCGGGAGGCAGCGTGATGCGG PspCI

AS-HOS-R5 TCACGTGCATGCACAACATCAGCAAGGAGAAAGGGGCTACCGG PspCI

AD-Asp-NcoF ACCATGGAGTTTTTCAAAAAGACGGCACTT NcoI

AD-Asp-HindR TAAGCTTCTATTAGTACTGATTGAAGATCTGCTGG HindIII

M13-dir GTTGTAAACGACGGCCAGTG

T7prom TAATACGACTCACTATAGGG

T7t GCTAGTTATTGCTCAGCGG

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение векторных плазмид pEHU, 
pEHD, pEHR. Участок hok/sok природной 
плазмиды R1 E. coli (GenBank X05813), фланки-
рованный сайтами узнавания эндонуклеаз ре-
стрикции PspCI, BamHI и SphI синтезировали 
в «Synbio Technologies» (Китай) и клонировали 
в плазмиду  pUC57. Плазмидy pUC57-HS сек-
венировали со стандартных праймеров  M13, 
после чего элемент клонировали в плазми-
ду pET28а (+) («Novagen», США) двумя разны-
ми способами. Для получения вектора pEHU, 
где элемент hok/sok расположен до целевого 
гена, реципиентную плазмиду  pET28а рас-
щепляли эндонуклеазами BglII и SphI и лиги-
ровали с элементом  hok/sok, расщепленным 
BamHI и SphI. Для получения векторов pEHD 
и pEHR, где элемент hok/sok расположен по-
сле целевого гена, реципиентную плазмиду 
pET28а расщепляли эндонуклеазой  PsiI и ли-
гировали с элементом hok/sok, расщепленным 
эндонуклеазой  PspCI. Методом ПЦР опре-
деляли ориентацию вставки с использова-
нием праймеров  T7prom и  AS-HOS-F5 или 
AS-HOS-R5 (таблица). Плазмида pEHD содер-
жала вставку в прямой ориентации, плазмида 
pEHR – в обратной ориентации.

Получение экспрессионных плазмид. ОРС 
природного гена L-аспарагиназы (ASN) E. сoli 
получали методом ПЦР с адапторных прайме-
ров AD-Asp-NcoF и AD-Asp-HindR  (таблица), 
содержащих сайты узнавания эндонуклеаз 
рестрикции для последующего клонирования, 
используя геномную ДНК E. coli штамма 
BL21[DE3] («Novagen») в качестве матрицы и 
набор и Encyclo Plus  PCR kit («Евроген», Рос-
сия). Продукт ПЦР выделяли из 1%-ного ага-
розного геля, клонировали в Т-вектор pAL2-T 

(«Евроген»), секвенировали со стандартных 
праймеров T7prom и M13rev (таблица).

ОРС нуклеопротеина (NP) варианта «Ухань» 
коронавируса SARS-CoV-2 и экспресссионные 
конструкции на ее основе получали, как опи-
сано в статье Kolesov et al. [30].

Оптимизированную для экспрессии в 
E. coli последовательность ОРС гормона роста 
человека  (HGH) с метионином  [–1] и двумя 
стоп-кодонами синтезировали в ООО «Кло-
нинг Фасилити» (Россия), клонировали в 
pAL2-Т, секвенировали со стандартных прай-
меров к вектору.

Экспрессионные векторы pET28a, pEHU, 
pEHD, pEHR рестрицировали по сайтам NcoI 
и HindIII и лигировали с фрагментами, содер-
жащими ОРС целевых белков, вырезанными 
по сайтам NcoI и  HindIII в случае аспараги-
назы, или PciI и HindIII – в случае нуклеопро-
теина и гормона роста человека.

Полученные плазмиды pET28–ASN, 
pEHU–ASN, pEHD–ASN, pEHR–ASN; 
pET28–NP, pEHU–NP, pEHD–NP, pEHR–
NP; pET28–HGH, pEHU–HGH, pEHD–
HGH, pEHR–HGH секвенировали с прайме-
ров T7prom и T7t и использовали для трансфор-
мации клеток BL21[DE3] («Евроген»); транс-
фицированные клетки далее были использо-
ваны в опытах по биосинтезу целевых белков.

Плазмидную ДНК выделяли набором Plas-
mid Miniprep («Евроген»), очистку рестрикци-
онных фрагментов и продуктов ПЦР из агароз-
ного геля проводили набором Cleanup Stan dard 
(«Евроген»). Использовали эндонуклеазы ре-
стрикции производства ООО  «СибЭнзайм» 
(Россия) и Т4-ДНК-лигазу («Евроген»).

Секвенирование ДНК проводили в Меж-
институтском Центре коллективного пользо-
вания «ГЕНОМ» ИМБ РАН.
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Культивирование штаммов-продуцентов и по-
лучение образцов для ДСН-ПААГ. Выращива-
ние бактерий вели в среде либо 2х Yeast extract 
and Tripton (2х YT) состава (из расчета на литр): 
казеиновый пептон  – 16 г, дрожжевой экс-
тракт  – 10 г, NaCl  – 5 г, pH  среды  – 7,0 ± 0,2; 
либо в среде Terrific broth (TB) состава (из рас-
чета на литр): триптон  – 12 г, дрожжевой экс-
тракт – 24 г, гидрофосфат калия – 12,54 г, ди-
гидрофосфат калия – 2,31 г, pH среды – 7,0 ± 0,2.

Посевную культуру получали в среде 2x YT, 
содержащей 30 мкг/мл канамицина и 1% глю-
козы, в течение 14–18 ч при 37 °С и 160 об./мин, 
если не указано иное. Инокулировали полу-
ченным посевным материалом в соотноше-
нии 1 : 1000 250 мл сред 2x YT или Terrific broth, 
дополненных 30 мкг/мл канамицина и 0,1% глю-
козы, растили культуру на качалке в тече-
ние 3,5 ч при 37 °С, добавляли в качестве ин-
дуктора  ИПТГ до конечной концентрации 
0,2–1 мМ и растили в течение 3–30 ч при тем-
пературе 30–37 °C.

Культивирование штаммов с плазмидами, 
кодирующими ASN, HGH и NP, для электро-
форетического анализа проводили следующим 
образом: стартовую культуру получали в среде 
2x YT, содержащей 30 мкг/мл  канамицина и 
1% глюкозы, в течение 14–18 ч при 37 °С. Ино-
кулировали полученным посевным материалом 
в соотношении 1 : 50 5 мл среды 2x YT, содер-
жащей 0,1% глюкозы с 30 мкг/мл канамицина; 
растили культуру на качалке в течение 1 ч при 
37 °С, затем добавляли ИПТГ до конечной кон-
центрации 1 мМ и растили в течение 18 ч при 
температуре 30 °C (NP) и 37 °C (HGH и ASN). 
Осадок биомассы отделяли центрифугирова-
нием (30 c 12 200 g), ресуспендировали в буфере 
(1/5 объема исходной аликвоты) для образцов 
(25 мМ Tris-HCl (pH 6,8), 50 мМ ДТТ, 1% ДСН, 
5% глицерина и 0,05% бромфенолового синего), 
прогревали 5 мин при 95 °C. Проводили элек-
трофоретический анализ (12%-ный ДСН- ПААГ) 
белковых фракций, гель окрашивали колло-
идным раствором Кумасси синий («Диа-М», 
Россия), сканировали при помощи планшет-
ного сканера в просвечивающем режиме Epson 
Perfection V700  Photo («Epson», Япония). По-
лучаемое изображение геля с глубиной цвета 
16 бит/канал анализировали с помощью про-
граммы TotalLab («Nonlinear Dynamics», Вели-
кобритания).

Анализировали распределение целевого 
белка по фракциям растворимых и нерас-
творимых белков. Для этого отделяли оса-
док биомассы центрифугированием, бакте-
рии ресуспендировали в растворе для лизиса 
(1/10 объема исходной аликвоты), содержащем 

50 мМ Tris-HCl (pH 7,4), 10 мкг/мл лизоцима и 
0,1% (v/v) Triton X-100, и инкубировали 30 мин 
на льду. Разрушали геномную ДНК клеток уль-
тразвуковым диспергатором («Misonix», США) 
пульсами по 10 с до исчезновения повышен-
ной вязкости суспензии. Отделяли осадки цен-
трифугированием (10 мин при 12 200 g). Фрак-
цию нерастворимых белков (телец включе-
ния) повторно ресуспендировали в растворе 
(1/10 объема исходной аликвоты), содержа-
щем 50 мМ  Tris-HCl (pH 7,4) и 500 мМ NaCl, 
и отделяли супернатант центрифугированием 
(10 мин при 12 200 g). Проводили ДСН-ПААГ-
анализ белковых фракций (12%-ный ДСН-
ПААГ), гель окрашивали коллоидным рас-
твором Кумасси синий («Fermentas», Литва), 
сканировали при помощи планшетного ска-
нера в просвечивающем режиме. Получаемое 
изображение геля с глубиной цвета 16 бит/ка-
нал анализировали с помощью программы 
TotalLab, в качестве калибратора интенсивно-
сти окраски полос использовали бычий сыво-
роточный альбумин («Диа-М»), по 0,25–2 мкг 
на дорожку.

Определение доли бактериальных клеток, 
способных к колониеобразованию в присутствии 
канамицина. Готовили посевную культуру штам-
мов, как указано выше. Вели выращивание 
культур без канамицина  – переносили 1 мл 
посевной культуры в стерильную микропро-
бирку, и отделяли среду с остатками антибио-
тика центрифугированием, ресуспендировали 
осадок клеток в 1 мл  2x YT. Инокулировали 
полученной суспензией в соотношении 1 : 100 
5 мл  2x YT, содержащей 0,1% глюкозы, но без 
канамицина, растили культуру 2 ч, после чего 
добавляли  ИПТГ до 0,2–2 мМ и продолжали 
культивирование в течение 8–24 ч. Отбирали 
аликвоты тестируемых культур, при помощи 
стерильной среды 2x YT делали последователь-
ные 100-кратные разведения. Из  разведений 
культур с кратностью 10 тыс и 1 млн высевали 
по 250 мкл бактериальных суспензий на чашки 
Петри с агаризованной средой 2х YT, содержа-
щей 1% глюкозы, с добавлением и без добав-
ления 30 мкг/мл  канамицина. Инкубировали 
при 37 °С 14–18 ч и подсчитывали число колоний.

Измерение ферментативной активности ас-
парагиназы. Отделяли бактерии от культураль-
ной среды и проводили их лизис с Triton X-100 
и лизоцимом, как указано выше. Для измере-
ния активности использовали аликвоты сус-
пензии лизированных бактерий, типичное 
разведение  – 100 раз. Исследуемые образцы 
(≤100 мкл), содержащие не более 0,3 МЕ  ас-
парагиназы, смешивали с 20 мкл раствора 
Tris-HCl (pH 8,5) до конечной концентрации 
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по Tris – 50 мМ, добавляли 17 мкл 100 мМ L-ас-
парагина и инкубировали ровно 10 мин при 
+37 °С. Аналогично готовили раствор отри-
цательного контрольного образца, в который 
вместо лизата добавляли 100 мкл буферного 
раствора для лизиса, не содержащего аспара-
гиназной активности, также проводили его 
инкубацию (10 мин при +37 °C). Активность 
аспарагиназы в лизате клеток, отобранных до 
внесения индуктора, составляла менее  1% от 
типичной активности аспарагиназы в индуци-
рованных клетках.

Реакцию гидролиза останавливали добав-
лением 100 мкл 50%-ного раствора трихлор-
уксусной кислоты в воде. При появлении 
ви димого осадка его отделяли центрифугиро-
ванием (10 мин, 14 100 g). Супернатант полно-
стью переносили в новую пробирку.

В пробирку калибратора вносили 137 мкл 
раствора 0,5 мМ сульфата аммония (1 мМ ионов 
аммония), затем вносили 100 мкл раство-
ра  ТХУ. Во  все пробирки вносили по 650 мкл 
разведенного реактива Несслера, полученно-
го смешиванием 550 мкл очищенной воды 
(«Milli-Q», Германия) и 100 мкл готового реак-
тива Несслера («Уральский завод химической 
продукции», Россия). Растворы перемешивали 
на вортексе и выдерживали ~10 мин при ком-
натной температуре. Измеряли поглощение 
при длине волны 480 нм при помощи спек-
трофотометра, рассчитывали концентрацию 
ионов аммония по поглощению калибровоч-
ного образца (0,5 мМ сульфата аммония).

Статистическая обработка результатов. Ста-
тистическую обработку производили в про-
грамме Microsoft Excel при помощи модуля 
Data Analysis. Первичные данные и статистиче-
ские расчеты приведены в Приложениях 1–6.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Вследствие того, что в плазмидах типа pET 
действуют не менее трех достаточно сильных 
промоторов  – T7lac, lac, KanR, мы предпо-
ложили, что уровни транскрипции смысловой 
и антисмысловой РНК Hok (Mok) и Sok могут 
быть существенно изменены из-за активности 
близлежащих сильных промоторов. Для про-
верки влияния позиционного и ориентацион-
ного эффектов для генетического локуса  hok/
sok были получены 3 плазмиды – pEHU, pEHD 
и pEHR (рис. 1, а). В  случае плазмиды pEHU 
локус hok/sok был помещен upstream от силь-
ного индуцибельного промотора  T7lac и ори-
ентирован таким образом, чтобы продолже-
ние транскрипции гена hok за его терминатор 

транскрипции не создавало антисмысловую 
мРНК для целевого гена. В  случае плазмид 
pEHD и  pEHR локус hok/sok располагался 
downstream от промотора  T7lac, после терми-
натора транскрипции целевого гена, т.е. уров-
ни мРНК генов, кодирующих Hok и Sok, могли 
изменяться при неполной терминации тран-
скрипции как целевого гена c индуцибельным 
промотором, так и гена устойчивости к дей-
ствию канамицина  (KanR) с конститутивным 
промотором. Плазмиды pEHD и pEHR разли-
чались ориентацией локуса hok/sok – в плазми-
де pEHD неполная терминация транскрипции 
целевого гена могла приводить к возрастанию 
уровня антитоксической РНК Sok, а неполная 
терминация транскрипции гена KanR – к воз-
растанию уровня мРНК hok. В случае плазми-
ды pEHR влияние неполной терминации было 
обратным  – промотор целевого гена мог уве-
личивать уровень мРНК токсина.

Таким образом, в плазмиде pEHU уровни 
транскрипции hok и sok не должны были изме-
няться при индукции промотора основного 
гена; в плазмиде pEHD возможно возрастание 
уровня транскрипции sok при индукции целе-
вого гена, а в плазмиде  pEHR  – возрастание 
уровня транскрипции  hok, что потенциально 
может приводить к токсическому поражению 
клеток при индукции целевого гена.

Для сравнения фактической сегрегаци-
онной стабильности полученных плазмид и 
влияния их структуры на уровень экспрессии 
генов целевых белков в них клонировали ОРС 
трех типичных рекомбинантных белков – при-
родную ОРС аспарагиназы E. coli типа II, как 
нетоксичного для E. coli растворимого белка с 
периплазматической локализацией; кодон-оп-
тимизированную ОРС гормона роста человека, 
как малотоксичного для E. coli нерастворимого 
в цитоплазме белка; а также кодон-оптимизи-
рованную ОРС нуклеопротеина коронавируса 
SARS-CoV-2, как пример умеренно токсично-
го для клеток преимущественно растворимого 
в цитоплазме белка. Электрофореграммы, де-
монстрирующие распределение указанных бел-
ков по фракциям, приведены на рис. 1, б.

Для плазмид с ОРС аспарагиназы была 
проверена сегрегационная стабильность при пе-
риодическом культивировании в жидкой среде 
без антибиотика и без индуктора экспрессии 
целевого гена. Для всех вариантов расположе-
ния hok/sok (конструкции pEHD–ASN, pEHR–
ASN и pEHU–ASN) плазмиды сохранялись в 
течение как минимум 8  дней, а доля клеток, 
сохранивших контрольную плазмиду pET28a–
ASN, составила менее  10% через 1 день куль-
тивирования, т.е.  приблизительно через 20  ге-
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Рис. 1. Схемы вариантов сегрегационно-стабилизированных векторных плазмид, электрофореграммы белковых 
фракций штаммов-продуцентов, динамика элиминации плазмид. а – Схема экспрессионных векторных плазмид, 
обозначения: T7  – промотор целевого гена; GOI  – область ОРС целевого белка; t  – терминатор транскрипции 
целевого гена; KanR – ген устойчивости к канамицину NPT II/Neo; pBR322Ori – вариант области начала репли-
кации плазмид ColE1; LacI – ген белка-репрессора LacI; hok и sok – гены локуса hok/sok. Стрелками обозначены 
направления транскрипции генов. б  –  Электрофореграмма тотального белка  (TOT), фракций растворимых  (SOL) 
и нерастворимых  (INS) белков клеток штаммов BL21[DE3]/рET28a–ASN, BL21[DE3]/рET28a–HGH, BL21[DE3]/
pET28a–NP при индукции 1 мМ ИПТГ 3 ч, +30 °C. Обозначения: М  – маркер молекулярных масс. Молекуляр-
ные массы полос маркера указаны в  кДа. Положения целевых белков указаны стрелками. в  –  Динамика элими-
нации плазмид при периодическом культивировании штаммов в среде 2x YT без канамицина, без ИПТГ, +37 °С; 
кратность пересева  – 1000×; пересев 1 раз в 24 ч; в дни  6 и  13 пересев для штаммов BL21[DE3]/pET28a–ASN 
и BL21[DE3]/pEHD–ASN проводился, но измерение числа КОЕ не проводилось. Не менее 25  колоний для чашек 
без канамицина. Для всех дней, кроме дня 0, по критерию Пирсона (хи-квадрат) доля канамицин-устойчивых КОЕ 
для плазмиды pET28a–ASN достоверно отличается от долей канамицин-устойчивых KOE для остальных плазмид; 
P < 0,001

нераций клеток (рис. 1, в). При индукции экс-
прессии гена аспарагиназы в присутствии анти-
биотика канамицина при помощи 1 мМ ИПТГ 

скорость накопления целевого белка была сход-
ной для всех вариантов плазмиды (рис  2,  а), 
таким образом, в этих условиях генетический 
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Рис. 2. Динамика накопления аспарагиназы и элиминации плазмид при культивировании штаммов в различных 
условиях. Концентрацию аспарагиназы измеряли, как ее ферментативную активность в лизате клеток, условия 
культивирования обозначены над соответствующими панелями. а – Культивирование без пересевов. б–г – Пере-
севы с кратностью 1 × 1000 каждые 24 ч. Планки погрешностей соответствуют стандартным отклонениям, n = 2, 
биологические повторы. д и  е  –  Определение КОЕ для культур, соответствующих точкам 90  ч на панелях  в  и  г. 
В случае, когда для одного и того же образца количество колоний на чашках с антибиотиком превышало таковое 
на чашках без антибиотика, за  100% принимали отношение числа колоний на чашках с антибиотиком к числу 
колоний на чашках без антибиотика. Не менее 65 колоний на чашках без канамицина. Статистически значимые 
различия в долях канамицин-устойчивых колоний по критерию Пирсона (хи-квадрат) обозначены горизонталь-
ными чертами – # P < 0,05; ## P < 0,001

элемент hok/sok не влиял существенным обра-
зом на продуктивность клеток. Поскольку про-
мышленное культивирование продуцентов ре-
комбинантных белков часто ведется в фермен-
терах в течение нескольких суток с подпиткой, 
мы оценили изменение продуктивности клеток 
при периодическом культивировании в при-

сутствии 1 мМ ИПТГ и канамицина (рис. 2, б). 
Было обнаружено, что концентрация аспараги-
назы падает на втором цикле пересева, однако 
затем возрастает на следующих двух пассажах, 
этот эффект был более выражен для плазмид 
pEHD–ASN и pEHR–ASN, содержащих hok/
sok-элемент downstream от целевого гена.
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При периодическом культивировании бак-
терий без канамицина, но с 1 мМ  ИПТГ, в 
буферизованной среде Terrific broth наблюдали 
практически полное прекращение накопления 
аспарагиназы в случае контрольной плазмиды 
pET28a–ASN и постепенное падение уровня 
аспарагиназы для остальных плазмид, наи-
менее выраженное для плазмиды pEHU–ASN 
(рис. 2, в). Такой режим культивирования со-
ответствует текущей практике выращивания 
продуцентов без антибиотиков. Прекращение 
накопления аспарагиназы в случае плазмиды 
pET28a–ASN могло быть объяснено ее поте-
рей у большей части клеток (рис. 2, д), в то же 
время все 3 варианта плазмид с элементом hok/
sok полностью сохранялись в клетках после 
4-х дней культивирования, а продукция целе-
вого белка многократно падала. Данный эф-
фект  – прекращение накопления целевого 
белка при сохранении плазмид в клетках – был 
еще сильнее выражен при культивировании в 
среде 2x YT, не обладающей буферной емко-
стью (рис. 2, г и е). Уже после второго пассажа 
уровень продукции аспарагиназы многократ-
но падал для всех вариантов плазмид, а после 
4-х пассажей наблюдали практически полную 
потерю контрольной плазмиды pET28a–ASN 
клетками, сохранение плазмиды pEHD–ASN  – 
у  20% клеток и полное сохранение плазмид 
pEHR–ASN и pEHU–ASN  – у всех клеток. 
Таким образом, при продолжительном культи-
вировании бактерий с 1 мМ ИПТГ без канами-
цина элемент hok/sok обеспечивает сохранение 
плазмид клетками, но не обеспечивает сохра-
нение экспрессии гена аспаргиназы. Прекра -
щение синтеза клетками ферментативно ак-
тивной аспарагиназы могло быть вызвано му-
тациями в плазмидах или генетическими изме-
нениями в самих бактериальных клетках.

Для двух случайно отобранных колоний 
клеток с плазмидой pEHD–ASN, выращен-
ных на агаризованной среде с канамицином 
из бактериальной культуры, полученной после 
4-х дней культивирования в среде 2x YT без 
канамицина с  1 мМ  ИПТГ, провели выращи-
вание в жидкой среде с канамицином, выде-
лили плазмиды и трансформировали ими по-
вторно клетки  BL21[DE3]. Для трех случайно 
отобранных колоний провели индукцию экс-
прессии целевого гена 1 мМ  ИПТГ в среде с 
канамицином, и во всех случаях наблюдали 
уровень накопления аспарагиназы, аналогич-
ный исходному штамму с плазмидой pEHD–
ASN (данные не приводятся).

Таким образом, прекращение накопления 
клетками ферментативно активной аспара-
гиназы при периодическом культивировании 

вызывалось не мутациями в плазмидах, а из-
менениями в бактериальных клетках. Сегре-
гационная стабилизация плазмид, в случае 
аспарагиназы, существенно увеличила время 
накопления целевого белка, однако не позволи-
ла получить штаммы-продуценты, постоянно 
накапливающие целевой белок при культиви-
ровании без канамицина вследствие возникно-
вения изменений в бактериях-хозяевах.

Влияние расположения и ориентации эле-
мента hok/sok на уровень биосинтеза целевых 
белков было также изучено для локализован-
ных в цитоплазме бактерий белков HGH и NP, 
накапливающихся только в нерастворимой 
форме  (HGH) или в частично растворимой 
форме (NP). При выращивании культур в сре-
де 2x YT с канамицином и 1 мМ ИПТГ уровень 
биосинтеза NP и  HGH снижался в 2–4  раза 
для всех вариантов плазмид с элементом hok/
sok (рис. 3, а и б). При культивировании штам-
мов без канамицина при индукции экспрессии 
1 мМ ИПТГ для NP общая продуктивность оста-
валась максимальной для контрольной плаз-
миды pET28a–NP (рис. 3, в), а в случае HGH 
общая продуктивность была значительно выше 
для плазмиды pEHU–HGH, чем для контроль-
ной плазмиды и других вариантов расположе-
ния элемента hok/sok  (рис 3, г). Все варианты 
плазмид с hok/sok сохранялись после 18 ч ин-
дукции, контрольная плазмида сохранялась 
только у  33%  клеток для HGH и менее 1%  – 
для NP (рис. 3, д и е).

Таким образом, для трех различных сверх-
экспрессируемых белков мы обнаружили, что 
токсин-антитоксиновый генетический элемент 
hok/sok поддерживает сегрегационную стабиль-
ность плазмид при любом положении относи-
тельно промотора целевого гена, однако уве-
личивает продуктивность бактерий только при 
определенном положении в плазмиде – down-
stream от целевого гена в случае аспарагиназы 
и upstream – в случае гормона роста человека.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на то что эффекты позиции эле-
мента hok/sok и его ориентации в лабораторных 
плазмидах непосредственно не исследовались 
ранее, возможность влияния окружающих генов 
на функционирование цистронов hok/sok уже 
отмечалась. В частности, Gerdes et al.  [31] было 
сделано предположение о том, что элемент hok/
sok в составе плазмиды с индуцибельным про-
мотором может быть окружен двумя терминато-
рами транскрипции и, таким образом, изолиро-
ван от влияния близкорасположенных генов.
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Рис. 3. Динамика накопления нуклеопротеина и гормона роста при культивировании штаммов в присутствии 
и при отсутствии канамицина. Концентрацию целевых белков измеряли денситометрией электрофореграмм, усло-
вия культивирования обозначены над соответствующими панелями. а,  б  –  Приведены данные одного репрезен-
тативного эксперимента из трех. На панелях  в и  г планки погрешностей соответствуют стандартным отклонениям, 
n = 2, независимые биологические повторы. Для времени индукции 18 ч различия определяли с помощью одно-
параметрического дисперсионного анализа (ANOVA) с апостериорным критерием Тьюки; * p < 0.05. д, е – Опре-
деление числа КОЕ для культур, соответствующих точкам 18 ч для панелей в и г, не менее 16 колоний на каждой 
анализируемой чашке. В  случае, когда для одного и того же образца количество колоний на чашках с антибио-
тиком превышало таковое на чашках без антибиотика, за 100% принимали отношение числа колоний на чашках 
с антибиотиком к числу колоний на чашках без антибиотика. Статистически значимые различия в долях канамицин-
устойчивых колоний по критерию Пирсона (хи-квадрат) обозначены горизонтальными чертами; ##  P < 0,001. 
Первичные данные приведены в Приложении 7

В ходе настоящего исследования было 
установлено, что элемент hok/sok сохраняет 
свою способность предотвращать сегрегацию 
плазмиды при расположении как upstream, 
так и downstream от гена целевого белка. Од-
новременно с этим мы обнаружили, что сама 

по себе полная сегрегационная устойчивость 
плазмид с генами целевых белков недоста-
точна для поддержания высокого уровня био-
синтеза соответствующих полипептидов при 
продолжительном культивировании без анти-
биотиков.
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При культивировании бактерий в присут-
ствии канамицина для плазмид с элементом 
hok/sok уровень биосинтеза периплазматиче-
ского белка аспарагиназы не изменялся значи-
мым образом, а уровни биосинтеза цитоплазма-
тических целевых белков падали примерно вдвое 
по сравнению с контрольными плазмидами.

Количество аспарагиназы в основном по-
вышается во временном диапазоне 6–35 ч. 
Возможно, волнообразное изменение коли-
чества аспарагиназы в течение первых 6 ч с 
прохождением через максимум в районе 2–3 ч 
может быть связано с адаптацией клеток к де-
лению в присутствии в периплазме больших 
количеств аспарагиназы.

При культивировании бактерий без кана-
мицина для всех тестовых белков наблюдали 
сильное падение продуктивности в случае кон-
трольных плазмид и сохранение продуктивно-
сти для некоторых плазмид с элементом hok/
sok. По-видимому, оптимальное положение и 
ориентация элемента hok/sok в плазмидах на 
основе pET28 не универсальны, а должны быть 
подобраны под целевой белок, поскольку для 
трех исследованных в настоящей работе белков 
были выявлены разные варианты оптималь-
ных плазмид: pEHD и pEHR  – для аспараги-
назы, pEHD – для NP и pEHU – для нераство-
римого  HGH. Мы предполагаем, что уровень 
экспрессии мРНК токсина  Hok оказывается 
максимален для плазмиды pEHR при индук-
ции целевого гена, минимален для  pEHD и 
не изменяется от базального уровня для плаз-
миды  pEHU, вследствие чего при индукции 
экспрессии гена, кодирующего HGH, наиболь-
шая продуктивность фиксируется для плаз-
миды pEHU, а в случае NP и ASN – для плаз-
миды  pEHD. Токсичность целевых белков для 
клетки может быть установлена как доля бак-
терий, сохраняющих контрольные плазми-
ды после индукции в среде без антибиотика. 
В случае HGH 33% клеток сохраняли плазмиду 
pET28a–HGH, а плазмиды pET28a–ASN и 
pET28a–NP сохранялись у  2% и  0,3%  клеток 
соответственно. Исходя из полученных данных 
можно заключить, что изначальные представ-
ления относительно токсичности указанных 
белков оказались неточными. Поскольку при 
длительном культивировании (18 ч индукции) 
плазмиды без hok/sok почти не сохраняются 
в случае NP и  аспарагиназы, данные белки 
можно признать относительно токсичными. 
В  случае  HGH плазмида без hok/sok сохраня-
ется у 33% клеток, поэтому был сделан вывод о 
том, что этот белок менее токсичен для клеток.

Сходные выводы были сделаны при кон-
струировании сегрегационно стабилизирован-

ных плазмид с элементом hok/sok [32] – вместо 
перемещения генетического элемента hok/sok 
в разные позиции экспрессионных конструк-
ций авторы получили один вариант плазмиды 
pPHB01, аналогичный  pEHR, констатирова-
ли токсичность такой плазмиды для бактерий 
вследствие избыточного уровня синтеза Hok и 
провели изоляцию элемента hok/sok от целе-
вого оперона  phaCAB при помощи дополни-
тельного ρ-независимого терминатора тран-
скрипции. При конструировании плазмиды, 
кодирующей ген  metL под контролем про-
мотора  Ptac, также были рассмотрены 2  ва-
рианта размещения элемента hok/sok  – до 
терминатора транскрипции целевого гена и 
после терминатора, ориентация элемента в 
обоих случаях аналогична  pEHR  [33]. Только 
вариант плазмиды с перемещением элемента 
hok/sok за терминатор транскрипции целе-
вого гена обеспечивал сохранение нормаль-
ной при выращивании штамма-продуцента 
L-гомосерина в ферментере без добавления 
антибиотиков. Следует также отметить, что 
другие варианты токсин-антитоксиновых эле-
ментов, например, использованный в работе 
Liao  et  al.  [32]  alp7, не демонстрируют необ-
ходимой сегрегационной стабилизации плаз-
мид с промотором  T7 целевого гена. По-ви-
димому, элемент hok/sok на настоящий мо-
мент остается единственным вариантом обес-
печения необходимой сегрегационной ста-
билизации плазмид семейства  pET для их 
промышленного культивирования без анти-
биотиков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Обычно промышленное получение реком-
бинантных белков для медицинского примене-
ния в E. coli предполагает использование силь-
ных индуцибельных промоторов целевого гена 
и относительно небольшое время индукции. 
Для таких систем экспрессии генов 2-крат-
ное повышение общего уровня биосинтеза 
целевого белка, достигаемое за счет введения 
в состав плазмиды небольших генетических 
локусов, представляет значительный практи-
ческий интерес. Для случая хорошо изучен-
ной токсин-антитоксиновой системы hok/sok 
нами было обнаружено, что варьирование по-
ложения и ориентации hok/sok относительно 
целевого гена позволяет подобрать вариант 
сегрегационно стабилизированной плазмиды, 
сохраняющий продуктивность бактерий при 
их культивировании без антибиотиков в тече-
ние продолжительного времени индукции. 
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Разработанные нами плазмидные векторы 
pEHD, pEHD и pEHU могут быть использова-
ны для получения в клетках E. coli различных 
рекомбинантных белков без применения анти-
биотиков.
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LOCATION AND ORIENTATION OF THE GENETIC 
TOXIN-ANTITOXIN ELEMENT hok/sok IN THE PLASMID 

AFFECTS THE EXPRESSION LEVEL OF PHARMACEUTICALLY 
SIGNIFICANT PROTEINS

Yu. A. Khodak, R. R. Shaifutdinov, D. S. Khasanov, N. A. Orlova, and I. I. Vorobiev*

Institute of Bioengineering, FRC Biotechnology, Russian Academy of Sciences, 
117312 Moscow, Russia; e-mail: ptichman@gmail.com

The genetic toxin-antitoxin element hok/sok from the natural Escherichia coli R1 plasmid ensures the 
segregation stability of the plasmids. Bacterial cells that have lost all copies of the plasmid encoding the 
short-lived antitoxin die under the action of the long-lived toxin. The hok/sok element in vector plasmids 
for bacterial expression can increase the productive time of biosynthesis of recombinant proteins, slowing 
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down the accumulation of non-producing cells lacking the target plasmid in the population. In this work, 
we studied various variants of the position and orientation of the hok/sok element in the standard plas-
mid pET28a with the inducible T7lac promoter and the kanamycin resistance gene. It was found that the 
hok/sok element retained functional activity regardless of location on the plasmid and orientation, bacterial 
cells retained hok/sok plasmids after four days of cultivation without antibiotics and lost the control plas-
mid without this element. Using the example of three target proteins – E. coli type II asparginase, human 
growth hormone, and the SARS-CoV-2 virus nucleoprotein, it was demonstrated that for cytoplasmic target 
proteins, the maximum productivity of bacteria is maintained only when the hok/sok element is located 
on the plasmid upstream of the target gene promoter. In the case of periplasmic localization of the protein, 
the productivity of bacteria decreases for all variants of the hok/sok location during cultivation with an an-
tibiotic, and in the case of periodic cultivation of bacteria without an antibiotic, productivity is also better 
preserved when the hok/sok element is located upstream of the target gene promoter. This variant of the 
pEHU vector plasmid makes it possible to more than double the biosynthesis of human growth hormone, 
which is insoluble in the cytoplasm of bacteria, when bacteria are cultivated without antibiotics, and also 
to maintain asparaginase biosynthesis during periodic cultivation without antibiotics for four days at a level 
of at least 10 mg/liter. The developed segregation-stabilized plasmid vector can be used to obtain various 
recombinant proteins in E. coli cells without the use of antibiotics.

Keywords: heterologous expression of recombinant proteins, toxin-antitoxin systems, asparaginase, nucleoprotein, 
somatotropin
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На основе штамма Komagataella phaffii  ВКПМ Y-4287 с высоким экспрессионным потенциа-
лом с использованием системы CRISPR/Cas9 были разработаны штаммы-реципиенты K. phaffii 
ВКПМ  Y-5013 (фенотип  His–) и K. phaffii ВКПМ  Y-5014 (фенотип  Leu–), позволяющие на их ос-
нове получать безмаркерные штаммы-продуценты гетерологичных белков. Эффективность инак-
тивации генов с использованием различных вариантов гидовых РНК (sgРНК) составила 65–98% 
для гена HIS4 и 15–72% – для гена LEU2. Было показано, что полученные штаммы-реципиенты 
сохранили ростовые характеристики, присущие родительскому штамму K. Phaffii  ВКПМ Y-4287, 
и высокий экспрессионный потенциал, оцененный по уровню продукции гетерологичного фер-
мента фитазы из Citrobacter gillenii. Средняя продуктивность трансформантов, полученных на ос-
нове штаммов K. phaffii ВКПМ Y-5013 и K. phaffii ВКПМ Y-5014, была в 2,1 и 2,0 раза выше про-
дуктивности трансформантов, полученных на основе коммерческого штамма K. phaffii  GS115 
соответственно. Предложен способ последовательной интеграции экспрессионной кассеты в геном 
штамма-реципиента K. phaffii ВКПМ Y-5013, и получен высокоэффективный многокопийный без-
маркерный штамм-продуцент фитазы C. gillenii.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: CRISPR/Cas9, Komagataella phaffii, геномное редактирование, фитаза, Citrobacter 
gillenii.

DOI: 10.31857/S0320972523090130, EDN: WUVMUH

Принятые сокращения: КЖ – культуральная жидкость; sgРНК – single guide РНК (единая направляющая, или гидо-
вая РНК); PAM – protospacer adjacent motif (мотив, расположенный рядом с протоспейсером).

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Фитазы (мио-инозитол-1,2,3,4,5,6-гекса-
кисфосфат фосфогидролазы, EC  3.1.3.8 и 
3.1.3.26) – ценные промышленные ферменты, 
широко применяющиеся в качестве кормовых 
добавок к комбикормам сельскохозяйствен-
ных животных и рыб.

Создание современных ферментных пре-
паратов, содержащих фитазы, основано на ис-
пользовании промышленных рекомбинантных 
штаммов-продуцентов. Наиболее привлека-
тельным объектом для создания штаммов-про-
дуцентов рекомбинантных белков являются 
метилотрофные дрожжи Komagataella  phaffii 
благодаря их биобезопасности, легкости мо-
лекулярно-генетических манипуляций, мощ-
ным системам экспрессии генов и секреции 

рекомбинантных белков, способности дости-
гать высоких плотностей клеток при культиви-
ровании в минимальных средах [1]. В K. phaffii 
были экспрессированы фитазы таких микро-
организмов, как Escherichia coli, Yersinia inter-
media, Peniophora lycii, Shigella sp.  CD2, Citro-
bacter freundii и др.  [2–6]. Однако применение 
в России зарубежных штаммов-реципиентов 
K. phaffii в коммерческих целях ограничено 
политикой распространения материала [7].

Для получения штаммов-продуцентов ге-
терологичных белков на основе прототрофных 
штаммов необходимо использование экспрес-
сионных кассет, содержащих гены устойчиво-
сти к антибиотикам в качестве селективных 
маркеров. Отбор целевых антибиотикорези-
стентных штаммов требует добавления этих 
токсичных соединений в питательные среды, 
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что может негативно влиять на их клеточную 
функцию  [8]. Кроме того, в промышленных 
биотехнологических производствах суще-
ствуют ограничения на использование генов 
устойчивости к антибиотикам в штаммах-про-
дуцентах с целью предотвращения их возмож-
ного нежелательного распространения среди 
микроорганизмов окружающей среды.

Таким образом, получение и использова-
ние в биотехнологическом производстве без-
маркерных штаммов-продуцентов гетероло-
гичных белков является актуальным и практи-
чески значимым.

Одним из подходов к получению много-
копийных безмаркерных дрожжевых штаммов 
является использование систем сайт-специ-
фической рекомбинации [9]. Существуют спо-
собы удаления селективных маркеров с ис-
пользованием различных систем, например, 
Cre/loxP, Flp/FRT и  др. Однако удаление 
фланкированных специфическими сайтами 
генетических элементов (селективных марке-
ров) с помощью таких систем в значительной 
мере является трудоемким и времязатратным 
процессом.

Еще одним подходом является получение 
штаммов-продуцентов на основе ауксотроф-
ных штаммов с использованием экспрес-
сионных кассет, содержащих селективные 
маркеры, способные восстанавливать прото-
трофность. Однако при таком подходе исклю-
чается возможность повторной многократной 
интеграции. Ауксотрофные штаммы возмож-
но получить либо с помощью неспецифиче-
ского мутагенеза, как в случае коммерческого 
штамма-реципиента K. phaffii GS115 [10], либо 
путем делеции целевого гена с использовани-
ем механизма гомологичной рекомбинации. 
Применение неспецифического мутагенеза 
часто негативно сказывается на физиологи-
ческих характеристиках штамма-реципиента, 
а  процесс скрининга целевых мутантов явля-
ется весьма трудоемким  [11]. Использование 
же механизма гомологичной рекомбинации 
для получения ауксотрофных штаммов ослож-
няется низкой вероятностью данного события 
в дрожжах K. phaffi [12, 13].

В настоящее время для редактирова-
ния генома K. phaffii и других организмов 
успешно применяется система CRISPR/Cas9, 
основанная на РНК-направляемых ДНК-
нуклеазах  [14]. Несмотря на ее относительно 
недавнее появление, эта система уже зареко-
мендовала себя как точный и высокоэффек-
тивный инструмент геномной инженерии. 
По  сравнению с таргетными системами ге-
номного редактирования на основе химерных 

нуклеаз, такими как ZNF  (Zink Finger Nucle-
ases) и TALEN (Transcription Activator-Like Ef-
fector Nucleases), система CRISPR/Cas9 име-
ет ряд преимуществ, а также является более 
эффективной, простой и удобной платфор-
мой для прицельного геномного редактирова-
ния [15, 16].

Ранее нами был описан прототрофный 
штамм K. phaffii ВКПМ Y-4287 с высоким экс-
прессионным потенциалом [17] и фитаза Citro-
bacter gillenii, обладающая промышленно-цен-
ными характеристиками [18].

Целью настоящей работы явилась раз-
работка штаммов-реципиентов на основе 
K. phaffii ВКПМ  Y-4287 с неизмененными ро-
стовыми характеристиками и экспрессионным 
потенциалом с использованием высокоспеци-
фичной системы CRISPR/Cas9, а также воз-
можность осуществления последовательного 
введения генетического материала в хромо-
сому реципиента для получения многокопий-
ного штамма-продуцента фитазы C. gillenii.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы. Триптон, пептон, дрожжевой экс-
тракт, глюкоза, L-лейцин, L-гистидин были 
получены от компании «Диа-М» (Россия); 
все ферменты для молекулярных работ  – от 
фирмы «Fermentas» (Литва); фитат натрия 
(«Sigma- Aldrich», США); соли и другие реаген-
ты (все реактивы отечественного производства 
марки «х.ч.» или «ч.д.а.»)  – от фирмы «Хим-
мед» (Россия).

Штаммы и среды. Для стандартных генно-
инженерных работ (конструирование плазмид, 
наработка плазмидной ДНК) использовали 
штамм E. coli XL-1  Blue (recA1 endA1 gyrA96 
thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac  [F′  proAB 
lacIqZΔM15 Tn10  (Tetr)]) ВКПМ  В-5667. Куль-
туру растили при 37 °С в среде LB, г/литр: трип-
тон – 10; дрожжевой экстракт – 5; NaCl – 10; 
если необходимо, добавляли ампициллин или 
канамицин («Sigma-Aldrich») в концентрации 
100 мкг/мл или 50 мкг/мл соответственно.

Штаммы K. phaffii GS115  (his4–) ВКПМ 
Y-2837 и  K. phaffii ВКПМ  Y-4287 были полу-
чены из Биоресурсного Центра Всероссийской 
Коллекции Промышленных Микроорганиз-
мов (БРЦ ВКПМ). Культуру дрожжей K. phaffii 
растили при 30 °С на среде  YPD, г/литр: пеп-
тон  – 10; дрожжевой экстракт  – 10; глюко-
за – 20.

Селекцию трансформантов с инактивиро-
ванным геном  HIS4 или  LEU2 проводили по 
способности к росту на минимальной среде 
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без содержания аминокислот YNB («Himedia», 
Индия) с добавлением и без добавления в 
среду гистидина или лейцина в концентрации 
50 мкг/мл. В  качестве источника углерода в 
среду добавляли глюкозу в количестве 2 мас. %.

Отбор трансформантов, несущих в составе 
хромосомы ген фитазы из бактерий C. gillenii, 
осуществляли с использованием среды YNB.

Селекцию трансформантов, содержащих 
автономно реплицирующиеся плазмиды с раз-
личными вариантами гидовых  РНК  (sgРНК), 
проводили на агаризованной среде  YPD с  до-
бавлением селективного агента генетици-
на  (G418) («Thermo Scientific», США) в коли-
честве 600 мкг/мл.

Все плотные среды содержали агар в кон-
центрации 20 г/литр.

Конструирование sgРНК. Дизайн sgРНК, 
состоящих из последовательностей, кодирую-
щих рибозим Hammerhead  (HH), транс-акти-
вирующей РНК  (tracrРНК), рибозим Hepatitis 
Delta Virus  (HDV) и вариабельных спейсер-
ных последовательностей, осуществляли как 
описано в работе Gao и  Zhao  [19]. Последо-
вательности  НН, tracrРНК и HDV приведены 
в работе Gao и Zhao  [19]. Подбор спейсерных 
последовательностей и мотивов, расположен-
ных рядом с протоспейсерами (PAM), осущес-
твляли с использованием онлайн-инструмента 
E-CRISPR  [20]. Чтобы исключить внесение 
возможных нецелевых мутаций («off-target-эф-
фектов»), проводили гомологичное выравни-
вание подобранных нуклеотидных последова-
тельностей спейсеров с геномом Pichia pastoris 
(K. phaffii)  CBS7435 с использованием про-
граммы  BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi). В  случае если последовательность 
спейсера встречалась в геноме более одного 
раза (при 100% гомологии c целевым локусом), 
она не использовалась.

Для исследования были выбраны по 
3 спейсерные последовательности для нацели-
вания sgРНК на гены HIS4 и LEU2 (табл. 1).

Фрагменты ДНК, кодирующие sgРНК, 
были синтезированы в компании «Евроген» 
(Россия). На 5′- и 3′-концах нуклеотидных по-
следовательностей были предусмотрены сайты 
рестрикции BpiI.

Конструирование плазмид с sgРНК, и полу-
чение ауксотрофных штаммов K.  phaff ii ВКПМ 
Y-5013 и K.  phaff ii ВКПМ  Y-5014. Автономно 
реплицирующиеся экспрессионные плазмиды 
с sgРНК для инактивации генов  HIS4 и  LEU2 
конструировали на основе экспрессионного 
вектора BB3cK_pGAP_23*_pTEF_Cas9 («Add-
gene», США) [21]. Фрагменты ДНК, кодирую-
щие sgРНК, клонировали в вектор BB3cK_
pGAP_23*_pTEF_Cas9 по сайтам BpiI.

В результате были получены следующие 
плазмиды: 

pGAP-sgRNA1_his4-pTEF-Cas9-Km, 
pGAP-sgRNA2_his4-pTEF-Cas9-Km, 
pGAP-sgRNA3_his4-pTEF-Cas9-Km  – для 

инактивации гена HIS4 и 
pGAP-sgRNA1_leu2-pTEF-Cas9-Km, 
pGAP-sgRNA2_leu2-pTEF-Cas9-Km, 
pGAP-sgRNA3_leu2-pTEF-Cas9-Km  – для 

инактивации гена  LEU2. Корректность плаз-
мид была подтверждена с помощью рестрик-
ционного анализа и секвенированием (данные 
не приведены).

Плазмиды трансформировали в штамм 
K. phaffii ВКПМ Y-4287 методом электропора-
ции, как описано ранее [22]. Селекцию транс-
формантов проводили на агаризованной сре-
де YPD с добавлением генетицина в течение 
3-х  суток при температуре 30 °С. Для инакти-
вации генов  HIS4 и  LEU2 отобранные транс-
форманты пересевали 2  раза на среде YPD 
с добавлением генетицина.

Таблица 1. Нуклеотидный состав спейсерных и PAM-последовательностей

sgРНК
Спейсерные 

последовательности (5′→3′)
PAM-последовательности 

(5′→3′)

H
IS

4

sgРНК1_his4 (1074–1093 п.н.) GTACGGTGTGACGTTGGACG AGG

sgРНК2_his4 (1591–1610 п.н.) GTTGGCCTCTATATTCCTGG TGG

sgРНК3_his4 (1690–1709 п.н.) GCATCTCCACCTAAGAAGGA TGG

L
E

U
2

sgРНК1_leu2 (430–449 п.н.) GTTGTTCGTGAGCTTGTAGG CGG

sgРНК2_leu2 (283–302 п.н.) GGTGATGTCAGACCAGAACA AGG

sgРНК3_leu2 (872–891 п.н.) GCAAGGCTCGTACAGTCCAA AGG
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Селекцию трансформантов с инактивиро-
ванным геном  HIS4 или LEU2 проводили по 
способности к росту на среде YNB с добавле-
нием и без добавления в среду гистидина или 
лейцина в концентрации 50 мкг/мл. Отбирали 
штаммы, являющиеся ауксотрофными по ги-
стидину или лейцину.

Выщепление автономно реплицирующих-
ся плазмид из дрожжевых клеток проводили 
путем культивирования штаммов в жидкой пи-
тательной среде  YPD при 30 °С и 250  об./мин 
в  течение 48 ч. Далее клетки высевали на ага-
ризованную среду  YPD и инкубировали в 
течение 48 ч при 30 °С. Полученные колонии 
реплицировали на чашки со средой YPD с до-
бавлением и без добавления генетицина. От-
бирали клоны, не способные к росту на среде 
с генетицином.

Эффективность инактивации генов  HIS4 
и  LEU2 с использованием различных  sgРНК 
определяли по отношению количества транс-
формантов, не способных к росту на среде 
YNB без добавления в среду гистидина или 
лейцина, к общему количеству трансформантов.

Был получен штамм K.  phaffii ВКПМ 
Y-5013, ауксотрофный по гистидину, и штамм 
K. phaffii ВКПМ Y-5014, ауксотрофный по лей-
цину.

Секвенирование области гена  HIS4 в 
штамме K.  phaffii ВКПМ  Y-5013 и гена  LEU2 
в штамме K.  phaffii ВКПМ  Y-5014 осущес-
твляли с использованием праймеров His-F и 
His-R (для фрагмента гена  HIS4), LEU2-F и 
LEU2-R1 (для фрагмента гена  LEU2). По-
следовательности праймеров представлены 
в табл. 2.

Конструирование экспрессионной интегра-
тивной плазмиды pAOX-PhyCg-op-LEU2. Для 
конструирования плазмиды pAOX-PhyCg-op-
LEU2 использовали полученную ранее плаз-
миду pPIC9-PhyCg-op [18], содержащую в сво-
ем составе ген  phyCg-op, кодирующий фитазу 
C. gillenii, встроенный в единую рамку считы-
вания с нуклеотидной последовательностью 
сигнального пептида α-фактора Saccharomyces 
cerevisiae, под контролем индуцибельного про-
мотора  AOX1, терминатор транскрипции 
TTAOX1 и дрожжевой селективный мар-
кер  PpHIS4. В  плазмиде  pPIC9-PhyCg-op се-
лективный маркер PpHIS4 заменяли на селек-
тивный маркер PpLEU2, комплементирующий 
у дрожжей K. phaffii мутацию в гене  LEU2. 
Ген LEU2 с его регуляторной областью синте-
зировали методом  ПЦР, используя в качестве 
матрицы геномную ДНК дрожжей K. phaffii 
ВКПМ  Y-4287 и специфические праймеры 
LEU2-F и LEU2-R (табл. 2). На 5′- и 3′-концах 

нуклеотидной последовательности были пред-
усмотрены сайты рестрикции PaeI и  NheI для 
клонирования в вектор pPIC9-PhyCg-op.

В результате была получена экспрессион-
ная плазмида pAOX-PhyCg-op-LEU2. Рестрик-
ционный анализ и секвенирование показали, 
что плазмида сконструирована корректно 
(данные не приведены).

Выделение геномной ДНК проводили с 
использованием комплекта реагентов для экс-
пресс-выделения ДНК «ДНК-экспресс» («Син-
тол», Россия). Выделение и очистку ПЦР-про-
дуктов проводили с использованием набора 
GeneJET  Gel  Extraction  Kit  #K0692 («Thermo 
Scientific»). Все стандартные генно-инженер-
ные манипуляции (обработка ДНК фермен-
тами, лигирование, трансформация клеток 
E. coli) проводили в соответствии со сборни-
ком методик [23].

Получение трансформантов штаммов K. phaf-
fii ВКПМ  Y-5013 и K. phaff ii ВКПМ  Y-5014, 
продуцирующих фитазу C. gillenii. Плазмиды 
pPIC9-PhyCg-op и pAOX-PhyCg-op-LEU2 лиа-
неризовали эндонуклеазой рестрикции BglII, 
получали экспрессионные кассеты pCIT-His 
и pCIT-Leu, которые трансформировали в 

Таблица 2. Праймеры и зонды, использованные в работе

Название Последовательность (5′→3′)

LEU2-F gattgtagtttacctctgcca

LEU2-R ctagtttttcaaaatg

PhyCg-op-F gacgaacaatctggtatgcaatt

PhyCg-op-R ttacttttcagcacattcgct

His-F ttaaataagtcccagtttc

His-R acttattttattttgcattag

LEU2-R1 ctttcaatggggagagctt

GAPref-F tttccagagctgacatcaaggt

GAPref-R cttgtaagccttgtgggtagagt

GAP-X
(ROX)-atcaacgacccattcattgctccaga-
(BHQ2)

PHYref-F ccaaagaactagaaagactgg

PHYref-R tgggtcagacttagacttgt

PHY-X
(FAM)-tggtttggctccaaagtgtaaggt-
(RTQ1)
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клетки штаммов K. phaffii ВКПМ  Y-5013 и 
K. phaffii ВКПМ  Y-5014 методом электро-
порации, как описано ранее  [22]. Транс-
форманты отбирали по способности расти 
на среде YNB без добавления гистидина 
или лейцина.

Наличие интегративной кассеты в составе 
хромосомы трансформантов штаммов K. phaffii 
ВКПМ Y-5013 и K. phaffii ВКПМ Y-5014 опре-
деляли методом ПЦР с использованием прай-
меров PhyCg-op-F и PhyCg-op-R (табл. 2).

Условия ферментации дрожжевых штам-
мов. Трансформанты культивировали следую-
щим образом. Посевную культуру (инокулят) 
получали выращиванием трансформантов в 
течение 24 ч при 30 °С и 250 об./мин в жидкой 
питательной среде  YPD. Затем ауксотрофные 
штаммы засевали инокулятом в соотноше-
нии 1/10 в среду YPD, а восстановившие про-
тотрофность трансформанты засевали ино-
кулятом в том же соотношении в среду  YNB 
и выращивали при 30 °С в течение 24 ч при 
250 об./мин. Далее проводили культивиро-
вание в течение 48 ч, добавляя метанол в ко-
личестве 1%  от объема культуральной жид-
кости  (КЖ) каждые 24 ч. После ферментации 
отбирали аликвоту, КЖ  центрифугировали 
при 14 000 g в течение 5 мин на центрифуге 
MiniSpin («Eppendorf», Германия) и проводили 
анализ супернатанта на наличие фитазной ак-
тивности.

Определение фитазной активности прово-
дили с помощью модифицированного метода 
Фиске–Субарроу  [24], как описано в работе 
Tkachenko et al. [18].

При исследовании ростовых характери-
стик ночные культуры исследуемых штаммов 
инокулировали с начальным поглощением 
A600 0,1 в жидкую среду YPD и растили в тече-
ние 24  ч. Поглощение  КЖ измеряли на спек-
трофотометре VersaMax Microplate Reader 
(«Molecular Devices», США). Все измерения 
проводили в трех независимых повторах.

Последовательное введение экспрессион-
ной кассеты в хромосому штамма K. phaff ii 
ВКПМ Y-5013. В ауксотрофный штамм мето-
дом электропорации трансформировали экс-
прессионную кассету pCIT-His. Трансформан-
ты отбирали по способности расти на среде 
YNB без добавления гистидина. Ферментацию 
отобранных трансформантов проводили, как 
описано выше. После ферментации клетки 
осаждали центрифугированием, супернатанты 
анализировали на наличие фитазной актив-
ности. По  результатам ферментации отби-
рали наиболее продуктивный трансформант 
K. phaffii Y-5013/PHF1.

Инактивацию гена HIS4 в штамме K. phaffii 
Y-5013/PHF1 осуществляли, как описано 
выше. Полученные ауксотрофные трансфор-
манты культивировали, измеряли фитазную 
активность в КЖ и отбирали трансформант, в 
котором не произошло изменение уровня про-
дукции фермента по сравнению с родитель-
ским штаммом K. phaffii Y-5013/PHF1.

В клетки штамма Y-5013/PHF1Δhis4 по-
вторно трансформировали экспрессионную 
кассету pCIT-His и отбирали трансформанты 
на среде YNB без добавления гистидина. Фер-
ментацию отобранных трансформантов про-
водили, как описано выше, оценивали уро-
вень продукции фитазы и отбирали наиболее 
продуктивный трансформант. Таким образом, 
был получен многокопийный безмаркерный 
штамм K. phaffii Y-5013/PHF2X.

Определение относительного числа копий 
гена phyCg-op. Относительное количество 
копий гена phyCg-op, кодирующего фитазу 
C. gillenii, в геномах дрожжевых штаммов опре-
деляли при помощи ПЦР в реальном времени 
(ПЦР-РВ) на приборе АНК-32 (Институт ана-
литического приборостроения  РАН, Москва) 
методом ΔСt [25]. Рассчитывали разницу между 
значениями Сt референсного гена  GAP, пред-
ставленного в геноме в одной копии [26], и ис-
следуемого гена. Для референсного гена были 
синтезированы праймеры GAPref-F, GAPref-R 
и зонд GAP-X, меченный флуорофором ROX 
и гасителем флуоресценции BHQ-2; для гена 
phyCg-op  – PHYref-F, PHYref-R, а также зонд 
PHY-X, меченный флуорофором FAM и гаси-
телем флуоресценции RTQ-1. Последователь-
ности праймеров приведены в  табл. 2. Для 
проведения ПЦР-РВ использовали набор ре-
активов ПЦР-Микс («Синтол»). В  реакцион-
ную смесь вносили по 5 пМ каждого праймера 
и зонда, 2 мкл матрицы; общий объем реак-
ционной смеси доводили до 25 мкл  ddH2O. 
В  качестве матрицы использовали хромосом-
ную ДНК штаммов K. phaffii Y-5013/PHF1 
и K. phaffii Y-5013/PHF2Х. ПЦР-РВ проводи-
ли по следующей программе: первоначаль-
ное плавление цепей ДНК при 95 °C в тече-
ние 300 с; далее 37 циклов: 95 °C – 15 с, 60 °C – 
40 с. ПЦР проводили в трех независимых по-
вторах. Относительное количество продукта, 
обра зовавшегося в процессе ПЦР, рассчитыва-
ли по формуле: P ~ (1 + E)n, где  P – отно-
сительное количество продукта, Е  – сред-
няя эффективность цикла, n  – число ци-
клов. Специфичность ампликонов была под-
тверждена путем анализа кривой плавления 
после 30  циклов и электрофореза в агароз-
ном геле.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение ауксотрофных штаммов K. phaf-
fii ВКПМ  Y-5013 и K. phaff ii ВКПМ  Y-5014. 
Ауксотрофные штаммы получали путем ин-
активации гена  HIS4 или гена  LEU2 в хромо-
соме штамма K. phaffii Y-4287 с помощью си-
стемы CRISPR/Cas9.

Для успешного геномного редактирова ния 
исследуемого штамма и исключения нецеле-
вых мутаций необходим рациональный ди-
зайн  sgРНК. Кроме того, эффективная sgРНК 
должна одновременно демонстрировать наи-
высшую целевую эффективность и наимень-
шую нецелевую активность. Поскольку фак-
тическая эффективность  sgРНК может раз-
личаться, для исследования были разработаны 
по  3  варианта sgРНК с различными спейсер-
ными последовательностями, нацеленные на 
разные участки генов  HIS4 и  LEU2. Содержа-
ние GC-пар в спейсперных последователь-
ностях составляло 50–60%, так как в работе 
Wong et  al.  [27] было показано, что высокое и 
низкое содержание GC-пар в спейсерной по-
следовательности характерно для нефункцио-
нальных  sgРНК. Последовательности спейсе-
ров приведены в табл. 1.

Преимуществом нацеливания sgРНК на 
последовательности генов, кодирующих фер-
менты биосинтеза аминокислот, является про-
стое и надежное подтверждение инактива-
ции этих генов, основанное на способности 
полученных штаммов к росту на минималь-
ной среде.

Для инактивации генов HIS4 и LEU2 были 
сконструированы автономно реплицирующие ся 
плазмиды pGAP-sgRNA1_his4-pTEF-Cas9-Km, 

pGAP-sgRNA2_his4-pTEF-Cas9-Km, pGAP-
sgRNA3_his4-pTEF-Cas9-Km, pGAP-sgRNA1_
leu2-pTEF-Cas9-Km, pGAP-sgRNA2_ leu2-
pTEF-Cas9-Km и pGAP-sgRNA3_ leu2-pTEF-
Cas9-Km, содержащие различные варианты 
sgРНК под контролем GAP-промотора, а так-
же оптимизированную последовательность 
гена  cas9 из Streptococcus pyogenes, встроенную 
в единую рамку считывания с нуклеотидной 
последовательностью сигнала ядерной локали-
зации большого Т-антигена SV40, под контро-
лем дрожжевого TEF-промотора и CYC1-тер-
минатора.

Плазмиды трансформировали в штамм 
K. phaffii  ВКПМ Y-4287. Для определения эф-
фективности инактивации генов HIS4 и LEU2 
было проанализировано по 100 трансформан-
тов, полученных с использованием каждого 
варианта sgРНК (рис. 1).

Исследования показали, что эффектив-
ность инактивации целевых генов различалась 
в зависимости от используемой конструкции. 
Так, эффективность инактивации гена  HIS4 
с использованием различных sgРНК состави-
ла 65–98%. Самыми эффективными оказались 
sgРНК1_his4 и sgРНК2_his4, показав сравни-
тельно одинаковую эффективность (97% – для 
sgРНК1_his4 и 98% – для sgРНК2_his4).

Эффективность инактивации гена LEU2 со-
ставила 15–72%. Cамую низкую эффективность 
инактивации показала sgРНК1_leu2  (15%), 
а самой эффективной оказалась sgРНК2_leu2 
с эффективностью 72%.

Известно, что эффективность системы 
CRISPR/Cas9 зависит от нуклеотидного со-
става спейсерных последовательностей sgРНК 
и PAM-сайта [28]. Так, в работе Yang et al. [29] 

Рис. 1. Эффективность инактивации генов HIS4 и LEU2 с использованием различных вариантов sgРНК. a – Инакти-
вация гена HIS4; б – инактивация гена LEU2. Приведены средние значения и стандартные отклонения
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утверждалось, что предпочтительным PAM-
сайтом, примыкающим к спейсеру sgРНК, яв-
ляется  CGG, однако в нашей работе высокую 
эффективность инактивации показали sgРНК, 
для которых сайтами PAM были AGG и TGG. 
Опираясь на результаты исследований в рабо-
те Doench et  al.  [30], это можно, предположи-
тельно, объяснить различным нуклеотидным 
составом PAM-проксимальных областей спей-
серов sgРНК.

Для дальнейшей работы были отобра-
ны штаммы K. phaffii  TGBF7 (фенотип  His–, 
получен с использованием sgРНК3_his4) и 
K. phaffii  YLM9 (фенотип  Leu–, получен с ис-
пользованием sgРНК2_leu2), не способные к 
росту на среде YNB без добавления гистидина 
или лейцина. Выщепление автономно репли-
цирующихся плазмид проводили путем дву-
кратных пересевов на среде YPD без селектив-
ного давления.

Для подтверждения инактивации гена HIS4 
в штамме K. phaffii TGBF7 и гена LEU2 в штам-
ме K. phaffii  YLM9 было проведено секвени-
рование областей, в которых при воздействии 
нуклеазы Cas9 должны были произойти мута-
ции. Результаты секвенирования представле-
ны на рис. 2.

В результате действия комплекса sgРНК3_
his4-Cas9 в последовательности гена HIS4 про-
изошла делеция размером 1 п.н. на расстоянии 
3 п.н. от сайта  PAM, а в результате действия 
комплекса sgРНК2_leu2-Cas9 в последователь-
ности гена LEU2 произошла делеция размером 
1 п.н. на расстоянии 4 п.н. от сайта PAM. По-
лученные результаты объясняются тем, что у 
дрожжей K. phaffii двухцепочечные разрывы ге-
номной ДНК, вносимые нуклеазой Cas9, вос-
станавливаются в основном клеточным меха-
низмом негомологичного соединения концов, 
в результате чего в месте разрыва, как правило, 
происходят делеции или вставки нуклеотидов, 
что приводит к сдвигу рамки считывания ко-
дирующей последовательности [31].

Сдвиг рамок считывания и образование 
преждевременных стоп-кодонов в последова-
тельностях генов  HIS4 и  LEU2 привело к не-
возможности синтеза гистидинолдегидроге-
на зы и β-изопропилмалатдегидрогеназы, уча-
ствующих в биосинтезе гистидина и лейцина, 
в результате чего штаммы приобрели ауксо-
трофность по этим аминокислотам.

Ауксотрофные штаммы K. phaffii TGBF7 и 
K. phaffii  YLM9 были депонированы в БРЦ 
ВКПМ под номерами ВКПМ  Y-5013 и ВКПМ 
Y-5014 соответственно [32, 33].

Изучение ростовых характеристик штам-
мов K.  phaff ii ВКПМ  Y-5013 и K.  phaff ii 

ВКПМ  Y-5014. Ростовые характеристики 
штаммов K. phaffii ВКПМ  Y-5013 и K. phaffii 
ВКПМ  Y-5014 изучались в сравнении с ха-
рактеристиками родительского штамма 
K. phaffii Y-4287 и коммерческого штамма 
K. phaffii GS115  Y-2837. Было проведено срав-
нение уровня накопления биомассы за 24 ч в 
среде  YPD путем измерения поглощения КЖ 
исследуемых штаммов. Результаты измерений 
представлены на рис. 3.

Исследования показали, что количество 
накопленной биомассы штаммами K. phaffii 
ВКПМ  Y-5013 и K. phaffii ВКПМ  Y-5014 пре-
вышало таковое для контрольного штамма 
K. phaffii GS115  Y-2837 более чем на  20%. 
Также наблюдалось незначительное сниже-
ние накопленной биомассы ауксотрофных 
штаммов относительно штамма дикого типа 
K. phaffii Y-4287.

Рис. 2. Результаты секвенирования фрагментов гена HIS4 
штамма K.  phaffii  TGBF7  (a) и гена  LEU2 штамма 
K.  phaffii  YLM9  (б). Последовательности ДНК-мишеней 
выделены серым цветом, сайты PAM – подчеркиванием

Рис. 3. Накопление биомассы штаммами за 24 ч при 30 °C
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Рис. 4. Строение интегративных экспрессионных кассет. a – Кассета pCIT-His; б – кассета pCIT-Leu

Широко известно, что система CRISPR/
Cas9 обеспечивает высокоэффективное редак-
тирование генома у широкого спектра организ-
мов  [34], однако, несмотря на свою высокую 
специфичность, может проявлять нецелевую 
активность  [35], что может негативно сказы-
ваться на их физиологических характеристи-
ках. Несущественное изменение ростовых ха-
рактеристик штаммов K. phaffii ВКПМ  Y-5013 
и K. phaffii ВКПМ  Y-5014 относительно роди-
тельского штамма K. phaffii  Y-4287 свидетель-
ствует о высокой специфичности и низкой 
нецелевой активности разработанных sgРНК, 
с использованием которых были получены 
ауксотрофные штаммы.

Изучение экспрессионного потенциала штам-
мов-реципиентов. Экспрессионный потенциал 
штаммов K. phaffii ВКПМ  Y-5013 и K. phaffii 
ВКПМ  Y-5014 изучали по продуктивности 
получаемых на их основе трансформантов, 
секретирующих фитазу C. gillenii. Ранее было 
показано, что ген  phyCg-op, кодирующий дан-
ную фитазу, эффективно экспрессируется в 
дрожжах K. phaffii [18].

Плазмиды pPIC9-PhyCg-op и pAOX-PhyCg-
op-LEU2 лианеризовали эндонуклеазой ре-
стрикции BglII, и получали экспрессионные 
кассеты pCIT-His (рис. 4, а) и pCIT-Leu 
(рис. 4, б), которые были трансформированы 
в клетки штаммов K. phaffii ВКПМ  Y-5013 
и K. phaffii ВКПМ Y-5014.

Таблица 3. Средняя продуктивность трансформантов аук-
сотрофных штаммов

Штамм

Средняя 
продуктивность 

трансформантов, 
ед./мл

Относительная 
продуктивность 

трансформантов, %

Y-2837 126,2 ± 3,1 100

Y-5013 265,4 ± 1,9 210

Y-5014 253,6 ± 2,6 201

В качестве контроля получали трансфор-
манты штамма K. phaffii  GS115 ВКПМ  Y-2837. 
Затем случайным образом отбирали по  10 
ПЦР-положительных трансформантов каждо-
го штамма и проводили их ферментацию. По-
сле ферментации измеряли фитазную актив-
ность трансформантов в КЖ.

На основании полученных данных опре-
деляли среднюю продуктивность трансфор-
мантов исследуемых штаммов. Результаты 
сравнения этих величин со средней продуктив-
ностью трансформантов контрольного штам-
ма K. phaffii  GS115 ВКПМ  Y-2837, принятой 
за 100%, приведены в табл. 3.

Из данных, приведенных в табл. 3, следует, 
что среднее значение продуктивности транс-
формантов штаммов K.  phaffii ВКПМ  Y-5013 
и K. phaffii ВКПМ  Y-5014 превышает таковое 
для трансформантов коммерческого штамма 
K. phaffii  GS115 ВКПМ  Y-2837 более чем в  2,1 
и  2,0  раза соответственно. Таким образом, 
было показано, что полученные штаммы-ре-
ципиенты обладают высоким экспрессионным 
потенциалом, что позволяет использовать их 
для получения высокопродуктивных штам-
мов-продуцентов гетерологичных белков.

По результатам ферментации был ото-
бран наиболее продуктивный штамм K. phaffii 
Y-5013/PHF1, секретирующий фитазу C. gillenii 
в количестве 286 ед./мл. Определение количе-
ства копий гена phyCg-op в хромосоме отобран-
ного штамма проводили методом ПЦР-РВ. 
Было выявлено наличие 2-х копий гена, коди-
рующего фитазу C. gillenii.

Повторная интеграция экспрессионной кас-
сеты pCIT-His. Количество копий целевого 
гена является важным фактором для продук-
ции целевого белка в дрожжах K. phaffii  [36]. 
Введение в состав хромосомы штаммов-ре-
ципиентов множественных копий целевых 
генов является одним из подходов к получе-
нию высокоактивных штаммов-продуцентов 
гетерологичных белков. В  связи с этим был 
предложен способ последовательной интегра-
ции генетического материала в геном дрожжей 
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K.  phaffii с использованием системы  CRISPR/
Cas9.

В штамме K. phaffii Y-5013/PHF1 была про-
ведена инактивация маркерного гена  HIS4. 
Для этого в клетки штамма трансформи-
ровали плазмиду pGAP-sgRNA3_his4-pTEF-
Cas9-Km, получали трансформанты и про-
водили их селекцию на предмет приобретения 
ауксотрофности по гистидину, как описано 
выше. Проверка продуктивности 10  случай-
но отобранных ауксотрофных трансформан-
тов показала отсутствие влияния введенной 
мутации на продукцию фитазы. Был выбран 
штамм Y-5013/PHF1Δhis4, в который повторно 
трансформировали экспрессионную кассету 
pCIT-His. Продуктивность трансформантов 
определяли путем измерения фитазной актив-
ности в  КЖ. В  результате был отобран наи-
более продуктивный штамм K. phaffii Y-5013/
PHF2X, секретирующий фитазу C. gillenii в ко-
личестве 480,5 ед./мл. Штамм был депониро-
ван в БРЦ ВКПМ под номером ВКПМ Y-5127. 
Методом ПЦР-РВ было определено, что в хро-
мосоме штамма K. phaffii ВКПМ Y-5127 содер-
жится 5  копий гена  phyCg-op. Таким образом, 
была показана возможность последовательной 
интеграции генетического материала в хромо-
сому штамма-реципиента с использованием 
системы CRISPR/Cas9.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С использованием системы геномного 
редактирования CRISPR/Cas9 были скон-

струированы ауксотрофные штаммы-реципи-
енты K. phaffii ВКПМ Y-5013 (фенотип His–) и 
K. phaffii ВКПМ  Y-5014 (фенотип  Leu–), обла-
дающие ростовыми характеристиками, срав-
нимыми с родительским штаммом, и высоким 
экспрессионным потенциалом, что было про-
демонстрировано на примере экспрессии гена 
фитазы C. gillenii.

Был продемонстрирован способ последо-
вательной интеграции генетического материа-
ла в хромосому дрожжей K. phaffii с использо-
ванием системы CRISPR/Cas9. Применение 
данного способа позволило получить многоко-
пийный безмаркерный штамм-продуцент фи-
тазы C. gillenii с активностью 480,5 ед./мл КЖ.
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CRISPR/Cas9-MEDIATED GENOME EDITING 
OF THE Komagataella phaffii TO OBTAIN A PHYTASE-PRODUCER 

MARKERLESS STRAIN

A. A. Tkachenko*, L. N. Borshchevskaya, S. P. Sineoky, and T. L. Gordeeva

NRC “Kurchatov Institute”, 117545 Moscow, Russia; e-mail: artur.tka4enko10@gmail.com

Using the CRISPR/Cas9 system, the recipient strains K.  phaffii  VKPM Y-5013 (His– phenotype) and 
K. phaffii VKPM Y-5014 (Leu– phenotype) were derived from the K. phaffii VKPM Y-4287 strain, which 
has a high expression potential. Based on developed recipients, markerless producers can be obtained. 
The gene inactivation efficiency with different variants of sgRNA ranged from 65 to 98% and from 15 
to 72% for HIS4 and LEU2, respectively. The recipient strains retained the growth characteristics of the 
parent strain and have a high expression potential, as estimated by the production of heterologous phytase 
from Citrobacter gillenii. The average productivity of the transformants based on K. phaffii VKPM Y-5013 
and K. phaffii VKPM Y-5014 strains was 2.1 and 2.0 times higher than the productivity of the transformants 
of the commercial K.  phaffii GS115 strain. Sequential integration of genetic material into the genome 
of the K. phaffii VKPM Y-5013 strain was proposed. A highly effective multicopy markerless strain produc-
ing C. gillenii phytase was obtained.

Keywords: CRISPR/Cas9, Komagataella phaffii, genome editing, phytase, Citrobacter gillenii
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ЭКСПРЕССИЯ СИНТЕТИЧЕСКОГО ГЕНА CYP102A1-LG23 
И ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ 

РЕКОМБИНАНТНОГО ЦИТОХРОМА P450 BM3-LG23 
В АКТИНОБАКТЕРИЯХ Mycolicibacterium smegmatis
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Цитохром CYP102A1 (P450 BM3) из Priestia megaterium (bas. Bacillus megaterium) имеет ряд уникаль-
ных функциональных особенностей, которые делают его идеальным объектом для направлен-
ной эволюции и других синтетических приложений. Ранее был получен мутант CYP102A1-LG23 
с 14 мутациями в гем-связывающей части белка, осуществляющий 7β-гидроксилирование стероид-
ных субстратов ряда андростанов с образованием продуктов, обладающих противовоспалительной 
и нейропротекторной активностью. В настоящем исследовании синтетический ген cyp102A1-LG23, 
кодирующий мутантный вариант P450 BM3, экспрессирован в клетках Mycolicibacterium smegmatis 
в составе моно- и бицистронных оперонов совместно с синтетическими генами  gdh или  zwf2, 
кодирующими глюкозодегидрогеназу  (ГДГ) и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназу  (Г6ФД) соответ-
ственно. Показана функциональная активность рекомбинантных ферментов in  vivo на примере 
гидроксилирования андрост-4-ен-3,17-диона  (АД) до 7β-гидрокси-АД (7β-OH-AД) в растущих 
культурах миколицибактерий. Биокаталитическая активность увеличена вдвое за счет повышения 
растворимости белка CYP102A1-LG23 в клетке и организации дополнительной системы регене-
рации кофакторов путем введения ГДГ и Г6ФД. Максимальный выход 7β-OH-AД, составляющий 
37,68% мольн., был достигнут коэкспрессией в M. smegmatis генов cyp102A1-LG23 и gdh. Результаты 
свидетельствуют о перспективности использования синтетических генов для получения реком-
бинантных ферментов, расширяют представления о гидроксилировании стероидных соединений 
бактериальными цитохромами и могут быть востребованы для разработки методов микробиологи-
ческого получения 7β-гидроксистероидов с помощью генетически модифицированных миколици-
бактерий.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: цитохром CYP102A1 (P450 BM3), гетерологическая экспрессия, гидроксилирова-
ние, 7β-гидроксиандрост-4-ен-3,17-дион, Mycolicibacterium smegmatis, биоконверсия, стероиды.

DOI: 10.31857/S0320972523090142, EDN: WUZTVO

Принятые сокращения: АД  – андрост-4-ен-3,17-дион; 7β-OH-AД  – 7β-гидроксиандрост-4-ен-3,17-дион; ГДГ  – 
глюкозодегидрогеназа; Г6ФД – глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Обширный спектр биологической актив-
ности стероидных соединений обеспечивает 
их широкое применение в клинической прак-
тике. Стероиды активно используются в тера-
пии воспалительных процессов, эндокриноло-
гических и нейродегенеративных нарушений, 

ряда онкологических заболеваний и других об-
ластях медицины [1].

Биологическая активность стероидных со-
единений зависит от степени окисления цик-
лоалканового ядра и присутствия в молекулах 
стероидов функциональных кислородсодержа-
щих групп. Широко известно, что гидроксили-
рованные стероиды проявляют более высокую 
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активность в сравнении с их негидроксили-
рованными аналогами. Наличие гидроксиль-
ных групп в циклоалкановом ядре стероидов 
обеспечивает повышение полярности моле-
кул, их растворимости, влияет на их токсич-
ность и сорбционные свойства. Регио- и сте-
реоположение гидроксильных групп важно 
для связывания с соответствующими клеточ-
ными рецепторами, запускающими каскады 
метаболических реакций в организме [2–5].

Химический синтез специфических гид-
роксистероидов зачастую многостадиен и 
сложен (если вообще возможен), и решением 
проблемы является гидроксилирование неак-
тивных С-H-связей с применением микро-
организмов или ферментов  [1, 6]. Перспек -
тивным подходом является создание и при-
менение рекомбинантных ферментов, обла-
дающих регио- и стереоспецифической ак-
тивностью в отношении стероидных соедине-
ний [7, 8].

Исключительно важная роль в реакции ок-
сифункционализации неактивных углеродных 
атомов принадлежит цитохром-P450-моно-
оксигеназам (P450/CYP), что определяет глу-
бокий интерес к ним для генной и белковой 
инженерии. Цитохром  P450 BM3 (CYP102A1) 
из Priestia megaterium (bas.  Bacillus megaterium) 
имеет ряд уникальных функциональных осо-
бенностей, которые делают его идеальным 
объектом для направленной эволюции и дру-
гих синтетических приложений. В  отличие от 
большинства цитохромов  P450, BM3  является 
водорастворимым белком. Другой его важ-
ной отличительной особенностью является 
бифункциональность, которой соответствует 
двухкомпонентная структура белка, где моно-
оксигеназный домен P450 природно слит с его 
редуктазным доменом в одной белковой моле-
куле. В  настоящее время P450  BM3 является 
самым быстрым катализатором из известных 
P450 с числом оборотов до 17 000 в минуту (при 
использовании в качестве субстрата арахи-
доновой кислоты)  [9], что на порядки выше, 
чем у большинства P450 млекопитающих [10]. 
Основной причиной такой чрезвычайно высо-
кой каталитической скорости, предположи-

тельно, является слияние окислительно-вос-
становительных партнеров в одной белковой 
молекуле, обеспечивающее быстрый перенос 
электронов от флавина к гему [11].

Природный P450 BM3 не участвует в мета-
болизме стероидов  [12]. Методом направлен-
ной эволюции получены мутантные варианты 
белка, в том числе мутант  P450 BM3-LG23 
с 14 мутациями в гем-связывающей части бел-
ка, осуществляющий гидроксилирование сте-
роидных субстратов ряда андростанов [13].

Актинобактерии рода Mycolicibacterium спо-
собны к утилизации стеринов (холестерина, 
фитостеринов), что обусловливает их широкое 
применение для получения терапевтических 
стероидов и их предшественников  [14, 15]. 
Непатогенный быстрорастущий штамм Myco-
licibacterium smegmatis mc2  155 (syn.  Mycobac-
terium smegmatis) является удобным хозяйским 
организмом для гетерологической экспрессии 
генов стероидогенеза, поскольку обладает эф-
фективной системой транспорта экзогенных 
стероидных соединений и отличается высо-
кой частотой трансформации  [16]. С  целью 
предотвращения полной деструкции цикло-
алканового ядра стероидов ранее нами были 
введены делеции в гены kshB (кодирует 3-кето-
стероид-Δ1-дегидрогеназу) и  kstD (кодирует 
редуктазную субъединицу 3-кетостероид-9α-
гидроксилазы), и получен мутантный штамм 
M. smegmatis BD, осуществляющий окисление 
фитостерина и холестерина до андрост-4-ен-
3,17-диона (АД) [15].

В настоящем исследовании на основе 
M.  smegmatis  BD были созданы рекомбинант-
ные штаммы, гетерологически экспрессирую-
щие P450 BM3-LG23 и осуществляющие гид-
роксилирование АД в положении С7β  – одну 
из наиболее трудноосуществимых и востребо-
ванных реакций оксифункционализации сте-
роидов (рис. 1).

Наряду с 7β-гидроксилированием получен-
ные штаммы осуществляли введение гидрок-
сильных групп в положение С1β. Образование 
1β-гидрокси- и 1β,7β-дигидроксистероидов с 
помощью мутантных вариантов P450 BM3 ра-
нее не описывалось.

Рис. 1. С7β-гидроксилирование АД мутантным P450 BM3-LG23



ЭКСПРЕССИЯ CYP102A1-LG23 В M. smegmatis 1633

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

Разработанная методология может быть 
использована также при создании других мик-
робных катализаторов на основе CYP102A1-
LG23, а также открывает перспективы одно-
стадийного получения гидроксилированных 
андростанов из фитостерина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы. В  работе были использованы 
следующие реактивы: андрост-4-ен-3,17-дион 
(«Steraloids», США); ацетамид («Sigma-Aldrich», 
США); агароза («Invitrogen», Великобрита-
ния); метил-β-циклодекстрин (МЦД; «Wacker 
Chemie», Германия); бромистый этидий 
(«Serva», Германия); канамицин («БиоХим», 
Россия); гигромицин, ампициллин, глицерин, 
дрожжевой экстракт, пептон, агар-агар («Pan-
reac», Испания); триптон  («Диа-М», Россия); 
Tween-80 («Serva», Германия); ДНК-модифи-
цирующие ферменты и наборы для экстрак-
ции ДНК («Thermo Fisher», США); силикагель 
(«Fluka», США). Остальные реактивы были 
отечественного производства (Россия) квали-
фикации х. ч. или ч. д. а.

Бактериальные штаммы, плазмиды и усло-
вия выращивания. Праймеры, бактериальные 
штаммы и плазмиды, использованные в рабо-
те, представлены в табл. 1.

Штамм Escherichia coli DH5α использо-
вали для клонирования плазмидных кон-
струкций. Бактерии культивировали при 37 °С 
и 200 об./мин в среде  LB  [19]. Для селекции 
плазмид вносили канамицин (50 мкг/мл), 
гигромицин (50 мкг/мл) или ампициллин 
(100 мкг/мл). Для приготовления плотных сред 
добавляли агар до 20 г/литр.

Культуру M. smegmatis BD выращивали при 
37 °С и 200 об./мин в среде М3 [15]. Для созда-
ния селективных условий в среду добавляли 
гигромицин (50–75 мкг/мл). Плотные среды 
получали добавлением 20 г/литр агара.

Синтетические последовательности и сайт-
направленный мутагенез. Нуклеотидная по-
следовательность гена cyp102A1 дикого типа 
была взята из баз данных KEGG (BG04_163; 
Bacillus megaterium NBRC  15308) и GenBank 
(ACCESSION  J04832, VERSION  J04832.1), 
белковая последовательность фрагмента гема 
CYP102A1-LG23 – из базы данных RCSB PDB 
(PDB  code  6LY4). Исходная нуклеотидная по-
следовательность гена gdh взята из базы данных 
GenBank (ACCESSION AY930464, VERSION 
AY930464.1; Bacillus megaterium AS1.223).

Синтетические последовательности мутант-
ного гена cyp102A1-LG23  [13] и  gdh были оп-

тимизированы для эффективной экспрессии 
в клетках гетерологического хозяина M.  smeg-
matis, согласно алгоритму OptimumGeneTM. 
Оптимизированные последовательности ука-
занных генов были синтезированы «Gen-
Script» (США) и клонированы в векторе 
pBluescript II  SK(+) с получением плазмид 
pSKLG23 и  pSKGDH соответственно  (табл. 1). 
Источником оптимизированной синтетиче-
ской последовательности гена  zwf2, кодирую-
щего глюкозо-6-фосфатдегидрогеназу  (Г6ФД) 
2-го типа из Mycobacterium tuberculosis  H37Rv, 
служила плазмида pNS25 [18].

Вектор pMyNTА был сконструирован на 
основе челночного экспрессионного вектора 
pMyNT [17] путем введения сайта NdeI в рас-
положении стартового кодона ATG с помощью 
сайт-направленного мутагенеза в соответствии 
с протоколом QuickChange™ Site-Directed Mu-
tagenesis System  (QCM) («Stratagene», США). 
Плазмиду pMyNT амплифицировали с ис-
пользованием олигонуклеотидных праймеров 
NdeIlF и NdeIlR (табл. 1). Полученную смесь 
обрабатывали рестриктазой DpnI и клониро-
вали в клетках E. coli DH5α.

Моноцистронные плазмидные конструкции 
для экспрессии гена cyp102A1-LG23 в миколици-
бактериях. Клонирование ДНК проводили со-
гласно стандартному протоколу [20]. В качестве 
основы был выбран экспрессионный челноч-
ный вектор pMyNT (рис. 2, а), а также произ-
водный от него вектор pMyNTА (рис. 2, б).

Плазмиду pSKLG23 гидролизовали с помо-
щью эндонуклеаз рестрикции  NсоI и  BamHI. 
ДНК-фрагмент гена cyp102A1-LG23 лигиро-
вали с линеаризованным по тем же сайтам 
рестрикции вектором pMyNT с образованием 
рекомбинантной плазмиды  pNS38 (табл. 1, 
рис. 2, в), где целевой ген был слит с N-конце-
вой нуклеотидной последовательностью, ко-
дирующей 6-гистидиновую метку (6×His-tag).

Плазмиду pNS38 последовательно расщеп-
ляли рестриктазой  NcoI, обрабатывали фраг-
ментом Кленова ДНК-полимеразы I E. coli и 
гидролизовали рестриктазой  BamHI. Вектор 
pMyNTA последовательно обрабатывали ре-
стриктазой  NdeI, фрагментом Кленова и 
рестриктазой  BamHI. ДНК-фрагмент гена 
cyp102A1-LG23 клонировали в линеаризован-
ном векторе  pMyNTA с образованием реком-
бинантной плазмиды pVP1 (табл. 1, рис. 2, г).

Бицистронные плазмидные конструкции 
для коэкспрессии генов cyp102A1-LG23/gdh 
и cyp102A1-LG23/zwf2 в миколицибактериях. 
Плазмиду pSKGDH расщепляли эндонуклеа-
зами рестрикции BamHI и  HindIII, ДНК-
фрагмент гена  gdh лигировали с линеаризо-

13



ПОШЕХОНЦЕВА и др.1634

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

Таблица 1. Праймеры, штаммы и плазмиды, использованные в работе

Название Описание Источник

Штаммы

Escherichia coli DH 5α
F–, endA1, glnV44, thi-1, recA1, relA1, gyrA96, deoR, nupG, purB20, 
φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK

–mK
+), λ– Invitrogen

Mycolicibacterium 
smegmatis BD

mc2 155 Δ(kshB, kstD), продуцирующий АД-мутант [15]

Плазмиды

pMyNT
реплицирующийся в E. coli и микобактериях экспрессионный 
челночный вектор, содержит Ami-промотор, N-концевой 6×His-tag, 
сайт расщепления TEV, HygR

[17]

pMyNTА дериват вектора pMyNT, содержащий сайт рестрикции NdeI данная работа

pNS25

плазмида, содержащая синтетические оптимизированные гены 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 2-го типа из Mycobacterium 
tuberculosis H37Rv (zwf2) и 17β-гидроксистероиддегидрогеназы 
из Cohliobolus lunatus

[18]

pSKLG23
вектор pBluescript II SK(+), содержащий синтетический оптими-
зированный мутантный вариант (LG23) гена cyp102A1 из Bacillus 
megaterium NBRC 15308 (cyp102А1-LG23)

GenScript/
данная работа

pSKGDH
вектор pBluescript II SK(+), содержащий синтетический оптими-
зированный ген глюкозодегидрогеназы из B. megaterium 
AS1.223 (gdh)

GenScript/
данная работа

pNS38 вектор pMyNT, содержащий ген cyp102А1-LG23 данная работа

pVP1 вектор pMyNTА, содержащий ген cyp102А1-LG23 данная работа

pVP2
вектор pMyNTА, содержащий бицистронный оперон генов 
cyp102А1-LG23 и gdh данная работа

pVP3
вектор pMyNTА, содержащий бицистронный оперон генов 
cyp102А1-LG23 и zwf2 данная работа

Праймеры (5′→3′)

NdeIlF cgataagagaaagggagtccaCATATGaagcaccaccaccaccaccacc данная работа

NdeIlR ggtggtggtggtggtggtgcttCATATGtggactccctttctcttatcg данная работа

ClaIzwf2F tagacATCGATaggaggtaaaggcgatgaaaccggcccacgccgcggc данная работа

ClaIzwf2R gccatATCGATtcatggccgccgccattcccggc данная работа

Примечание. Прописными буквами в последовательностях праймеров выделены сайты узнавания эндонуклеазами 
рестрикции (NdeI – CATATG, ClaI – ATCGAT). Полужирным шрифтом выделена последовательность RBS (aggagg – 
сайт связывания рибосомы).

ванной по тем же сайтам рестрикции плаз-
мидой  pVP1 с образованием плазмиды  pVP2 
(табл. 1, рис. 2, д).

ДНК-фрагмент, кодирующий ген  zwf2, 
был ПЦР-амплифицирован с использовани-
ем праймеров ClaIzwf2F и  ClaIzwf2R  (табл. 1) 
на матрице плазмиды  pNS25  [18]. Амплифи-
цированный ДНК-фрагмент гена  zwf2 обра-

батывали рестриктазой  ClaI, инкубировали 
с фрагментом Кленова ДНК-полимеразы I 
E. coli. Плазмиду  pVP1 последовательно обра-
батывали рестриктазой  BamHI и фрагментом 
Кленова ДНК-полимеразы I E. coli. Последо-
вательность гена  zwf2 лигировали с линеари-
зованной  pVP1 с получением плазмиды  pVP3 
(табл. 1, рис 2, е).
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Рис. 2. Генетические элементы для моно- и бицистронных конструкций. а – Карта плазмидного экспрессионного век-
тора pMyNT. б – Карта плазмидного экспрессионного вектора pMyNTА. в – Плазмида pNS38, содержащая одиноч-
ный ген cyp102A1-LG23. г  –  Плазмида pVP1, содержащая одиночный ген cyp102A1-LG23. д – Плазмида pVP2, несу-
щая бицистронную экспрессионную кассету генов cyp102A1-LG23 и gdh. е – Плазмида pVP3, несущая бицистронную 
экспрессионную кассету генов cyp102A1-LG23 и zwf2. AmiC, AmiA, AmiD, AmiS – компоненты ацетамидазного промо-
тора; 6×His – 6-гистидиновая метка; HygR – маркер устойчивости к гигромицину; RBS – сайт связывания рибосомы

Экспрессия генов в рекомбинантных штам-
мах миколицибактерий. Электрокомпетентные 
клетки мутантного штамма M.  smegmatis  BD 
трансформировали методом электропорации 
[21] плазмидной ДНК вектора pMyNT, генети-
ческими конструкциями pNS38 и pVP1–pVP3 
и высевали на плотную питательную среду М3 
с гигромицином (75 мкг/мл). Посевные куль-
туры M. smegmatis BD, трансформированные 
сконструированными плазмидами, получали 
в 5 мл жидкой среды М3 в присутствии гигро-
мицина (50 мкг/мл) при 37 °С и 200 об./мин 
в  течение 12–15 ч. Инокуляты переносили в 
колбы объемом 750 мл, содержащие по  50 мл 
вышеуказанной среды, и выращивали до по-
глощения OП600 0,8–1,0 на шейкере-инкубато-
ре при 37 °С и 200 об./мин. Экспрессию гете-
рологичных генов инициировали добавлением 
в среду раствора ацетамида (АсА) до конечной 
концентрации 2 г/литр. Культивирование ин-
дуцированных культур продолжали при 25 °С 
и 200 об./мин в течение 48 ч, центрифугиро-
вали при 5020 g и 4 °C в течение 15 мин и ресус-
пендировали в 20 мл буфера (50 мМ  KH2PO4, 
50 мМ  NaCl, pH 7,4). Клетки разрушали с по-
мощью ультразвукового дезинтегратора  Q500 
(«Qsonica», США), согласно протоколу про-
изводителя. Клеточный дебрис отделяли цен-
трифугированием при 27 300 g и 4 °C в тече-
ние 2,5 ч. Белки анализировали методом элек-
трофореза в 10%-ном полиакриламидном геле 
(SDS-ПААГ) [22].

Биоконверсия АД рекомбинантными мико-
лицибактериями. Получение посевных куль-
тур и индукцию осуществляли, как описано 
выше. Одновременно с ацетамидом вносили 
субстрат  АД в виде водной суспензии с  МЦД 
(1/1,5 моль/моль) до конечной концентра-
ции 200 мг/литр. Культивировали при 25 °С и 
200 об./мин в течение 4 суток. В  момент вне-
сения индуктора и ежесуточно в фермента-
ционную среду добавляли раствор глюкозы 
(до  10 г/литр). Пробы культуральной жидко-
сти (0,5 мл) отбирали каждые 24 ч. Анализ сте-
роидов осуществляли методами тонкослойной 
хроматографии  (ТСХ) и высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ).

Определение биомассы. Рост культур оцени-
вали по увеличению ОП600 на спектрофотометре 
Eppendorf BioSpectrometer Basic («Eppendorf», 
Германия). Штаммы культивировали в жидкой 
питательной среде М3 (среда для трансфор-
мантов дополнительно содержала 50 мкг/мл 
гигромицина) при 37 °C и 200 об./мин в тече-
ние 48 ч.

Тонкослойная хроматография (ТСХ). Сте-
роиды экстрагировали двукратным объе-
мом этилацетата, экстракты наносили на 
хроматографические пластинки ALUGRAM 
SIL  G/UV254 («Macherey-Nagel», Германия) и 
разделяли в системе бензол/ацетон = 2/1 (v/v). 
Стероиды детектировали в УФ-свете при 
254  нм на хемископе CN-15.LC  UV Darkroom 
(«Vilber Lourmat», Франция).
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Высокоэффективная жидкостная хромато-
графия (ВЭЖХ). Аликвоты культуральной 
жидкости разводили равным объемом ацето-
нитрила, выдерживали в течение 12 ч и цен-
трифугировали 8 мин при 12 100 g. Надоса-
дочную жидкость использовали для анализа 
на хроматографе Agilent Infinity 1260 («Agilent 
Technologies», США) с колонкой Symmetry 
RP-18 (5 мкм, 4,6 × 250 мм) и с предколон-
кой Symmetry RP-18 (5 мкм, 3,9 × 20 мм; 
«Waters», США). Состав мобильных фаз: 
А  – ацетонитрил/ТГФ (тетрагидрофуран)/во-
да  = 10/10/80  (v/v); Б  – ацетонитрил  100%; 
скорость потока  – 1  мл/мин; градиентное 
элюирование (1 ступень: элюент А 100%; 2 сту-
пень: элюент А  (40%)/элюент Б  (60%); темпе-
ратура термостатирования колонки  – 50 °С. 
Стероиды детектировали при 254 нм.

Выделение гидроксилированных производ-
ных АД и определение структуры гидрокси-
производных андростендиона. Культуральную 
жидкость после 48 ч инкубирования (~ 200 мл) 
центрифугировали при 4 °С и 27 300 g в тече-
ние 1 ч. Полученный супернатант трижды 
экстрагировали этилацетатом (по  70 мл). Объ-
единенный этилацетатный экстракт упари-
вали при пониженном давлении. Стероиды 
разделяли колоночной хроматографией на си-
ликагеле (Silica gel  90, 0,2–0,5 мм), продукты 
гидроксилирования АД выделяли ступенчатой 
элюцией с использованием смеси растворите-
лей гексан/этилацетат/этанол:

1 ступень: гексан 70% + этилацетат 30%;
2 ступень: гексан 50% + этилацетат 50%;
3 ступень: гексан 30% + этилацетат 70%;
4 ступень: этилацетат 100%;
5 ступень: этилацетат 70% + этанол 30%;
6 ступень: этилацетат 50% + этанол 50%;
7 ступень: этилацетат 30% + этанол 70%;
8 ступень: этанол 100%.
Полученные фракции упаривали досуха, 

растворяли в 500 мкл этилацетата и проводили 
дополнительную очистку с помощью ТСХ на 
пластинках ALUGRAM SIL  G/UV254. Хро-
матографию проводили в системе бензол/аце-
тон = 3/1  (v/v). Стероидные соединения детек-
тировали в УФ-свете на хемископе CN-15.LC 
UV Darkroom при 254 нм.

Структуру стероидов подтверждали 
1H-ЯМР-спектроскопией. Спектры регистри-
ровали на спектрометре Bruker Avance  400 
(«Bruker», Германия) при частотах 400 и 
100,6 МГц соответственно. Химические сдви-
ги измеряли относительно тетраметилсила-
на (1Н-ЯМР).

Статистическая обработка данных. Экспе-
риментальные данные получены в трех неза-

висимых биологических повторах. Результаты 
представлены в виде среднего значения, по-
грешности  – в виде стандартного отклонения 
по выборке.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве платформы для создания реком-
бинантных продуцентов был использован му-
тантный штамм M. smegmatis BD (табл. 1)  [15]. 
Cконструирован набор плазмид, позволяю-
щий осуществлять экспрессию синтетическо-
го гена cyp102A1-LG23 как одиночно, так и в 
составе бицистронных оперонов совместно с 
генами  gdh или  zwf2  (табл. 1). Искусственные 
опероны в вышеуказанных плазмидах находи-
лись под контролем индуцибельного ацетами-
дазного (Ami) промотора.

Созданные рекомбинантные штаммы не 
различались по культурально-морфологиче-
ским свойствам при росте на плотной сре-
де М3. В  жидкой среде скорость роста транс-
формантов по сравнению с родительским 
штаммом M. smegmatis  BD была несколько 
ниже (рис. 3).

Экспрессия CYP102A1-LG23 в клетках ми-
колицибактерий, несущих плазмиду pNS38, 
отличалась наиболее высоким уровнем (рис. 4, а; 
дорожка 2). Фракционирование клеточного 
гомогената показало, что почти весь белок 
локализован в «тельцах включения» (рис. 4, б; 
дорожка 2д). Удаление полигистидиновой 
метки с N-конца мутантного цитохрома по-
зволило перевести до 40–50% белка в рас-
творимую форму (рис. 4, б; дорожки 3д и 3с). 

Рис. 3. Динамика роста штамма M.  smegmatis  BD и ре-
комбинантов на его основе: (‒Δ‒)  ‒ родительский 
штамм, (‒▲‒) – pMyNТ, (‒■‒) – pNS38, (‒□‒) – pVP1, 
(‒�‒) – pVP2, (‒○‒) – pVP3
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Рис. 4. Анализ экспрессии гетерологичных генов  (а) и растворимости целевых белков  (б) в АсА-индуцированных 
культурах рекомбинантных штаммов M. smegmatis BD методом электрофореза в SDS-ПААГ. М – Маркер молекуляр-
ных масс («Bio-Rad», США), с – супернатант, д – клеточный дебрис. Плазмиды: 1 – рMyNT (контроль), 2 – рNS38, 
3 – pVP1, 4 – рVP2, 5 – pVP3. Стрелками указаны белки: CYP102A1-LG23 (118 кДа), ГДГ (28 кДа), Г6ФД (57 кДа)

Показано наличие глюкозодегидрогеназы  (ГДГ) 
в растворимой фракции бактериальной клет-
ки (рис. 4, б; дорожка 4с), тогда как глюкозо-
6-фосфатдегидрогеназа была представлена в 
мембранной фракции (рис. 4, б; дорожка 5д). 
В  условиях индукции ацетамидом синтези-
рующиеся целевые белки соответствовали 
ожидаемым значениям молекулярной массы: 
CYP102A1-LG23  – 118 кДа; Г6ФД  – 57 кДа; 
ГДГ – 28 кДа. Во всех рекомбинантных штам-
мах, несущих бицистронные конструкции, 
продукция второго белка (ГДГ или Г6ФД) была 
значительно ниже, чем первого (рис. 4, а;  до-
рожки 4 и 5).

В реакции in vivo для штамма с плазмидой 
рNS38 наблюдали низкий уровень образова-
ния 7β-ОН-АД, составивший 15,56%  мольн. 
(рис. 5), свидетельствующий о том, что нерас-
творимая форма белка является малоактивной. 
Подавление экспрессии гена cyp102A1-LG23 за 
счет снижения количества индуктора не при-
вело к значимому положительному результату 
(данные не приведены). Повышение раствори-
мости Р450 ВМ3-LG23 за счет удаления гисти-
диновой метки (плазмида pVP1) ожидаемо уве-
личило эффективность биоконверсии вдвое, 
составив 32,75% мольн. (рис. 5).

Однако и в этом случае полной биоконвер-
сии АД в 7β-ОН-АД не наблюдалось. С целью 
дальнейшего повышения эффективности био-
конверсии оценивали возможность увеличения 
активности CYP102A1-LG23 за счет обеспече-
ния необходимого уровня восстановленных ко-
факторов путем коэкспресии генов  gdh (плаз-
мида pVP2) или zwf2 (плазмида pVP3).

Во всех случаях 7β-ОН-АД накапливался 
в качестве основного метаболита, содержа-
ние 7α-ОН-АД не превышало 1,5% мольн. 
7β-Гидроксилирование  АД рекомбинантными 
штаммами с бицистронными конструкциями 
pVP2 и pVP3 происходило на 9–15% эффектив-
нее (37,68 и 35,63% мольн. соответственно), 
чем вариантом с моноцистронной конструк-
цией pVP1 (рис. 5). Максимальный выход 
7β-ОН-АД достигался за 48 ч, далее отмечали 
снижение концентрации целевого продукта 
(рис. 5) на фоне продолжающейся убыли АД.

Рис. 5. Накопление 7β-ОН-АД в культурах рекомбинант-
ных штаммов M. smegmatis BD: (‒▲‒) – pMyNТ, (‒■‒) – 
pNS38, (‒□‒) – pVP1, (‒�‒) – pVP2, (‒○‒) – pVP3
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Рис. 6. ВЭЖХ-профиль разделения продуктов гидроксилирования АД рекомбинантными штаммами M. smegmatis BD

Таблица 2. Характеристика продуктов биоконверсии АД рекомбинантными штаммами M. smegmatis BD

Продукт Химическая формула
RT, мин 
(ВЭЖХ)

1Н-ЯМР (CDCl3, δ, м.д.)

7β-Гидрокси-андрост-4-ен-3,17-дион 
(7β-ОН-АД)

12,19 ± 0,13

5,78 (s, 1H, H-4)
3,60 (dt, J = 10,3, 5,2 Hz, 
1H, H-7α)
1,24 (s, 3H, H-19)
0,95 (s, 3H, H-18)

1β-Гидрокси-андрост-4-ен-3,17-дион 
(1β-ОН-АД)

18,15 ± 0,88

5,82 (d, J = 1,1 Hz, 1H, H-4)
4,06 (dd, J = 8,2, 7,6 Hz, 
1H, H-1α)
1,27 (s, 3H, H-19)
0,93 (s, 3H, H-18)

1β,7β-Дигидрокси-андрост-4-ен-3,17-дион 
(1β,7β-диОН-АД)

4,97 ± 0,02

5,83 (br. s, 1H, H-4)
4,03 (dd, J = 9.2, 6.2 Hz, 
1H, H-1α)
3,63–3,55 (m, 1H, H-7α)
1,30 (s, 3H, H-19)
0,95 (s, 3H, H-18)

Следует отметить, что совместно с С7β-
гидроксилированием (рис. 1) рекомбинантные 
штаммы осуществляли введение ОН-группы в 
положение  С1β (рис.  6; табл.  2). Образование 
1β-ОН- и 1β,7β-диОН-стероидов с участием 
мутантных вариантов P450 BM3 ранее не было 
описано.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Введение кислородсодержащих функцио-
нальных групп в циклоалкановое ядро остает-
ся одной из наиболее важных и сложных задач 
в синтезе терапевтических стероидов. Новые 
возможности в этой области связаны с созда-
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нием и применением рекомбинантных бак-
териальных цитохромов P450, отличающихся 
от большинства эукариотических цитохромов 
растворимостью и высокой активностью  [5]. 
Наиболее перспективным направлением пред-
ставляется применение бациллярного цито-
хрома P450 BM3 c уникальными биокаталити-
ческими возможностями  [9, 11]. Выдающим-
ся достижением является создание его му-
тантного варианта  – CYP102A1 BM3-LG23, 
отличающегося способностью к гидрокси-
лированию стероидов при  С7β  [13]. В  дан-
ной работе нуклеотидная последовательность 
гена, кодирующего этот мутант, была оптими-
зирована для экспрессии в миколицибакте-
риях. На  основе полученного синтетического 
гена были созданы плазмидные конструкции, 
позволяющие гетерологически экспрессиро-
вать cyp102A1-LG23 в составе моно- и бици-
стронных оперонов совместно с генами gdh 
или zwf2, кодирующими глюкозодегидрогеназу 
и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназу соответ-
ственно в клетках M. smegmatis BD.

Выбор в качестве хозяйского организма 
штамма M.  smegmatis  BD обусловлен, с одной 
стороны, наличием у миколицибактерий си-
стем эффективного транспорта стероидов [15], 
с другой стороны, открывающимися в пер-
спективе возможностями одностадийного по-
лучения 7β-гидроксиандростанов из фито-
стеринов [23]. Ранее этот штамм был успешно 
апробирован для экспрессии генов бацил-
лярных цитохромов CYP106A1 и CYP106A2. 
Рекомбинантный штамм, экспрессирующий 
ген  cyp106A2, селективно гидроксилировал 
АД при С15β [15].

В реакции in vivo наблюдали суперэкспрес-
сию cyp102A1-LG23, приводившую к образова-
нию белка в преимущественно нерастворимой 
форме и, как следствие, низкой эффективно-
сти С7β-гидроксилирования. Предположитель-
но, причиной этого является присутствие поли-
гистидиновой метки на N-конце полипептид-
ной последовательности, оказывающее нега-
тивное влияние на растворимость, структуру 
и/или сворачивание Р450 ВМ-LG23. Извест но, 
что His-метка способна влиять на функциони-
рование и стабильность белков. В  последнее 
время увеличивается число сообщений, свиде-
тельствующих об отрицательном влиянии His-
метки на структуру, олигомерное состояние, 
кинетические свойства или каталитическую 
активность белков  [24]. Удаление гистидино-
вой метки на N-конце белковой последова-
тельности CYP102A1-LG23 позволило пере-
вести до 50%  фермента в функциональную 
растворимую форму при этом без значитель-

ных потерь в его количестве, что, в свою оче-
редь, приводило к двукратному увеличению 
выхода 7β-ОН-АД.

Эффективным подходом к повышению про-
изводительности процессов получения ценных 
метаболитов является кофакторная инженерия. 
Так, за счет сверхэкспрессии NADPH-регенери-
рующей глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы уда-
лось увеличить производство ɛ-капролактона 
в  E. coli  [25], также баланс между NADP+ и 
NADPH был ключевым фактором в регуля-
ции процесса превращения фитостерина в 7β-
гидроксиандрост-4-ен-3,17-дион (7β-OH-AД) в 
Mycolici bacterium neoaurum  [23]. Для поддержа-
ния пула восстановленного NADPH в M. smeg-
matis  BD совместно с CYP102A1-LG23 были 
экспрессированы ГДГ или  Г6ФД. В  качестве 
косубстрата для регенерации NADPH в фер-
ментационную среду добавляли глюкозу  [23, 
26]. Введение дополнительных ферментов ре-
циркуляции кофакторов позволило увели-
чить активность рекомбинантной системы 
на  15%. Во  всех случаях 7β-OH-AД накап-
ливался в качестве основного метаболита, 
7α-ОН-АД обнаруживался в следовых коли-
чествах, что согласуется с известными лите-
ратурными данными  [13, 23]. Интересным 
фактом является обнаружение среди метабо-
литов 1β-ОН-АД и 1β,7β-диОН-АД, ранее не 
детектируемых в качестве возможных продук-
тов реакции гидроксилирования  АД мутант-
ными вариантами P450  BM3. Микробиологи-
ческое 1β-гидрокси лирование является крайне 
редкой реакцией  [27], которая, несомненно, 
представляет особый интерес для дальнейшего 
изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данном исследовании впервые реализо-
вана гетерологическая экспрессия гена уни-
кального мутантного цитохрома CYP102A1-LG23 
в клетках M. smegmatis BD для осуществления 
синтеза 7β-OH-AД из  АД. Ферментативная 
активность рекомбинантных миколицибакте-
рий была увеличена за счет повышения 
количества активной формы фермента и кон-
струирования системы регенерации кофакто-
ров, ставших ключевыми факторами, огра-
ничивающими превращение АД в 7β-ОН-АД 
в  M. smeg matis. Максимальный выход целевого 
продукта достигнут в культуре клеток M. smeg-
matis  BD (pVP2), коэкспрессирующих гены 
cyp102A1-LG23 и  gdh. Полученные результаты 
вносят вклад в понимание каталитических осо-
бенностей рекомбинантных цитохромов  P450 
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и могут служить отправной точкой для раз-
работки биотехнологий производства ценных 
С7β-гидроксистероидов из фитостеринов.
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EXPRESSION OF THE SYNTHETIC CYP102A1-LG23 GENE 
AND FUNCTIONAL ANALYSIS OF RECOMBINANT P450 BM3-LG23 

CYTOCHROME IN ACTINOBACTERIA Mycolicibacterium smegmatis

V. Y. Poshekhontseva1*, N. I. Strizhov1, M. V. Karpov1, V. M. Nikolaeva1, A. V. Kazantsev2, 
O. I. Sazonova1, A. A. Shutov1, and M. V. Donova1

1 G. K. Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms, Russian Academy of Sciences; 
Federal Research Center “Pushchino Center for Biological Research of the Russian Academy of Sciences”, 

142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; e-mail: rikahameleon@mail.ru
2 Faculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, 119991 Moscow, Russia

Cytochrome CYP102A1 (P450 BM3) from Priestia megaterium (bas. Bacillus megaterium) has a number 
of specific features making it an ideal target for directed evolution and other synthetic applications. Previ-
ously, the CYP102A1-LG23 mutant with 14 mutations in the heme was obtained providing 7β-hydroxyla-
tion of steroid substrates of the androstane series with the formation of products possessing anti-inf lamma-
tory and neuroprotective activity. In this study, the synthetic cyp102A1-LG23 gene encoding the P450 BM3 
mutant variant was expressed in Mycolicibacterium smegmatis cells as part of mono- and bicistronic operons 
together with the synthetic gdh or zwf2 genes encoding glucose dehydrogenase (GDH) and glucose-6-phos-
phate dehydrogenase (G6PD), respectively. The functional activity of the recombinant enzymes was shown 
in vivo by the example of hydroxylation of androst-4-ene-3,17-dione (AD) to 7β-OH-AD in growing 
cultures of mycolicibacteria. Biocatalytic activity was doubled by increasing the CYP102A1-LG23 pro-
tein solubility in the cell and organizing the cofactor regeneration additional system by introducing GDH 
and G6PD. The maximum level of 7β-OH-AD amounting 37,68 mol % was achieved by co-expression 
the cyp102A1-LG23 and gdh genes in M. smegmatis. The results evidence to the perspective of using syn-
thetic genes to obtain recombinant enzymes, expand the understanding of the hydroxylation of steroid 
compounds by bacterial cytochromes and can be demand for the methods of microbiological production 
of 7β-hydroxylated steroids by genetically modified mycolicibacteria.

Keywords: cytochrome CYP102A1 (P450 BM3), heterologous expression, hydroxylation, 7β-hydroxyandrost-4-
ene-3,17-dione, Mycolicibacterium smegmatis, bioconversion, steroids
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Энтомопатогенные бактерии рода Photorhabdus секретируют протеазу S (PrtS), которая рассматри-
вается как фактор вирулентности. Нами обнаружено, что в геномах Photorhabdus непосредственно 
за генами  prtS расположены гены, которые кодируют небольшие гипотетические белки, гомоло-
гичные эмфорину, открытому недавно белковому ингибитору металлопротеаз. Ген эмфоринопо-
добного ингибитора из Photorhabdus laumondii  subsp. laumondii  TT01 был клонирован и экспрес-
сирован в клетках Escherichia coli. Рекомбинантный белок, названный фоторином (Phin), очищен 
с  помощью металл-хелатной аффинной и гельпроникающей хроматографии и охарактеризован. 
Установлено, что Phin является мономером и ингибирует активность протеализина и термолизина, 
относящихся, как и PrtS, к семейству пептидаз M4. Константы ингибирования составили 1,0 ± 0,3 
и  10 ± 2 мкМ соответственно. Продемонстрировано также, что Phin способен подавлять протео-
литическую активность культуральной жидкости P.  laumondii (концентрация полумаксимального 
ингибирования 3,9  ±  0,3  нМ). Получены поликлональные антитела к  Phin, и методом иммуно-
блоттинга показано, что Phin продуцируется клетками P.  laumondii. Таким образом, гены  prtS 
у  энтомопатогенных бактерий рода Photorhabdus колокализованы с генами эмфориноподобных 
ингибиторов, которые, вероятно, регулируют активность фермента при инфекции. Строгая регу-
ляция активности протеолитических ферментов является критической для функционирования 
всех живых систем. В  то же время принципы регуляции активности протеаз белковыми ингиби-
торами остаются малоизученными. Бактериальные пары протеаза–ингибитор, такие как пара PrtS 
и Phin, являются многообещающей моделью для in vivo исследований этих принципов. Бактерии 
рода Photorhabdus имеют сложный жизненный цикл с несколькими хозяевами, являясь симбион-
тами нематод и мощными патогенами насекомых. Это даёт уникальную возможность использо-
вать пару  PrtS и  Phin в качестве модели для изучения принципов регуляции активности протеаз 
белковыми ингибиторами в контексте взаимодействия бактерий с разными типами хозяев.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: белковый ингибитор протеаз, Photorhabdus, энтомопатогенная бактерия, протеали-
зин, эмфорин, фоторин.
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Принятые сокращения: БИП  – белковые ингибиторы протеаз; ГПХ  – гельпроникающая хроматография; 
ДСК  – дифференциальная сканирующая калориметрия; КД  – круговой дихроизм; МХАХ  – металл-хелатная 
аффинная хроматография; ППП  – протеализинподобные протеазы; ЭПИ  – эмфориноподобные ингибиторы; 
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laumondii subsp. laumondii TT01.
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ВВЕДЕНИЕ

Протеолитические ферменты играют прин-
ципиальную роль в функционировании всех 
живых систем. Активность протеаз в живых 
системах находится под строгим контролем, 
что обеспечивает высокую избирательность 
действия этих ферментов и предотвращает 
аберрантный протеолиз. Одним из факторов, 
регулирующих активность протеолитических 
ферментов, являются эндогенные селектив-
ные белковые ингибиторы протеаз  (БИП). 
В некоторых важных случаях о функциях БИП 
имеется достаточно много информации [1–5], 
однако общие принципы регуляции активно-
сти протеаз БИП в живых системах остаются 
малоизученными.

Перспективной моделью для изучения 
in vivo принципов регуляции белковыми инги-
биторами, на наш взгляд, могут стать бакте-
риальные пары протеаза–ингибитор. Основ-
ным достоинством такой модели является 
доступность биологической системы, как в 
плане её меньшей сложности, так и с точки 
зрения удобства экспериментальной работы. 
Кроме того, наличие большого количества 
ортологичных пар протеаза–ингибитор у бак-
терий из разных таксонов позволяет рассма-
тривать регуляцию в эволюционном аспекте. 
Однако о бактериальных БИП по сравнению 
с эукариотическими известно очень мало. Так, 
например, база данных пептидаз и их белко-
вых ингибиторов MEROPS (www.ebi.ac.uk/
merops/) [6] включает в настоящее время лишь 
около 18 000 последовательностей бактериаль-
ных и более 155 000 последовательностей эука-
риотических  БИП (данные на  22.03.2023). 
Для большинства бактериальных БИП при-
родные мишени и биологические функции не 
установлены. В то же время в некоторых случа-
ях вывод о функциональной связи между бак-
териальными протеазами и их ингибиторами 
может быть сделан из локализации их генов 
в одном опероне [7].

Недавно мы обнаружили новое семей-
ство белковых ингибиторов металлопротеаз, 
семейство I104 в базе данных MEROPS (www.
ebi.ac.uk/merops/cgi-bin/famsum?family=I104), 
и охарактеризовали прототип семейства эмфо-
рин (M4in) из Serratia proteamaculans. Гены эм-
фориноподобных ингибиторов (ЭПИ) у бакте-
рий и архей колокализуются с генами гомологов 
протеализина  (Pln) из  S.  proteamaculans  [8, 9], 
протеализинподобных протеаз  (ППП), кото-
рые относятся к семейству пептидаз М4 (www.
ebi.ac.uk/merops/cgi-bin/famsum?family=M4). 
У S. proteamaculans гены ЭПИ и ППП форми-

руют бицистронный оперон, однако у многих 
других видов бактерий – это, по-видимому, два 
независимых, но расположенных друг за дру-
гом гена. Для  M4in продемонстрировано, что 
он является сильным ингибитором Pln. Таким 
образом, природными мишенями  ЭПИ, оче-
видно, являются ППП, и эти белки, вероятно, 
связаны общей биологической функцией [7].

Биологическая роль ЭПИ и ППП не впол-
не понятна. Однако есть данные, указывающие 
на участие ППП в проникновении бактерий в 
клетки человека  [10–14], подавлении иммун-
ной защиты насекомых  [15, 16] и  рыб  [17], 
а также в разрушении белков клеточной стен-
ки растений  [18, 19]. Кроме того, предполага-
ется, что  ЭПИ и  ППП являются элементами 
неустановленной системы межбактериальной 
конкуренции  [7, 20]. Таким образом, ППП, 
вероятно, являются мультифункциональными 
белками, вовлечёнными во взаимодействие 
бактерий с высшими организмами и, в част-
ности, в патогенез, а также во взаимодействие 
бактерий между собой, в то время как ЭПИ ре-
гулируют активность ППП во всех упомянутых 
контекстах. Исходя из этого, пара ЭПИ–ППП 
могла бы стать моделью для исследований 
принципов регуляции активности протеаз бел-
ковыми ингибиторами. При этом успешность 
таких исследований, очевидно, будет в значи-
тельной степени зависеть от выбора модель-
ного организма.

В качестве модельного организма много-
обещающе выглядят энтомопатогенные бак-
терии рода Photorhabdus, наиболее изученным 
представителем которого является Photorhabdus 
laumondii  subsp. laumondii  TT01  (TT01) (преж-
нее название Photorhabdus luminescens  subsp. 
laumondii  TT01). Эти бактерии имеют слож-
ный жизненный цикл, в котором они высту-
пают то в качестве симбионтов нематод се-
мейства Heterorhabditidiae, то как мощные 
инсектопатогены, что даёт уникальную воз-
можность для исследования различных типов 
взаимодействий бактерий с хозяином  [21]. 
В  контексте нашего обсуждения следует от-
метить, что Photorhabdus инвазируют клетки 
ректальной железы нематод  [22] и манипули-
руют иммунной системой инфицированных 
насекомых  [21]. Кроме того, бактерии рода 
Photorhabdus проявляют противобактериаль-
ную и противогрибковую активность  [23, 24]. 
ППП  нескольких штаммов Photorhabdus (про-
теазы S, PrtS) в разной степени охарактеризо-
ваны [15, 16, 25, 26].

Опубликованные данные позволяют заклю-
чить, что PrtS, по-видимому, не является основ-
ным инсектотоксином бактерий, но при этом, 
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вероятно, участвует во взаимодействии бакте-
рий с иммунной системой насекомых, действуя 
на антибактериальные пептиды и индуцируя 
процесс меланизации [15, 16]. Однако эти дан-
ные фрагментарны, и биологические функ-
ции PrtS, как и других  ППП, требуют даль-
нейшего изучения. Многие предполагаемые 
функции  ППП, по-видимому, реализуются у 
Photorhabdus, и данная модель представляется 
перспективной для изучения этих ферментов. 
В частности, она может быть использована для 
изучения регуляции активности ППП с помо-
щью  ЭПИ. Однако никаких данных об ЭПИ 
у бактерий рода Photorhabdus в настоящее вре-
мя нет.

В геномах Photorhabdus непосредственно за 
генами  prtS расположены гены, кодирующие 
гипотетические белки, гомологичные  M4in. 
В  этой работе один из таких генов (из  TT01) 
был впервые клонирован и экспрессирован в 
клетках Escherichia coli. Рекомбинантный бе-
лок, названный фоторином  (Phin), был очи-
щен и охарактеризован. Было показано, что 
Phin ингибирует  ППП и продуцируется клет-
ками  TT01. Полученные данные указывают 
на то, что пара ППП–ЭПИ функциональна у 
бактерий рода Photorhabdus, и эти организмы 
могут быть использованы в качестве модели 
для изучения принципов регуляции активно-
сти протеаз белковыми ингибиторами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Общие методы. Концентрацию белка опре-
деляли по модифицированному методу Брэд-
форда, используя IgG в качестве стандар-
та [27, 28].

Концентрацию очищенных белков 
в растворе определяли по поглощению 
при  280  нм, используя коэффициенты экс-
тинкции, рассчитанные с помощью сервера 
ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/): 
ε280 = 52 370 M−1 · см−1 – для Pln, 
ε280 = 58 200 M−1 · см−1 – для термолизина (Tln) 
и ε280 = 11 460 M−1 · см−1 – для Phin.

Белки анализировали электрофорезом в 
15%-ном полиакриламидном геле, содержащем 
0,1% додецилсульфата натрия, по Лэммли [29]. 
Зоны белков окрашивали Кумасси бриллиан-
товым синим R-250 («Reanal», Венгрия). В ка-
честве маркера молекулярных масс исполь-
зовали набор Precision Plus Protein Unstained 
Standards («Bio-Rad», США).

Трансформацию клеток E. coli плазмид-
ной ДНК проводили, как описано ранее  [30]. 
Для получения плазмид использовали штамм 

E. coli  TG1. Для очистки ДНК применяли на-
боры Plasmid Miniprep или Cleanup Standard 
(«Евроген», Россия).

Гельпроникающую хроматографию про-
водили на колонке Superdex  75 10/300  GL 
(«GE  Healthcare», Швеция). Для калибровки 
колонки использовали набор Gel Filtration 
Markers Kit for Protein Molecular Weights 6500–
66 000 Da («Sigma», США).

Секвенирование полученных генетиче-
ских конструкций, а также синтез всех исполь-
зованных олигонуклеотидов проводили в ком-
пании «Евроген».

Клонирование гена фоторина и конструиро-
вание экспрессионного вектора. Штамм P.  lau-
mondii  subsp. laumondii  TT01  (TT01) был полу-
чен из Немецкой коллекции микроорганизмов 
и клеточных культур (штамм DSM 15139, номер 
доступа в  RefSeq NC_005126.1). TT01  культи-
вировали в течение ночи с аэрацией при 30 °C 
в среде  LB по Ленноксу  [31]. Клетки из  1 мл 
бактериальной суспензии осаждали центрифу-
гированием (4000 g, 10 мин), ресуспендировали 
в 100 мкл деионизированной воды, прогревали 
при 95 °С в  течение 10  мин и центрифугиро-
вали (13 000 g, 10  мин). Супернатант  (1 мкл) 
использовали для ПЦР с Pfu ДНК-полимера-
зой («СибЭнзайм», Россия) и парами олигону-
клеотидных праймеров EcoRI_D1 и  TT01_R1 
или TT01_D2 и HindIII_R2 (табл. 1). Продукты 
ПЦР после очистки использовали вместе с 
праймерами EcoRI_D1 и HindIII_R2 для ПЦР 
с достройкой перекрывания. Полученный 
фрагмент генома  TT01, содержащий гены  prtS 
(PLU_RS06905) и  phin (PLU_RS06900), а так-
же фланкирующие участки, очищали, обра-
батывали рестриктазами  EcoRI и  HindIII 
(«New England Biolabs», США) и использовали 
для клонирования. В  качестве клонирующего 
вектора использовали фрагмент плазмиды 
pBR322, который амплифицировали с исполь-
зованием праймеров  HindIII_R3 и  EcoRI_D3 
(табл.  1), очищали, расщепляли теми же фер-
ментами и лигировали с использованием 
Quick-TA T4  ДНК-лигазы («Евроген») с ука-
занным выше фрагментом генома TT01. Полу-
ченная плазмида была названа pTT01.

Для конструирования экспрессионной 
плазмиды pET-Phin ген  phin амплифициро-
вали, используя в качестве матрицы  pTT01 и 
праймеры  FauNDI_D4 и  XhoI_R4 (табл.  1). 
Для клонирования в праймерах были преду-
смотрены сайты FauNDI и XhoI. Кроме того, в 
праймере XhoI_R4 был предусмотрен участок, 
обеспечивающий введение в ген  phin допол-
нительной последовательности, кодирующей 
6  остатков гистидина перед стоп-кодоном 
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Таблица 1. Последовательности праймеров, использованных в работе

Обозначение праймера Последовательность

EcoRI_D1 TCAAGAATTCGCAAAAAACTGGATATGATTTTCCATC

TT01_R1 TCATTGAACGAATCCCTAC

TT01_D2 GTAGGGATTCGTTCAATGA

HindIII_R2 CTCGAAGCTTTAATCCGCCAATTGTTGTGATCCACG

HindIII_R3 ACTCAAGCTTCCGGATCTGCATCGCAGGATG

EcoRI_D3 ATGAGAATTCTTGAAGACGAAAGGGGGCCTCGT

FauNDI_D4 GGAACATATGAATAATAAAACGCTCAA

XhoI_R4 GAATCTCGAGTTAATGGTGATGGTGATGGTGACCACCCTTTTTGTCGGT

Примечание. Сайты EcoRI, HindIII, FauNDI и XhoI подчёркнуты. Участок, обеспечивающий введение в ген phin допол-
нительной последовательности, кодирующей 6 остатков гистидина перед стоп-кодоном, выделен жирным шрифтом.

(выделена жирным шрифтом в последователь-
ности праймера в табл. 1). Продукты ПЦР очи-
щали, обрабатывали рестриктазами  FauNDI 
(«СибЭнзайм») и XhoI («New England Biolabs») 
и лигировали с вектором pET-23a, расщеплен-
ным теми же ферментами.

Структура всех клонированных фрагмен-
тов была подтверждена секвенированием.

Получение фоторина. Клетки E. coli BL21 
(DE3) («Novagen», США), трансформирован-
ные плазмидой pET-Phin, культивировали при 
перемешивании в 250 мл среды, содержащей (в 
расчёте на  литр) 7,1 г  Na2HPO4, 6,8 г  KH2PO4, 
3,3 г  (NH4)2SO4, 3,3 г  MgCl2 · 6H2O, 5 г  глице-
рина, 10 г  пептона, 5 г  дрожжевого экстракта, 
25 г глюкозы, 50 г лактозы и 100 мг ампицилли-
на, при 37 °C в течение 3 ч, а затем при 16 °С – 
в течение 72 ч. Клетки осаждали центрифуги-
рованием (4000 g, 4 °C, 10 мин), ресуспендиро-
вали в 25 мл 50 мМ Tris-HCl (pH 8,0) и обраба-
тывали ультразвуком при 4 °C два раза в течение 
5 мин с импульсом 1 с и паузой 2 с. Лизат кле-
ток центрифугировали (9000 g, 4 °C, 10 мин), 
и супернатант наносили на колонку с  1 мл 
Nickel XPure Agarose Resin («UBPBio», США), 
уравновешенную 50 мМ  Tris-HCl (pH 8,0). 
Колонку промывали тем же буфером, а затем 
элюировали Phin линейным градиентом кон-
центрации имидазола (0–250  мМ) в том же 
буфере. Фракции, содержащие Phin по резуль-
татам электрофоретического анализа, объеди-
няли и концентрировали ультрафильтрацией 
на Vivaspin Turbo 15,5 kDa MWCO («Sartorius», 
Германия). Полученный образец наносили на 
колонку Superdex 75 10/300 GL, уравновешен-
ную 50 мМ  Tris-HCl (pH 7,4), содержащим 

150 мМ  NaCl, и элюировали тем же буфером 
со скоростью потока 0,5 мл/мин. Фракции, 
содержащие наибольшее количество  Phin по 
результатам электрофоретического анализа, 
объединяли и дважды диализовали  (6 и  16 ч) 
против 100 объёмов 50 мМ NH4HCO3 с исполь-
зованием диализной трубки SnakeSkin, 3.5 kDa 
MWCO («Thermo Fisher Scientific», США) 
при 4 °C. После диализа раствор Phin центри-
фугировали (8600 g, 4 °C, 15 мин) и лиофили-
зировали супернатант.

Масс-спектрометрический анализ. Лио-
филизированный очищенный Phin растворя-
ли в концентрации 5 мкМ в смеси вода/мета-
нол/муравьиная кислота  =  50/49,5/0,5  (v/v). 
Масс-спектрометрический анализ проводили 
на приборе Exactive Orbitrap («Thermo Fisher 
Scientific»), оснащённом специальным источ-
ником ионов [32]. Расчёт молекулярной массы 
белка проводили по набору пиков, соответ-
ствующих многократно протонированным мо-
лекулам белка в полученных электроспрейных 
масс-спектрах.

Дифференциальная сканирующая калори-
метрия (ДСК). Измерения проводили при кон-
центрации Phin 4,2 мг/мл на приборе MicroCal 
VP-Capillary DSC («Malvern Instruments», США). 
Эксперименты по  ДСК и обработку данных 
осуществляли, как описано ранее [7].

Спектроскопия кругового дихроизма  (КД). 
Спектры  КД регистрировали на спектрофото-
метре Chirascan  VX («Applied Photophysics», 
Великобритания) при комнатной температуре в 
кювете с длиной оптического пути 0,05 см. Для 
получения спектров Phin растворяли в  кон-
центрации 0,15 мг/мл в 10 мМ Tris-HCl (pH 7,4) 
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и центрифугировали при 8600 g в течение 5 мин 
при 4 °C. Спектры анализировали с помощью 
программы DichroWeb с использованием мето-
да CDSSTR и эталонного набора данных 4 [33]. 
Значения стандартного отклонения для каждо-
го типа структуры рассчитывались только для 
предсказаний DichroWeb с общей суммой до-
лей вторичных структур – 100%. Для предска-
зания спектров КД и расчёта долей вторичных 
структур по пространственным структурам ис-
пользовали сервер PDBMD2CD [34].

Иммуноблоттинг. Электрофоретически го-
могенный Phin был передан в НПО «БиоТест 
Системы» (Россия) для иммунизации кроли-
ков по стандартному протоколу. Полученную 
антисыворотку использовали для проведения 
иммуноблоттинга по описанной ранее мето-
дике  [35]. Для подтверждения специфичности 
полученных антител использовали очищен-
ный Phin.

Для проведения анализа TT01 культивиро-
вали в течение 48 ч с аэрацией при 30 °C в 
среде  LB по Ленноксу  [31]. Через 16, 24, 30 
и 48 ч после начала культивирования отбира ли 
по  100  мкл бактериальной суспензии. Клетки 
осаждали центрифугированием (6000 g, 10 мин) 
и суспендировали в  100  мкл буфера, содер-
жащего 125 мМ  Tris-HCl (pH 6,8), 2% Ds-Na, 
5% β-меркаптоэтанола, 2 мМ  1,10-фенантро-
лина, 0,01% бромфенолового синего и 20% гли-
церина. К супернатанту (культуральной среде) 
добавляли 100 мкл 50%-ной ТХУ, центри-
фугировали (10 000 g, 10 мин), осадок промы-
вали ацетоном для удаления ТХУ и добавляли 
100 мкл того же буфера. Образцы клеток и 
культуральной среды инкубировали 5 мин при 
95 °С. После инкубации, основываясь на раз-
личиях в оптической плотности исходной бак-
териальной суспензии, образцы разбавляли 
тем же буфером так, чтобы 15 мкл полученного 
раствора (количество, которое использовали 
для электрофоретического анализа) содержа-
ли материал, соответствующий 100 мкл бак-
териальной суспензии с оптической плот-
ностью  1 о.е. Белки разделяли с помощью 
электрофореза с додецилсульфатом натрия в 
16%-ном полиакриламидном геле в буферной 
системе Tris-Tricine [36].

Определение констант ингибирования про-
теализина и термолизина фоторином. Анализ 
ингибирующего действия Phin на Pln и  Tln 
проводили с использованием пептидного суб-
страта с внутренним тушением флуоресцен-
ции, 2-аминобензоил-L-аргинил-L-серил-L-
валил-L-изолейцил-L-(ε-2,4-динитрофенил)
лизин (Abz-RSVIK(Dnp)) («Peptide  2.0», 
США) [37], как описано ранее [38]. Для реги-

страции флуоресценции (длина волны возбу-
ждения  – 320  нм; длина волны испускания  – 
420 нм) использовали прибор CLARIOstar 
Plus («BMG», Германия). Реакцию проводили 
в  50 мМ  Tris-HCl (pH  7,4). Концентрации Pln 
и Tln в реакционной смеси составляли 50 пМ, 
Abz-RSVIK(Dnp) – 30 или 90 мкМ. Концентра-
ции Phin в случае Pln были 0,5; 1; 2; 4; 6 и 8 мкМ, 
а в случае Tln – 1; 5; 10; 20; 30 и 40 мкМ. При 
каждых экспериментальных условиях проводи-
ли три независимых измерения.

При медленном связывании ингибитора с 
ферментом кинетические кривые аппрокси-
мировали интегральным уравнением скорости 
и рассчитывали константы ингибирования, 
как описано ранее [39]. Константы ингибиро-
вания K i как для Pln, так и для Tln были полу-
чены по методу Диксона  [40, 41]. Константу 
изомеризации  K i

* для Pln рассчитывали в два 
этапа с использованием уравнений (1) и (2):

ka = k−4 + 
k+4[I]

K i (1 + [S] / KM) + [I]
, (1)

K i
* = K i 

k−4

(k+4 − k−4)
. (2)

Для Pln в расчётах использовали константу 
Михаэлиса  KM  =  35  мкМ  [37]. Анализ данных 
проводили при помощи программы GraphPad 
Prism версии 8.0 («GraphPad Software», США).

Ингибирование активности культуральной 
среды P. laumondii subsp. laumondii TT01 фото-
рином. TT01  культивировали в течение 24 ч 
с аэрацией при 30 °C в среде  LB по Леннок-
су  [31]. Клетки осаждали центрифугировани-
ем при 4000 g в течение 10 мин. Супернатант 
разводили в 1000  раз, используя 50 мМ  Tris-
HCl (pH  7,4), и 10 мкл полученного раствора 
использовали для измерения активности, как 
описано выше для Pln и  Tln. Концентрация 
Abz-RSVIK(Dnp) в реакционной смеси состав-
ляла 30 мкМ, концентрации Phin – 1; 2,5; 5; 7,5 
и 10 нМ. Скорость гидролиза субстрата в при-
сутствии ингибитора определяли на линейном 
участке кинетических кривых, соответствую-
щем диапазону 150–300 с после начала реги-
страции флуоресценции. IC50  рассчитывали с 
использованием нелинейной регрессии при 
помощи GraphPad Prism.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение фоторина. Ген предполагае-
мого эмфориноподобного ингибитора был 
клонирован из генома P. laumondii  subsp. lau-
mondii  TT01, модифицирован для введения 
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Рис. 1. Очистка рекомбинантного фоторина  (Phin) и анализ очищенного белка. а  – Электрофоретический анализ 
препарата Phin на разных стадиях очистки; б – анализ очищенного Phin с помощью гельпроникающей хроматогра-
фии на колонке Superdex  75 10/300  GL. М  – Стандарты молекулярных масс; КЛ  – супернатант клеточного лизата; 
МХАХ и ГПХ – образцы после металл-хелатной аффинной хроматографии и гельпроникающей хроматографии соот-
ветственно

Таблица 2. Ход очистки рекомбинантного фоторина (Phin)

Стадия очисткиа Общий белок (мг) Содержание Phin (%)б Выход (%) Степень очистки

Клеточный лизат 138 38 100 1,0

МХАХ 48 86 80 2,3

ГПХ 10 98 20 2,6

Примечание. a МХАХ – металл-хелатная аффинная хроматография; ГПХ – гельпроникающая хроматография.
б Содержание Phin оценивали с помощью денситометрии электрофоретических гелей, окрашенных Кумасси брилли-
антовым синим R-250.

His6-последовательности на С-конце белка 
и экспрессирован в клетках E.  coli. Рекомби-
нантный белок, названный фоторином (Phin), 
был очищен до электрофоретической гомоген-
ности с помощью металл-хелатной аффинной 
хроматографии  (МХАХ) и гельпроникающей 
хроматографии  (ГПХ); ход очистки представ-
лен на рис. 1, а и в табл. 2.

Определённая экспериментально методом 
масс-спектрометрии средняя молекулярная 
масса очищенного Phin (12 517,1 Да) хорошо со-
ответствует теоретической молекулярной массе 
белка  (12 517,81 Да), рассчитанной по выведен-
ной из гена аминокислотной последовательно-
сти, которая включает N-концевой метионин и 
C-концевую His6-последовательность.

По результатам ГПХ молекулярная масса 
очищенного Phin составила около 15,4 кДа 
(рис. 1, б). Это значение несколько выше рас-
чётного, вероятно, из-за структурных осо-
бенностей белка. В то же время этот результат 
позволяет сделать вывод о том, что основной 
формой Phin в растворе является мономер.

Фоторин обнаруживается в клетках и куль-
туральной жидкости P. laumondii. С  использо-
ванием полученных нами кроличьих поли-
клональных антител к  Phin методом иммуно-
блоттинга было продемонстрировано, что Phin 
накапливается в клетках и культуральной жид-
кости TT01 при периодическом культивирова-
нии (рис. 2). Количество детектируемого белка 
меняется в ходе культивирования. Максималь-
ное количество Phin регистрируется через 
24–30  ч после инокуляции, что соответствует 
началу стационарной фазы роста бактерий. 

Рис. 2. Анализ накопления фоторина в клетках и культу-
ральной среде P. laumondii subsp. laumondii TT01 методом 
иммуноблоттинга. К  – клетки  TT01; С  – культуральная 
среда; Phin – рекомбинантный Phin (0,5 нг)
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В  поздней стационарной фазе (48 ч) количе-
ство Phin заметно снижается, что, возможно, 
связано с регуляцией активности гена  phin с 
участием системы Quorum Sensing.

Неожиданным оказалось то, что ингиби-
тор детектируется в клетках и культуральной 
среде P.  laumondii в примерно равных коли-
чествах. Ранее для  M4in была продемонстри-
рована локализация внутри клеток, что кор-
релирует с отсутствием известных сигналов 
сортировки в последовательностях ЭПИ (в том 
числе в последовательности Phin) [7]. Возмож-
но, выход Phin из клеток является неспеци-
фическим и обусловлен особенностями  TT01. 
Кроме того, иммуноблоттинг показывает, что 
после завершения логарифмической фазы 
роста (24, 36 и  48 ч) вне клеток детектирует-
ся белок с молекулярной массой ниже, чем у 
внутриклеточного, а также значительно боль-
шее снижение количества внеклеточного Phin, 
чем внутриклеточного, в поздней стационар-
ной фазе  (48 ч). Это может свидетельствовать 
о нестабильности Phin во внеклеточной среде, 
но в то же время может отражать работу неиз-
вестных регуляторных систем. Так или иначе 
полученные данные указывают на то, что во-
прос о клеточной локализации  ЭПИ остаётся 
открытым. Это, однако, не влияет на основ-
ной вывод из описываемого эксперимента: 
ген  phin экспрессируется в клетках природ-
ного продуцента ингибитора P. laumondii subsp. 
laumondii ТТ01.

Вторичная структура фоторина. Вторичную 
структуру Phin оценивали с помощью КД-спек-
троскопии. Анализ спектра  (рис. 3) показал, 
что относительный вклад α-спиралей, β-ли-
стов, поворотов и областей, не формирующих 
регулярных вторичных структур, составляет 
14 ± 5, 34 ± 2, 23 ± 3 и 30 ± 2 % соответственно. 
Аналогичные значения, рассчитанные по про-
странственной структуре M4in [42, 43], прото-
типа семейства ингибиторов  I104, к которо-
му относится  Phin, составляют 32 ± 3, 23 ± 9, 
19 ± 5 и 27 ± 3%.

Таким образом, вторичные структуры 
Phin и M4in заметно различаются, что неуди-
вительно, учитывая существенные различия 
в последовательностях белков (25%  идентич-
ности и 47% сходства). В то же время, несмотря 
на примерно двукратную разницу в количестве 
α-спиралей, обе молекулы характеризуются 
высокой долей α- и β-структур. Это свидетель-
ствует о том, что оба белка относятся к одному 
структурному классу α + β и могут иметь об-
щий тип укладки.

Термостабильность фоторина. Тепловая дена-
турация Phin была изучена методом ДСК (рис. 4). 

Phin демонстрировал одиночный тепловой пе-
реход с максимумом (Tmax) при 60,2 °С. Суммар-
ная калориметрическая энтальпия (ΔHcal) Phin 
составляла 130,7 кДж/моль. Тепловая денату-
рация Phin была почти полностью необратима, 
так как при втором нагреве образца наблюда-
лась ΔHcal  =  12,2 кДж/моль, что соответствует 
всего ~9%  начальной калориметрической эн-
тальпии. При третьем и четвёртом нагревании 
энтальпия падала до 6% и 5% от исходного зна-
чения, что соответствует стандартному паде-
нию энтальпии обратимой тепловой денатура-
ции при каждом последующем нагреве.

Термостабильность Phin близка к термо-
стабильности M4in, прототипа семейства I104, 
для которого Tmax = 61,2 °C. Однако, в отличие 
от Phin, денатурация  M4in полностью необ-
ратима, демонстрирует 3  тепловых перехода и 
характеризуется ΔHcal = 62,8 кДж/моль [7].

Энтальпия денатурации определяется об-
щим числом нековалентных взаимодействий, 

Рис. 3. КД-спектр фоторина

Рис. 4. Термограмма дифференциальной сканирующей 
калориметрии фоторина. Чёрная и серая кривые  – пер-
вый и второй нагрев образца соответственно
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стабилизирующих белковую глобулу [44]. Уве-
личение энтальпии в случае  Phin можно объ-
яснить меньшей, по сравнению с M4in, долей 
областей с нерегулярной вторичной структу-
рой и наличием более плотно упакованных об-
ластей, где могут реализовываться более силь-
ные стабилизирующие взаимодействия. При 
этом Tmax определяется не только количеством 
связей, но и их силой, локализацией и другими 
факторами. Таким образом, результаты  ДСК, 
а также результаты спектроскопии  КД указы-
вают на заметные структурные различия  Phin 
и M4in, которые, однако, не приводят к суще-
ственной разнице в их термостабильности.

Фоторин ингибирует протеализин и термоли-
зин по различным механизмам. Ингибирующее 
действие Phin было изучено по отношению к Pln 
и  Tln. Кинетические кривые, полученные при 
действии Phin на  Pln, имели форму, характер-
ную для медленно связывающихся ингибиторов, 
и соответствовали интегральному уравнению 
скорости [39] для этого типа ингибирования (во 
всех случаях R2  выше  0,98). Значения началь-
ной скорости реакции  (v0) и кажущейся кон-
станты скорости первого порядка (ka), получен-
ные нелинейной регрессией, использовали для 
построения диагностических диаграмм (рис.  5, 
Pln + Phin). Гиперболический характер зависи-
мостей  v0 и  ka от концентрации  Phin указывает 
на двухстадийный механизм (уравнение  (3)), 
при котором быстрообразующийся исходный 
комплекс фермент–ингибитор  (EI) подверга-
ется медленному конформационному переходу 
в изомеризованный комплекс EI*:

E + I ⇌ EI ⇌ EI*. (3)
k+3

k−3

k+4

k−4

Таблица 3. Константы ингибирования протеализина (Pln) 
и термолизина (Tln) фоторином (Phin)а

Константы для Phin Pln Tln

Ki (мкМ) 1,0 ± 0,3 10,2 ± 1,9

k−4 (10–4⋅с–1) 3,5 ± 0,6 н/п

k+4 (10–3⋅с–1) 2,0 ± 0,4 н/п

Ki
* (нМ) 153 ± 46 н/п

Примечание. а  Значения представлены как среднее ± 
± стандартная ошибка; н/п – неприменимо.

Исходя из этого, равновесная константа ин-
гибирования (K i = k−3/k+3) была определена ме-
тодом Диксона на основе набора значений  v0. 
Для расчёта констант скоростей k−4 и k+4 зави-
симость  ka от концентрации  Phin аппрокси-
мировали уравнением (1) (рис. 5, Pln + Phin). 
Равновесную константу изомеризации  (K i

*) 
рассчитывали по уравнению  (2). Полученные 
значения констант представлены в табл. 3.

В принципе, конформационные измене-
ния при взаимодействии ингибитора с фер-
ментом могут происходить как до первоначаль-
ного столкновения их молекул (конформаци-
онный отбор, conformational selection), так и 
после (индуцированная подстройка, induced-
fit)  [45,  46]. Двухстадийный механизм, опи-
сываемый уравнением  (3) и характерный для 
взаимодействия Phin и Pln, представляет собой 
простейший случай, когда связывание ингиби-
тора проходит быстро по сравнению с дальней-
шими конформационными изменениями. Этот 
механизм реализуется при наличии большого 
избытка ингибитора по отношению к ферменту 

Рис. 5. Кинетические кривые гидролиза субстрата Abz-RSVIK(Dnp) протеализином (Pln) и термолизином (Tln) в при-
сутствии фоторина  (Phin), и определение констант ингибирования. Кинетические кривые были получены для раз-
личных концентраций ингибитора и двух концентраций субстрата (30 и 90 мкМ). Abz-RS является продуктом гидро-
лиза субстрата. Зависимость значений  1/v0 и  ka для  Pln и зависимость величины  1/v для  Tln от концентрации  Phin 
использовали для расчёта констант ингибирования. Значения представлены как среднее ± стандартная ошибка

14
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Рис. 6. Ингибирование фоторином (Phin) активности 
культуральной среды P.  laumondii  subsp. laumondii  ТТ01. 
IC50 – концентрация полуингибирования

(в наших экспериментах концентрация Phin 
была как минимум на 4 порядка выше концен-
трации  Pln). Таким образом, этот механизм 
можно рассматривать как индуцированную 
подстройку  – конформационную адаптацию 
фермента к ингибитору или наоборот [47].

Таким образом, Phin, подобно M4in, явля-
ется медленно связывающимся конкурентным 
ингибитором Pln, но ингибирует этот фермент 
значительно слабее. Мы обнаружили также, 
что Phin взаимодействует с Pln по двухстадий-
ному механизму, в отличие от  M4in, который 
действует по одностадийному механизму с 
медленным формированием комплекса фер-
мент–ингибитор [7]. Однако различия в меха-
низмах, вероятно, обусловлены в первую оче-
редь различиями в условиях эксперимента, 
которые диктуются драматическими разли-
чиями в эффективности связывания.

Кинетические кривые при действии 
Phin на  Tln выглядят слегка изогнутыми 
(рис.  5,  Tln + Phin). В  то же время они плохо 
аппроксимируются интегральным уравне-
нием скорости для медленно связывающихся 
ингибиторов  [39], но хорошо описываются 
линейной регрессионной моделью (R2 > 0,98). 
Поэтому в данном случае K i  рассчитывали по 
методу Диксона, как для классического инги-
бирования (табл. 3).

Таким образом, Phin является классиче-
ским ингибитором  Tln, что, вероятно, опре-
деляется структурными различиями в области 
активного центра Tln и  Pln  [48]  – двух фер-
ментов, относящихся к одному структурному 
семейству пептидаз, а не структурными раз-
личиями ингибиторов. К  сожалению, данных 
о механизме ингибирования  Tln эмфорином 
в настоящее время нет.

Способность культуральной среды P.  lau-
mondii гидролизовать Abz-RSVIK(Dnp) ингибиру-
ется фоторином. Культуральная среда P. lau mondii 
subsp. laumondii ТТ01 через 24 ч роста проявляет 
существенную активность в отношении субстра-
та Abz-RSVIK(Dnp) (~4000 мкмоль/(мин мл)). 
Эта активность эффективно подавляется Phin, 
концентрация полуингибирования IC50 со-
ставляет 3,9 ± 0,3 нМ (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В представленной работе мы впервые 
получили данные, позволяющие предполо-
жить, что у протеазы  S из P. laumondii  subsp. 
laumondii  TT01  (TT01) есть специфический 
ингибитор  – фоторин. Phin является вто-
рым охарактеризованным ингибитором из 
семейства  I104 (по классификации базы дан-
ных  MEROPS). Сравнение Phin с другим 
известным представителем этого семейства, 
его прототипом эмфорином  (M4in), показы-
вает, что эти два белка заметно различаются. 
По  последовательности они имеют лишь чет-
верть идентичных и около половины сход-
ных аминокислотных остатков, что обуслов-
ливает зарегистрированные нами с помощью 
КД-спектроскопии различия во вторичной 
структуре. Структурные различия влекут за со-
бой различия в характере плавления белков и, 
что более важно, различия в их ингибирующей 
способности.

Ингибирующее действие Phin было из-
учено по отношению к Pln и Tln, металлопро-
теазам из различных эволюционных групп 
семейства  M4 (по классификации MEROPS). 
Оказалось, что ингибирование Pln фоторином 
происходит по-иному, чем в случае  M4in, ме-
ханизму, а константы ингибирования на 3 (K i

*) 
и  4  (K i) порядка выше (K i  для M4in составля-
ет 52  пМ  [7]). Такой результат не кажется не-
ожиданным, так как Pln является природной 
мишенью  M4in, a Phin должен быть оптими-
зирован для взаимодействия с  PrtS. В  пользу 
такой оптимизации свидетельствует эффек-
тивное подавление Phin гидролиза пептид-
ного субстрата для протеализинподобных 
протеаз  [37] культуральной жидкостью  TT01, 
одной из основных протеаз в которой являет-
ся  PrtS  [49]. Концентрация полуингибирова-
ния (IC50) при этом находится в наномолярном 
диапазоне, то есть примерно в 40 раз ниже K i

*, 
наблюдаемой в случае действия Phin на  Pln. 
Активность Tln, в отличие от Pln и  PrtS, не 
являющегося  ППП  [50], Phin подавляет ещё 
на порядок хуже, чем активность Pln (табл. 3). 
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Таким образом, сопоставление имеющихся 
данных об ингибирующей способности Phin 
и  M4in указывает на эволюционную адапта-
цию ингибиторов семейства  M104 к являю-
щимися их природными мишенями  ППП 
из тех же организмов.

Возвращаясь к ассоциации Phin и  PrtS, 
следует обратить внимание на то, что орга-
низация их генов у  P.  laumondii отличается от 
того, как организованы соответствующие гены 
ингибитора и протеазы у  S. proteamaculans. 
У  этой бактерии гены  pln и  m4in, как упо-
миналось выше, формируют бицистронный 
оперон, причём стоп-кодон гена протеазы 
перекрывается со стартовым кодоном гена 
ингибитора, что указывает на трансляцион-
ное сопряжение [7]. В случае генов prtS и phin 
анализ последовательности генома  TT01 по-
казывает, что в межгенном промежутке про-
тяжённостью  160 п.н. перед геном ингиби-
тора расположен промотор. Таким образом, 
в случае P. laumondii протеаза и ингибитор 
кодируются следующими друг за другом, но 
автономными генами, что указывает на диф-
ференциальную регуляцию транскрипции 
этих генов.

Различия в регуляции экспрессии пар 
генов протеаза–ингибитор, вероятно, отра-
жают различия в функциях, которые кодируе-
мые этими генами белки выполняют у разных 
бактерий. Независимый контроль на уровне 
транскрипции даёт возможность гибко ме-
нять соотношение ЭПИ/ППП в клетке, в то 
время как интеграция генов в одном опероне 
с трансляционным сопряжением, напротив, 
жёстко фиксирует этот параметр. Принимая 
во внимание вероятную мультифункциональ-
ность  ППП, можно предположить, что неза-
висимая регуляция является необходимым 
условием для реализации одних функций этих 
протеаз, но избыточна для выполнения других. 
Так, снижение соотношения ЭПИ/ППП, что 
требует независимой регуляции, может быть 
триггером, например, для начала атаки на им-
мунную систему хозяина. А в том случае, когда 
ингибитор играет роль антитоксина в системе 
межбактериальной конкуренции, достаточно, 
чтобы его концентрация в клетке была про-
порциональна концентрации протеазы. Впро-
чем, независимая регуляция позволяет реали-
зовать оба варианта и в целом, несомненно, 
имеет больший потенциал. В  этом контек-
сте независимая регуляция генов, вероятно, 
возникает при увеличении числа функций 
пары ЭПИ–ППП.

Наличие Phin в культуральной среде, в от-
личие от  M4in, наблюдаемого только внутри 
клеток, также указывает на вероятные раз-
личия в функциях этих ингибиторов. Дей-
ствие  Phin, находящегося вне клеток, может 
быть направлено на регуляцию активности 
PrtS в среде. В то же время мишенью Phin мо-
гут быть и другие ферменты. Это могут быть, 
например, термолизинподобные протеазы, 
продуцируемые микроорганизмами-конку-
рентами, или протеазы организма-хозяина. 
Таким образом, нельзя исключить, что Phin 
имеет биологические функции, не связанные 
с работой PrtS.

Заканчивая обсуждение, следует подчерк-
нуть, что пара Phin и  PrtS у бактерий рода 
Photorhabdus представляется многообещающей 
моделью для исследований фундаментальных 
принципов регуляции протеолиза. Однако 
таким исследованиям должно предшествовать 
выяснение функции этих белков у Photorhabdus 
и детальная характеристика взаимодействия 
Phin и PrtS.
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PRODUCTION AND CHARACTERISATION OF PHOTORIN, 
A NEW PROTEIN PROTEASE INHIBITOR 

FROM THE ENTOMOPATHOGENIC BACTERIA Photorhabdus laumondii

I. M. Berdyshev1#, A. O. Svetlova1#, K. N. Chukhontseva1, M. A. Karaseva1, 
A. M. Varizhuk2, V. V. Filatov3, S. Y. Kleymenov4,5, S. V. Kostrov1, and I. V. Demidyuk1*

1 National Research Centre “Kurchatov Institute”, 123182 Moscow, Russia; e-mail: ilyaduk@yandex.ru
2 Moscow Institute of Physics and Technology, State University, 141701 Dolgoprudny, Moscow Region, Russia

3 Chernogolovka Branch of the N. N. Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, 
Russian Academy of Sciences, 142432 Chernogolovka, Moscow Region, Russia

4 Bach Institute of Biochemistry, Research Center of Biotechnology, Russian Academy of Sciences, 
119071 Moscow, Russia

5 Koltzov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, 119334 Moscow, Russia

Entomopathogenic bacteria of the genus Photorhabdus secrete protease  S (PrtS), which is considered 
as a virulence factor. We found that in Photorhabdus genomes, immediately after the prtS genes, there are 
genes that encode small hypothetical proteins homologous to emfourin, a recently discovered protein inhib-
itor of metalloproteases. Emfourin-like inhibitor gene from Photorhabdus laumondii subsp. laumondii TT01 
was cloned and expressed in Escherichia coli cells. The recombinant protein, named photorin (Phin), was 
purified by metal chelate affinity and gel permeation chromatography and characterized. It has been estab-
lished that Phin is a monomer and inhibits the activity of protealysin and thermolysin, which, like PrtS, 
belong to the M4 peptidase family. The inhibition constants were 1.0 ± 0.3 and 10 ± 2 μM, respectively. 
It was also demonstrated that Phin is able to suppress the proteolytic activity of P. laumondii culture broth 
(half-maximal inhibition concentration 3.9 ± 0.3 nM). Polyclonal antibodies to Phin were obtained, and it 
was shown by immunoblotting that P. laumondii cells produce Phin. Thus, the prtS genes in entomopatho-
genic bacteria of the genus Photorhabdus are colocalized with the genes of emphorin-like inhibitors, which 
probably regulate the activity of the enzyme during infection. Strict regulation of the activity of proteolytic 
enzymes is essential for the functioning of all living systems. At the same time, the principles of regula-
tion of protease activity by protein inhibitors remain poorly understood. Bacterial protease-inhibitor pairs, 
such as the PrtS and Phin pair, are a promising model for in  vivo studies of these principles. Bacteria of 
the genus Photorhabdus have a complex life cycle with multiple hosts, being both nematode symbionts and 
powerful insect pathogens. This provides a unique opportunity to use the PrtS and Phin pair as a mod-
el for studying the principles of regulation of protease activity by proteinaceous inhibitors in the context 
of bacterial interactions with different types of hosts.

Keywords: proteinaceous protease inhibitor, Photorhabdus, entomopathogenic bacteria, protealysin, emfourin, 
photorin
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Метилотрофные дрожжи Komagataella phaffii активно используются в биотехнологии для синтеза 
рекомбинантных белков. В связи с высокой практической значимостью этих дрожжей необычай-
но важным является тщательный подбор условий культивирования и оптимизация состава сред. 
В данной работе на уровне транскриптома было изучено влияние дефицита биотина на экспрес-
сию генов у этих дрожжей. Было показано, что ответ клеток K. phaffii на недостаток биотина сильно 
зависит от источника углерода в среде. В средах, содержащих глицерин, дефицит биотина приводил 
к активации генов метаболизма биотина, глиоксилатного цикла и синтеза ацетил-CоА в цитоплаз-
ме, а также подавлению генов глюко- и липогенеза. В средах, содержащих метанол, дефицит био-
тина в первую очередь приводил к подавлению генов, вовлеченных в синтез белков, и активации 
ответа клетки на окислительный стресс.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Komagataella phaffii, биотин, глицерин, метанол, транскриптомный анализ, диффе-
ренцированная экспрессия генов.
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Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода; ЦТК – цикл трикарбоновых кислот; DAPA – 7,8-диами-
нопеларгонат; DHAP  – дигидроксиацетонфосфат; GAP – глицеральдегид-3-фосфат; KAPA  – 8-амино-7-оксонаноат; 
OxAc – оксалоацетат; PEP – фосфоенолпируват; PEPCK – фосфоенолпируваткарбоксикиназа.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Дрожжи Komagataella phaffii (также извест-
ные как Pichia pastoris) – высокоэффективный 
продуцент рекомбинантных белков. Они ис-
пользуются для синтеза интерлейкинов, ин-
терферонов, антимикробных пептидов, фер-
ментов и множества других белков, а также 
пищевых добавок [1].

Благодаря особенностям физиологии и 
метаболизма K. phaffii обладают рядом пре-
имуществ в качестве системы экспрессии. Эти 
дрожжи обеспечивают правильную укладку 
гетерологичных эукариотических белков и их 
посттрансляционные модификации, такие как 
гликозилирование и формирование дисуль-
фидных связей. Недавно для K. phaffii были 
также разработаны методы модификации си-
стем гликозилирования, которые позволяют 
синтезировать в этих дрожжах белки, гликози-
лированные по типу белков млекопитающих 

и человека [1]. Из-за низкого уровня секреции 
собственных эндогенных белков K. phaffii при-
влекательны в качестве системы для синтеза 
секреторных белков. Эти дрожжи относятся к 
так называемым «Крэбтри-негативным» дрож-
жам, которые характеризуются дыхательным 
типом метаболизма. В  связи с этим K. phaf-
fii демонстрируют большую скорость роста 
и высокую плотность клеток при культиви-
ровании на сравнительно простых и дешевых 
средах [2, 3].

K.  phaffii способны утилизировать раз-
личные источники углерода, в частности, 
глицерин и метанол. В  ходе окислительного 
метаболизма глицерин фосфорилируется с 
образованием глицерин-3-фосфата, который 
затем окисляется до дигидроксиацетонфосфа-
та (DHAP). DHAP преобразуется в глицераль-
дегид-3-фосфат  (GAP) и вступает в путь гли-
колиза. В  качестве альтернативы GAP может 
вступать в реакции глюконеогенеза за счет ак-
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тивности цитозольных альдолаз, которые ката-
лизируют обратимое преобразование DHAP 
и  GAP в фруктозо-1,6-бисфосфат  (F-1,6-BP). 
F-1,6-BP превращается в фруктозо-6-фосфат, 
который может вступать в реакции пентозо-
фосфатного пути [4].

Утилизация метанола в клетках K. phaffii 
начинается с окисления метанола до форм-
альдегида под действием алкогольоксидазы. 
Этот процесс происходит в пероксисомах. За-
тем формальдегид может быть окислен в пути 
диссимиляции либо ассимилирован клеткой 
за счет конденсации с ксилулозо-5-фосфа-
том  (Xu5P). В  результате последней реакции 
Xu5P и формальдегид преобразуются в дигид-
роксиацетон и  GAP, которые далее метаболи-
зируются в цитоплазме [5].

Экспрессия генов метаболизма метанола 
(MUT-генов) строго регулируется в зависимо-
сти от источника углерода: она подавляется в 
присутствии глюкозы или глицерина в среде и 
индуцируется в присутствии метанола. Силь-
ные метанол-индуцируемые промоторы MUT-
генов, такие как промотор гена алкоголь-
оксидазы  1 (AOX1), широко используются для 
экспрессии гетерологичных генов в K. phaffii.

Производство белков в K. phaffii обычно 
происходит с использованием двухстадийной 
схемы культивирования, чтобы разобщить 
процессы накопления биомассы и синтеза бел-
ка. На первой стадии дрожжевые клетки выра-
щивают в среде с глицерином. В  таких усло-
виях экспрессия гетерологичных генов под 
контролем промотора  AOX1 подавлена. После 
переноса клеток в среду, содержащую метанол, 
происходит индукция синтеза белка. В  связи 
с важностью K. phaffii как объекта биотехно-
логии в настоящее время активно изучается 
влияние состава культивационной среды на 
физиологию этих дрожжей [6–11].

Биотин (или витамин H) является важным 
компонентом, необходимым для роста разных 
организмов. Он играет значительную роль как 
кофактор ферментов, катализирующих реак-
ции карбоксилирования в процессах липо-
генеза, глюконеогенеза и метаболизма ами-
нокислот. Было также показано, что биотин 
участвует в контроле метаболизма углерода и 
адаптации к изменениям в содержании источ-
ника углерода в среде [12].

Бактерии, растения и некоторые низшие 
грибы способны синтезировать биотин de novo. 
Многие другие организмы вынуждены полу-
чать этот витамин из пищи. В отличие от боль-
шинства микроорганизмов, некоторые виды 
дрожжей, включая K. phaffii и большинство 
штаммов Saccharomyces cerevisiae, потеряли 

способность синтезировать биотин самостоя-
тельно. Метаболизм биотина и последствия 
биотинового голодания изучались в основном 
у дрожжей S. cerevisiae, и очень мало известно 
об этих процессах у K. phaffii.

Дрожжи S. cerevisiae имеют 6 биотин-зави-
симых ферментов, вовлеченных в метаболизм 
сахаров, жиров и аминокислот: цитоплазма-
тическая  (Acc1) и митохондриальная  (Hfa1) 
ацетил-CoA карбоксилазы; пируваткарбокси-
лазы  Pyc1, Pyc2; амидолиаза мочевины  Dur1,2 
и кофактор аминоацилирования тРНК Arc1. 
Ковалентное присоединение биотина к бел-
кам  Pyc1,2 и  Acc1 осуществляется биотин-
протеинлигазой Bpl1  [13]. Несмотря на то что 
большинство штаммов S. cerevisiae являются 
ауксотрофами по биотину, они способны син-
тезировать биотин из таких предшественников, 
как 8-амино-7-оксонаноат (KAPA), 7,8-диами-
нопеларгонат (DAPA) и детиобиотин. Фермен-
ты, обеспечивающие превращение KAPA че-
рез DAPA и детиобиотин в биотин кодируются 
генами BIO3, BIO4, BIO2. Транспортер биоти-
на Vht1 обеспечивает поглощение экзогенного 
биотина, а его предшественники транспор-
тируются через мембранный белок  Bio5  [13]. 
Некоторые штаммы S. cerevisiae также распо-
лагают генами BIO1 и BIO6, чьи продукты уча-
ствуют в вышележащих этапах биосинтеза био-
тина. Они обеспечивают образование KAPA из 
пимелиновой кислоты, что позволяет клеткам 
медленно расти на среде без биотина [14].

Дрожжи K. phaffii имеют только ортолог 
гена BIO2, позволяющего расти на среде с де-
тиобиотином, тогда как остальные гены био-
синтеза биотина у них отсутствуют. Было по-
казано, что K. phaffii способны расти на среде 
с KAPA и DAPA или на среде без биотина толь-
ко после интеграции и сверхэкспрессии соот-
ветствующих генов S. cerevisiae. Таким об разом, 
штаммы K. phaffii, используемые для производ-
ства белков, нуждаются в добавлении большого 
количества этого витамина в среду [15].

Целью данного исследования является из-
учение влияния дефицита биотина на экспрес-
сию генов в клетках K. phaffii на уровне тран-
скриптома.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы и условия культивирования. В  ра-
боте использовался штамм дрожжей K.  phaf-
fii X-33 («Thermo Fisher Scientific», США).

Модификации стандартных сред BMG 
(buffered minimal glycerol) и BMM  (buffered 
minimal methanol) с разными концентрациями 
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биотина использовались для культивирова-
ния K. phaffii и транскриптомного анализа. 
Сначала приготовили исходные растворы 
сред  BMG и  BMM без биотина. Они содер-
жали 100 мМ фосфата калия (pH 6,0), 1% гли-
церина (для сред  BMG) или 0,5%  метанола 
(для сред BMM), а вместо коммерческой сме-
си  YNB (содержащей биотин) была использо-
вана соответствующая смесь витаминов (за ис-
ключением биотина), солей, источников азота 
и микроэлементов (таблица). Смесь была со-
ставлена на основе рецепта коммерческой YNB 
без аминокислот, содержащей сульфат аммо-
ния («Sigma-Aldrich», США; #Y0626 KG).

Среды BMG и BMM без биотина обозна-
чены как  BMG(B–) и  BMM(B–). BMG(B+) 
и  BMM(B+) содержали биотин в концентрации 
2 мкг/литр (2 × 10–7%). BMG(B++) и BMM(B++) 
содержали 400 мкг/литр (4 × 10–5%) биотина.

Клетки дрожжей культивировались при 30 °C.
Культивирование клеток K. phaffii для тран-

скриптомного анализа. В 300 мл среды BMG(B+) 
с глицерином и BMM(B+) с метанолом вноси-
ли клетки штамма  Х-33. После 22 ч культиви-
рования из каждой культуры отбирали 2  рав-
ных объема (по  90 мл). Клетки из этих объе -
мов собирали с помощью центрифугирова-
ния (10 мин при 3000 g). Для каждого варианта 
источника углерода клетки из одной пробы 
разводили в  90 мл среды с соответствующим 
источником углерода и без биотина. Клетки 
из второй пробы разводили в  90 мл соответ-
ствующей среды с концентрацией биотина 
400 мкг/литр. Из каждой пробы отбирали 
по 3 объема по 20 мл и культивировали их от-
дельно в течение 24 ч.

Выделение РНК и приготовление библиотек. 
Тотальная РНК была выделена из клеток с ис-
пользованием набора YeaStar RNA Kit («Zymo 
Research», США; #R1002). После выделения 
пробы обрабатывали ДНКазой («Thermo Fish-
er Scientific»; #EN0525) и очищали с помо-
щью набора CleanRNA Standard («Евроген», 
Россия; #BC033). Качество выделенной РНК 
оценивали с помощью агарозного гель-элек-
трофореза.

300  нг тотальной РНК каждого образца 
использовали для приготовления библиотек 
с помощью набора QuantSeq 3′ mRNA-Seq Li-
brary Prep Kit FWD for Illumina («Lexogen», Ав-
стрия; #015.96). Качественный и количествен-
ный анализ образцов производили с помощью 
флуориметра Qubit и капиллярного электро-
фореза в системе Agilent  2200 TapeStation 
System («Agilent Technologies», США). Сек-
венирование производили с помощью набо-
ра MiSeq Reagent Kit  v2 (1 × 300; «Illumina», 

США; #MS-102-2002) на секвенаторе MiSeq 
(«Illumina»).

Биоинформатический анализ. С  помощью 
программы Trimmomatic  [16] были удалены 
адаптеры и индексы и отфильтрованы прочте-
ния. Качество прочтений проверяли с помо-
щью программы FastQC  [17]. Для выравни-
вания использовали геном дрожжей K.  phaffii 

Состав смеси витаминов, солей и микроэлементов

Компонент Концентрация

Витамины

Пантотенат кальция 0,8 мг/литр

Фолиевая кислота 4 мкг/литр

Инозитол 4 мг/литр

Никотиновая кислота 0,8 мг/литр

4-Аминобензойная кислота 0,4 мг/литр

Пиридоксин HCl 0,8 мг/литр

Рибофлавин 0,4 мг/литр

Тиамин HCl 0,8 мг/литр

Микроэлементы

Борная кислота 1 мг/литр

Сульфат меди 0,08 мг/литр

Йодид калия 0,2 мг/литр

Хлорид железа (III) 0,4 мг/литр

Сульфат марганца 0,8 мг/литр

Молибдат натрия 0,4 мг/литр

Сульфат цинка 0,8 мг/литр

Соли

Одноосновный фосфат калия 1 г/литр

Сульфат магния 0,5 г/литр

Хлорид натрия 0,1 г/литр

Хлорид кальция 0,1 г/литр

Сульфат аммония 5 г/литр
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(ASM2700v1) и аннотацию из базы дан-
ных NCBI (National Center for Biotechnology 
Information). Прочтения выравнивали с помо-
щью hisat-2  [18] со стандартными парамет-
рами. После выравнивания прочтения отсор-
тировали и проиндексировали с помощью 
samtools  [19]. Для подсчета количества вырав-
ненных прочтений использовали программу 
featureCounts  [20]. Анализ дифференциаль-
ной экспрессии генов проводили при помощи 
языка программирования  R (версия  3.6.3) и 
библиотеки  DESeq2 (версия  1.24.0)  [21]. Для 
дальнейшего анализа использовались гены, 
скорректированное значение p-value кото-
рых было меньше  0,05 и значение логарифма 
изменения экспрессии (log2FoldChange) было 
больше 0,5 по модулю.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Культивирование клеток K. phaff ii для тран-
скриптомного анализа. Биотин в концентрации 
2 мкг/литр часто используется для культивиро-
вания дрожжей S.  cerevisiae, тогда как гораздо 
более высокие концентрации рекомендуется 
использовать для K.  phaffii. В  нашем иссле-
довании мы культивировали клетки K.  phaffii 
в  2  этапа. Сначала мы растили штамм Х-33 в 
средах BMG(B+) и  BMM(B+). На  этом эта-
пе мы использовали концентрацию биотина 
2 мкг/литр, чтобы на последующих этапах куль-
тивирования эффекты голодания по биотину 
проявились быстрее и ярче. При культиви-
ровании K. phaffii для производства реком-
бинантных белков используются разные ис-

точники углерода. Поэтому мы исследовали 
влияние недостатка биотина при росте этих 
дрожжей на средах с глицерином и метанолом 
в качестве источников углерода и энергии.

На втором этапе клетки собирали с помо-
щью центрифугирования и переносили на сре-
ды с соответствующим источником углерода и 
разными концентрациями биотина: BMG(B–) 
и  BMM(B–) без биотина; BMG(B++) и 
BMM(B++)  – с биотином в концентрации 
400 мкг/литр. После 24 ч культивирования из 
клеток выделяли тотальную РНК для после-
дующего транскриптомного анализа. Схема 
культивирования представлена на рис. 1.

Чтобы показать, что полученные резуль-
таты достоверно отражают изменения в экс-
прессии генов, мы сравнили транскриптомные 
данные, полученные из культур, выращенных 
на средах с высоким содержанием биотина и 
разными источниками углерода – метанолом и 
глицерином (BMG(B++) против  BMM(B++)). 
Аналогичный анализ ранее проводился и в 
других исследованиях  [22–24]. Рост клеток 
K. phaffii на таких разных источниках угле-
рода приводит к значительным изменениям 
в экспрессии генов. Среди 1607  генов, про-
демонстрировавших изменение экспрессии, 
мы проанализировали те, которые вовлече-
ны в метаболизм метанола. Как и ожидалось, 
гены алкогольоксидазы (PAS_chr4_0821, PAS_
chr4_0152), гены, вовлеченные в диссимиля-
ционный (PAS_chr3_1028, PAS_chr3_0867, PAS_
chr3_0932) и ассимиляционный (PAS_chr3_
0832, PAS_chr3_0834, PAS_chr3_0841, PAS_
chr3_0951) пути метаболизма метанола, а также 
гены биогенеза пероксисом (PAS_chr2-2_0186, 

Рис. 1. Схема культивирования. NGS – секвенирование нового поколения (next generation sequencing)
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PAS_chr4_0794) были индуцированы в присут-
ствии метанола и репрессированы на глицери-
не. Эти результаты, а также данные по другим 
генам, которые далее будут обсуждаться в этой 
работе, приведены в табл. П1 в Приложении.

Далее мы сосредоточились на изучении 
влияния биотинового голодания на клетки 
K. phaffii, выращенные в средах с различными 
источниками углерода. Для этого транскрип-
томные данные, полученные после культи-
вирования в среде с глицерином и высоким 
содержанием биотина, сравнивали с анало-
гичной средой без биотина (BMG(B++) про-
тив BMG(B–)). Такой же анализ проводили для 
среды с метанолом в качестве источника угле-
рода (BMM(B++) против  BMM(B–)). Резуль-
таты анализа с использованием DESeq2 для 
генов, характеризующихся дифференциаль-
ной экспрессией при голодании по биотину, 
приведены в табл. П2 в Приложении для сред с 
глицерином (BMG(B++) против BMG(B–)) и 
в табл. П3 в Приложении – для сред с метано-
лом (BMM(B++) против BMM(B–)).

Влияние дефицита биотина на экспрессию 
генов в клетках K. phaff ii, выращенных на гли-
церине. Транскриптомный анализ показал, что 
голодание по биотину оказывает сравнительно 
слабое влияние на экспрессию генов в клет-
ках K. phaffii, использующих глицерин в каче-
стве источника углерода. Заметное изменение 
активности было отмечено только для 22 генов 
(табл. П4 в Приложении). Среди них экспрес-
сия 14 генов была повышена, а 8 – понижена в 
условиях голодания по биотину. Гены, проде-
монстрировавшие повышенную экспрессию, 
вовлечены в метаболизм биотина и тиамина, 
глиоксилатный цикл, транспорт мочевины, 
окисление ацетальдегида, синтез ацетил-CoA 
и его карнитин-опосредованный транспорт.

Среди активированных генов первую груп-
пу составляют гены метаболизма биотина, ко-
дирующие биотинпермеазу (PAS_FragB_0023), 
биотинсинтазу  Bio2 (PAS_chr1-3_0052) и био-
тин-протеинлигазу (PAS_chr3_0569). Таким об-
разом, недостаток биотина приводит к повы-
шению экспрессии генов, обеспечивающих 
транспорт биотина, биосинтез биотина из его 
предшественника детиобиотина и ковалентное 
присоединение биотина к апоферментам. Эти 
результаты согласуются с более ранними рабо-
тами, посвященными регуляции метаболизма 
биотина в S. cerevisiae. В этих дрожжах недоста-
ток биотина приводил к повышению экспрессии 
генов пермеазы биотина  (VHT1), биотинсинта-
зы (BIO2) и биотин-протеинлигазы (BPL1). Ре-
гуляция этих генов зависит от транскрипцион-
ного фактора Vhr1, который является сенсором 

биотина и связывается с регуляторными участ-
ками BRE (biotin response element), расположен-
ными в промоторах регулируемых генов [25, 26].

В клетках, выращенных в условиях недо-
статка биотина, помимо генов биотинового 
метаболизма, была отмечена активация генов, 
вовлеченных в синтез тиамина. Тиамин явля-
ется важным соединением для клеточного 
энергетического метаболизма, поскольку его 
производные служат кофакторами для различ-
ных ферментов, таких как транскетолазы, пи-
руватдекарбоксилазы, пируватдегидрогеназы 
и оксоглутаратдегидрогеназы. Таким образом, 
тиамин необходим для реакций окислительно-
го декарбоксилирования пирувата, цикла три-
карбоновых кислот  (ЦТК) и пентозофосфат-
ного пути. У S. cerevisiae синтез тиамина de novo 
является энергетически затратным процессом. 
Поэтому он запускается только при очень низ-
ком внутриклеточном уровне тиаминпирофос-
фата  [13]. Помимо роли тиамина в качестве 
кофактора ферментов, показано, что он также 
задействован в ответе клеток на абиотический 
стресс. В частности, экспрессия генов синтеза 
тиамина активировалась при окислительном 
и осмотическом стрессе  [27, 28]. Таким обра-
зом, активация генов, вовлеченных в синтез 
тиамина, в голодающих по биотину дрожжах 
K. phaffii может указывать на то, что в таких 
условиях в клетках возникает повышенная по-
требность в тиамине.

Экспрессия генов, кодирующих ключе-
вые ферменты глиоксилатного цикла, изоцит-
ратлиазу (PAS_chr1-4_0338) и малатсинтазу 
(PAS_chr4_0191) возрастала в условиях голо-
дания по биотину  (рис. 2). Глиоксилатный 
цикл протекает в пероксисомах и превращает 
двухуглеродные соединения в четырехугле-
родную молекулу  – сукцинат, который затем 
входит в  ЦТК. У  S. cerevisiae глиоксилатный 
цикл позволяет использовать двухуглеродные 
субстраты (такие как ацетат или этанол) для 
генерации предшественников для синтеза са-
харов и других органических соединений. Гли-
оксилатный цикл также играет важную роль в 
преобразовании ацетил-CoA, образованного в 
результате β-окисления жирных кислот. Регу-
ляция генов изоцитратлиазы и малатсинтазы 
осуществляется в зависимости от источника 
углерода в среде. Синтез этих ферментов ре-
прессирован в клетках S. cerevisiae, выращен-
ных на глюкозе, и дерепрессирован в среде без 
глюкозы  [29]. Повышенная экспрессия генов, 
кодирующих эти ферменты у K. phaffii, испы-
тывающих дефицит биотина, свидетельствует 
об участии биотина в адаптации клеток к раз-
личным источникам углерода.
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Рис. 2. Предполагаемая схема влияния дефицита биотина на метаболизм в клетках K. phaffii при росте на глицерине. 
Зеленым цветом отмечены белки и процессы, которые активируются при дефиците биотина; красным  – репресси-
руются. Оранжевым обозначены процессы, в которых задействованы биотинзависимые ферменты. α-KG  – α-кето-
глутарат; Ac – ацетат; Ac-CoA – ацетил-CоА; Acc1 – ацетил-СоА карбоксилаза; Acs2 – ацетил-СоА синтетаза 2 (ор-
толог гена S.  cerevisiae  ACS2; PAS_chr3_0403); Cat2  – карнитин-ацетилтрансфераза (ортолог гена S.  cerevisiae  CAT1; 
PAS_chr3_0069); Cit  – цитрат; Dur1,2  –амидолиаза мочевины; Fum  – фумарат; Glx  – глиоксилат; ICit  – изоци-
трат; ICL – изоцитратлиаза (ген PAS_chr1-4_0338); Mlt – малат; MS –малатсинтаза (ортолог гена S. cerevisiae DAL7; 
PAS_chr4_0191); OxAc – оксалоацетат; PEP – фосфоенолпируват; PEPCK – фосфоенолпируваткарбоксикиназа (ген 
PAS_FragB_0061); Pyc1,2 – пируваткарбоксилаза; Pyr – пируват; Suc – сукцинат; Suc-CoA – сукцинил-СоА; Yat1 – 
карнитин-ацетилтрансфераза (ортолог гена S. cerevisiae YAT1; PAS_chr1-4_0074)

Некоторые гены, участвующие в синтезе 
ацетил-СоА в цитоплазме (PAS_chr3_0403; ор-
толог гена S. cerevisiae ACS2) и карнитин-опо-
средованном транспорте ацетил-СоА (PAS_
chr3_0069, PAS_chr1-4_0074), активировались 
в клетках, культивированных в среде с дефи-
цитом биотина (рис. 2). В дрожжах ацетил-CоА 
может образовываться: в митохондриях во вре-
мя окисления пирувата; в пероксисомах – че-
рез окисление жирных кислот; в цитоплазме – 
посредством деградации неферментируемых 
источников углерода. ACS2  – это ацетил-CoA 
синтетаза 2 (ацетат-CoA лигаза 2) S. cerevisiae, 
которая обеспечивает превращение пирува-
та в ацетил-CoA в цитоплазме (PDH  bypass). 
Известно, что этот фермент является постав-
щиком ацетил-CoA для ацетилирования ги-
стонов  [30,  31]. Ацетил-CoA, образованный в 
цитоплазме или пероксисомах, транспортиру-
ется в митохондрии, чтобы вступить в  ЦТК, с 
помощью системы карнитин-опосредованного 
транспорта [32]. Было показано, что при голо-
дании по биотину в S. cerevisiae ацетил-CoA ак-
тивно транспортировался в митохондрии. Это 
приводило к гиперацетилированию митохон-
дриальных белков, что, в свою очередь, влияло 
на окислительно-восстановительный баланс 
клетки [33]. Активация экспрессии генов ком-
понентов карнитиновой челночной системы 

у  K. phaffii, предназначенных для транспорта 
ацетил-CоA в митохондрии, указывает на то, 
что подобные процессы могут иметь место и в 
клетках этих дрожжей при дефиците биотина.

Активация гена митохондриальной альде-
гиддегидрогеназы (PAS_chr3_0987) во время 
биотинового голодания у  K. phaffii согласу-
ется с действием биотина на митохондрии. 
Активированный ген K. phaffii является орто-
логом митохондриальной альдегиддегидро-
геназы (ALD5) S. cerevisiae. Известно, что этот 
фермент играет скорее регулирующую роль в 
митохондриальном дыхании, чем метаболиче-
скую. Повышение его активности связано со 
снижением дыхательной способности, которая 
зависит от работы митохондриального ком-
плекса переноса электронов [34].

Среди генов, репрессированных в средах с 
дефицитом биотина, были гены, участвующие 
в глюконеогенезе, транспорте меди, детокси-
кации формиата, синтезе жирных кислот и их 
β-окислении, регуляции клеточного цикла, 
образовании почек и репарации ДНК.

Экспрессия фосфоенолпируваткарбокси-
киназы (PEPCK; ген PAS_FragB_0061) по-
давлялась в средах с дефицитом биотина. 
PEPCK катализирует превращение оксалоаце-
тата (OxAc) в фосфоенолпируват (PEP), кото-
рый вступает в путь глюконеогенеза. Обратное 



ВЛИЯНИЕ БИОТИНА НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ У K. phaffi  i 1661

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

превращение PEP в OxAc катализируется био-
тинзависимой пируваткарбоксилазой. В  усло-
виях дефицита биотина этот путь синтеза 
OxAc подавляется. Однако OxAc также может 
быть синтезирован через глиоксилатный цикл 
с помощью изоцитратлиазы и малатсинтазы. 
Согласно нашим результатам, гены этих фер-
ментов действительно активировались у голо-
дающих по биотину K. phaffii (рис. 2).

Наблюдаемое подавление PEPCK также со-
гласуется с результатами работы Kumar и Ran-
garajan  [35]. В  этом исследовании сообщалось 
о регуляции экспрессии PEPCK в зависимости 
от концентрации биотина. Экспрессия PEPCK 
регулируется белком ROP (репрессор PEPCK), 
который обеспечивает катаболитную репрес-
сию PEPCK в клетках K.  phaffii, выращен-
ных в среде с избытком глюкозы и дефици-
том биотина. ROP также участвует в регуляции 
метаболизма метанола в качестве репрессора 
гена AOX1 [36].

При недостатке биотина в дрожжах 
K. phaffii также понижалась экспрессия гена 
альтернативной оксидазы. Она осуществляет 
перенос электронов от убихинона напрямую 
на кислород, значительно сокращая стандарт-
ный путь транспорта электронов. Функции 
альтернативной оксидазы разнообразны. Она 
может участвовать в защите клетки от актив-
ных форм кислорода  (АФК), осмотического 
стресса, воздействия  H2O2 или ингибиторов 
основной дыхательной цепи. У  K. phaffii аль-
тернативная оксидаза, вероятно, вносит боль-
шой вклад в жизнеспособность клеток. Было 
показано, что сверхэкспрессия ее гена немно-
го увеличивает скорость роста, в то время как 
его удаление приводит к усилению окисли-
тельного стресса и гибели клеток. Также сооб-
щалось, что его экспрессия зависит от уровня 
глюкозы в среде и снижается при истощении 
источника углерода  [37]. Такая взаимосвязь 
экспрессии гена альтернативной оксидазы и 
доступности источника углерода также согла-
суется с представлением о том, что биотиновое 
голодание нарушает углеродный метаболизм в 
клетках K. phaffii.

Обобщая результаты транскрипционного 
анализа экспрессии генов дрожжей K.  phaf fii, 
выращенных на средах с глицерином при дефи-
ците биотина, можно сделать вывод, что био-
тин играет важную роль в углеродном обмене. 
Недостаток биотина провоцировал перестрой-
ку клеточного метаболизма, сопровождаю-
щуюся усилением активности глиоксилатного 
цикла и синтеза ацетил-CоА в цитоплазме; в 
то же время глюконеогенез и липогенез были 
репрессированы. Сходные результаты были 

получены Ortega-Cuellar  et  al.  [12] на дрожжах 
S. cerevisiae. Показано, что у этих дрожжей, 
выращенных на средах без биотина в услови-
ях избытка глюкозы, активно экспрессируют-
ся гены, обеспечивающие высокоаффинный 
транспорт глюкозы, карнитин-опосредован-
ный транспорт ацетил-CoA, работу  ЦТК, 
окисление жирных кислот и прохождение 
глиоксилатного цикла. При этом экспрессия 
генов липогенеза репрессируется. Таким обра-
зом, экспрессия генов в клетках S. cerevisiae, 
испытывающих недостаток биотина, соот-
ветствовала условиям дефицита глюкозы, что 
указывает на то, что у дрожжей биотин игра-
ет важную роль в углеродном метаболизме и 
адаптации к разным источникам углерода.

Влияние дефицита биотина на экспрессию 
генов в клетках K. phaff ii, выращенных на мета-
ноле. Более заметные изменения экспрессии 
генов при биотиновом голодании наблюдались 
на среде с метанолом по сравнению с глице-
рином. Среди 153 дифференциально экспрес-
сируемых генов 91 активировался на среде 
без биотина, а 62  были подавлены (табл. П5 
в  Приложении). Интересно, что только 
ген фосфоенолпируваткарбоксикиназы (PAS_
FragB_0061) демонстрировал одинаковый ха-
рактер экспрессии на средах с глицерином и 
метанолом. Ген изоцитратлиазы (PAS_chr1-4_
0338) активировался при дефиците биотина 
в среде с глицерином, но репрессировался 
на среде с метанолом  (рис.  3). Все остальные 
гены, демонстрирующие разную экспрессию 
в зависимости от биотина, были разными в 
условиях метанола и глицерина.

В среде с глицерином при дефиците био-
тина активировались гены метаболизма био-
тина. Однако в среде с метанолом их уровень 
экспрессии существенно не изменялся. Срав-
нение профилей экспрессии генов на средах 
с разными источниками углерода (табл.  П1 
в  Приложении) показывает, что ген биотин-
пермеазы (PAS_FragB_0023) активируется в 
средах с метанолом даже в присутствии высо-
кой концентрации биотина. Помимо гена био-
тинпермеазы, среди 13  генов, которые акти-
вировались при недостатке биотина на средах 
с глицерином, 2  гена также активировались 
на средах с метанолом и высокой концентра-
цией биотина (ген митохондриальной аль-
дегиддегидрогеназы (PAS_chr3_0987) и ген 
ацетат-CоA-лигазы (PAS_chr3_0403)). Среди 
8  генов, экспрессия которых была снижена 
при биотиновом голодании на средах с гли-
церином, 7  генов также репрессировались на 
средах с метанолом и высокой концентраци-
ей биотина (PAS_FragB_0061, PAS_chr4_0181, 
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Рис. 3. Предполагаемая схема влияния дефицита биотина на метаболизм в клетках K. phaffii при росте на метаноле. 
Зеленым цветом отмечены белки и процессы, которые активируются при дефиците биотина; красным  – репресси-
руются. Оранжевым обозначены процессы, в которых задействованы биотинзависимые ферменты. α-KG  – α-кето-
глутарат; Ac  – ацетат; Ac-CoA  – ацетил-CоА; Acc1  – ацетил-СоА карбоксилаза; AGT  – аланин-глиоксилат амино-
трансфераза (ген PAS_chr4_0416); ALS – ацетолактатсинтаза (ген PAS_chr4_0228); Cit – цитрат; Dur1,2 – амидолиаза 
мочевины; Dur3  – транспортер мочевины (ортолог гена S.  cerevisiae  DUR3; PAS_chr4_0439); Fum  – фумарат; Glx  – 
глиоксилат; GOGAT – глутаматсинтаза (ген PAS_chr3_1024); His4 – гистидинол-дегидрогеназа (ген PAS_chr1-4_0160); 
HPA  – гистидинол-фосфат-аминотрансфераза (ген PAS_chr2-1_0684); ICit  – изоцитрат; ICL  – изоцитратлиаза 
(ген PAS_chr1-4_0338); Mlt – малат; OxAc – оксалоацетат; PEP – фосфоенолпируват; PEPCK – фосфоенолпируват-
карбоксикиназа (ген PAS_FragB_0061); Pyc1,2 – пируваткарбоксилаза; Pyr – пируват; Suc – сукцинат; Suc-CoA – сук-
цинил-СоА

PAS_chr3_0408, PAS_chr2-2_0267, PAS_chr1-1_
0108, PAS_chr2-2_0484, PAS_chr4_0352).

Можно предположить, что в том случае, 
когда клетки K.  phaffii растут на среде с мета-
нолом в качестве источника углерода, им тре-
буется больше биотина, чем при росте на среде 
с глицерином. Таким образом, в среде с мета-
нолом процессы, несколько сходные с био-
тиновым голоданием, наблюдаются даже при 
высокой концентрации биотина. Это частично 
объясняет различие между группами диффе-
ренциально экспрессируемых генов в средах 
с разными источниками углерода. На  средах 
с метанолом и высокой концентрацией био-
тина некоторые гены уже демонстрируют 
уровни экспрессии, сходные с наблюдаемыми 
на средах с глицерином и без биотина (напри-
мер, ген пермеазы биотина PAS_FragB_0023). 
При переносе клеток на среды с метанолом и 
без биотина эти гены сохраняют свой уровень 
экспрессии.

Самую большую группу генов, экспрессия 
которых снижается при биотиновом голода-
нии на средах с метанолом, составляют гены, 
связанные с синтезом белков. Шесть из этих 
генов кодируют белки малой субъединицы 
рибосомы (PAS_chr4_0247, PAS_chr1-1_0077, 
PAS_FragD_0015, PAS_chr1-4_0423, PAS_
chr2-1_0784, PAS_chr2-1_0482); 8  генов коди-
руют белки большой субъединицы рибосомы 

(PAS_chr1-1_0345, PAS_chr4_0814, PAS_chr1-4_
0352, PAS_chr4_0208, PAS_chr1-4_0412, PAS_
chr4_0107, PAS_chr1-1_0337, PAS_chr1-4_0275). 
Другие гены участвуют в процессинге рРНК и 
биогенезе 60S-субъединицы рибосомы (PAS_
chr4_0464, PAS_chr1-1_0446), процессинге 
тРНК (PAS_chr1-4_0457) и аминоацилирова-
нии (PAS_chr3_0949, PAS_chr2-1_0346).

При дефиците биотина на среде с мета-
нолом подавляются гены, вовлеченные в био-
синтез аминокислот. К  ним относятся гены, 
кодирующие аланин-глиоксилат аминотранс-
феразу (PAS_chr4_0416), ацетолактатсинтазу 
(PAS_chr4_0228), глутаматсинтазу (PAS_chr3_
1024), гамма-глутамилфосфатредуктазу (PAS_
chr4_0665), гистидинол-фосфат-аминотранс-
феразу (PAS_chr2-1_0684), треониндезаминазу 
(PAS_chr1-4_0243) и гистидинол-дегидрогена-
зу (PAS_chr1-4_0160) (рис. 3).

Эти результаты показывают, что на средах 
с метанолом при дефиците биотина подавля-
ется синтез белка. Похожие эффекты наблюда-
лись в клетках S. cerevisiae в условиях ограниче-
ния питательных веществ, включая голодание 
по углероду и азоту  [38–40]. Интересно, что 
в среде с глицерином при дефиците биотина 
не наблюдалось значительное снижение экс-
прессии генов, связанных с синтезом белков. 
Это можно объяснить тем, что метаболизм 
метанола требует синтеза большого количества 
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ферментов для его утилизации, например, ал-
когольоксидазы. Эти ферменты могут состав-
лять до 30% общего содержания белка в клет-
ках K.  phaffii  [41]. По  всей видимости, при 
росте на метаноле в условиях недостатка био-
тина клетки K.  phaffii не могут поддерживать 
такой активный синтез белка и репрессируют 
соответствующие гены.

Большая группа генов, активированных 
в условиях дефицита биотина на метаноле, 
включает в себя гены, связанные с обезвре-
живанием  АФК и окислительно-восстанови-
тельными реакциями клетки. Эти гены коди-
руют тиол-специфические пероксиредоксины 
(PAS_chr1-4_0659, PAS_chr2-1_0502), тиоре-
доксин (PAS_chr4_0284), тиоредоксинпер-
оксидазу (PAS_chr2-2_0220), супероксиддис-
мутазу (PAS_chr4_0786), митохондриальный 
пероксиредоксин (PAS_chr1-1_0433). Среди 
них также можно отметить ген PAS_chr2-2_
0382, который является ортологом гена 
S. cerevisiae  HYR1, кодирующего глутатионпер-
оксидазу, также функционирующую как ре-
цептор перекиси водорода [42]. Ранее для кле-
ток S. cerevisiae также была показана активация 
генов, участвующих в детоксикации АФК и 
клеточных окислительно-восстановительных 
реакциях в условиях недостатка аминокислот 
или азотного голодания [39, 40].

Интересно, что в условиях дефицита био-
тина в среде с глицерином нами не было отме-
чено значительной активации этих генов. Из-
вестно, что утилизация метанола сама по себе 
провоцирует окислительный стресс в клетках 
K. phaffii, и в условиях роста на метаноле клет-
кам необходимо бороться с большим количе-
ством АФК  [43]. Предположительно, дефицит 
биотина может вызывать окислительный стресс 
в клетках K. phaffii. И в среде с метанолом, где 
клетки уже испытывают окислительный стресс, 
это приводит к дальнейшей активации генов, 
участвующих в детоксикации АФК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данном исследовании впервые на уровне 
транскриптома было изучено влияние дефици-
та биотина на экспрессию генов в клетках био-
технологически значимых дрожжей K. phaffii. 
Голодание по биотину приводило к изменению 
экспрессии разных групп генов. Ряд эффектов, 
в частности, активация генов метаболизма био-
тина, глиоксилатного цикла и синтеза ацетил-
CоА в цитоплазме, а также подавление генов 
глюко- и липогенеза ранее также наблюдались 
у модельных дрожжей S. cerevisiae [12]. Некото-

рые эффекты, в частности подавление актив-
ности генов, участвующих в синтезе белков, 
и активация генов, связанных с ответом клет-
ки на окислительный стресс, ранее обнаружи-
вались у S. cerevisiae в ответ на различные ли-
митирующие факторы [38–40].

В нашей работе было впервые продемон-
стрировано, что у дрожжей K. phaffii проявле-
ние и набор наблюдаемых эффектов, вызван-
ных дефицитом биотина, необычайно зависит 
от доступного источника углерода: глицерина 
или метанола. Дефицит биотина вызывал бо-
лее заметные изменения в экспрессии генов 
дрожжей K. phaffii, культивируемых в средах 
с метанолом, по сравнению со средами с гли-
церином. Активация гена биотинпермеазы и 
репрессия ряда генов, наблюдаемые в ответ 
на недостаток биотина при росте в средах с 
глицерином, происходят в средах с метано-
лом даже при высокой концентрации биотина. 
Это может быть связано с различной потреб-
ностью клеток K. phaffii в биотине в зависимо-
сти от доступного источника углерода.

Полученные результаты важны для опти-
мизации условий культивирования при синтезе 
рекомбинантных белков с помощью дрожжей 
K. phaffii с использованием систем культиви-
рования со сменой источника углерода.
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EFFECT OF BIOTIN STARVATION ON GENE EXPRESSION 
IN Komagataella phaffii CELLS

A. S. Makeeva, A. V. Sidorin, V. V. Ishtuganova, M. V. Padkina, and A. M. Rumyantsev*

Department of Genetics and Biotechnology, St. Petersburg State University, 
199034 Saint Petersburg, Russia; e-mail: rumyantsev-am@mail.ru

Methylotrophic yeast Komagataella phaffii are widely used in biotechnology as a host for recombinant pro-
tein production. Due to the practical significance of this yeast, it is extremely important to properly select 
the cultivation conditions and optimize the media composition. In this study the effect of biotin starvation 
on K. phaffii gene expression was investigated at transcriptomic level. It was demonstrated, that K. phaffii 
cell response to biotin deficiency strongly depends on the carbon source in the medium. In media contain-
ing glycerol, biotin deficiency led to activation of genes involved in biotin metabolism, glyoxylate cycle and 
synthesis of acetyl-CoA in cytoplasm, as well as repression of genes, involved in lipo- and gluconeogenesis. 
In methanol containing media, biotin deficiency primarily led to repression of genes, involved in protein 
synthesis, and activation of cell response to oxidative stress.

Keywords: Komagataella phaffii, biotin, glycerol, methanol, transcriptomic analysis, differential gene expression
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Ранее в нашей лаборатории был клонирован ген формиатдегидрогеназы (ФДГ, КФ 1.2.1.2) из термо-
толерантных метилотрофных дрожжей Ogataea parapolymorpha DL-1 (OpaFDH). Рекомбинантный 
фермент с дополнительным аминокислотным остатком глицина (OpaFDH_GK) был получен 
в клетках Escherichia coli в активной и растворимой форме с выходом более 1 г с одного литра среды. 
В  настоящей работе проведено подробное сравнение этого фермента с  ФДГ из других источни-
ков. Среди формиатдегидрогеназ из эукариот OpaFDH имеет самую высокую термостабильность. 
Для выяснения влияния N-концевого остатка на свойства фермента также были получены вари-
анты OpaFDH_K (идентичный природному) и OpaFDH_AK, содержащий на N-конце дополни-
тельный остаток аланина. Показано, что добавление к N-концу остатка  Ala уменьшает в  4  раза 
константу скорости термоинактивации по сравнению с добавлением остатка  Gly. Добавление 
еще 6 остатков гистидина на N-конец OpaFDH_AK приводит к ускорению очистки, практически 
не влияет на кинетические параметры, но несколько снижает температурную стабильность, 
которая, однако, может быть восстановлена до уровня OpaFDH_AK добавлением 0,5 М NaCl.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: формиатдегидрогеназа, Ogataea parapolymorpha DL-1, термотолерантные дрожжи, 
экспрессия в E. coli, каталитические свойства, очистка, температурная стабильность, сайт-направленный 
мутагенез.

DOI: 10.31857/S0320972523090178, EDN: WVQLMP

Принятые сокращения: ФДГ  – формиатдегидрогеназа; CboFDH  – формиатдегидрогеназа из дрожжей Candida 
boidinii; OpaFDH – формиатдегидрогеназа из дрожжей Ogataea parapolymorpha DL-1; PseFDH – формиатдегидрогеназа 
из бактерий Pseudomonas sp. 101.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Формиатдегидрогеназа (ФДГ, КФ  1.2.1.2.) 
катализирует реакцию восстановления кофер-
мента NAD(P)+ до NAD(P)H. ФДГ найдена как 
в прокариотических, так и в эукариотических 
организмах (растениях, дрожжах и микроско-
пических грибах), где играет важную физио-
логическую роль в обеспечении клетки энер-
гией  [1–4]. Формиатдегидрогеназа является 

высокоэффективным биокатализатором для 
регенерации кофермента NADH или NADPH 
в  процессах синтеза оптически активных со-
единений  [1]. Преимуществами ФДГ являют-
ся: 1) практически полная необратимость ката-
лизируемой реакции, 2)  продукт реакции CO2 
не загрязняет целевой продукт, 3)  невысокая 
стоимость субстрата – формиат-иона и 4) ши-
рокий pH-оптимум активности и стабильности 
фермента. Примером практического процесса 
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хирального синтеза является разработанный 
и реализованный компанией «Evonik» (ранее 
«Degussa») еще в середине 90-х  гг. прошлого 
века процесс получения L-трет-лейцина  – 
прекурсора при получении пептидов, которые 
используются в качестве ингибиторов протеа-
зы ВИЧ и антираковых агентов  [5]. Регенера-
ция восстановленного NADH в этом процессе 
осуществляется с помощью ФДГ из дрожжей 
Candida boidinii  (CboFDH). Вплоть до настоя-
щего времени данный процесс является самым 
крупномасштабным процессом хирального 
синтеза с использованием индивидуальных 
ферментов [1]. Эффективность процесса могла 
бы быть значительно выше при использовании 
более стабильной ФДГ. Поэтому создание фер-
мента с оптимальными свойствами для про-
мышленного использования является важной 
биотехнологической задачей. На  настоящий 
момент проведено клонирование множества 
генов формиатдегидрогеназы. Одним из наи-
более изученных ферментов является ФДГ из 
метилотрофных бактерий Pseudomonas  sp. 101 
(PseFDH), ген которой был клонирован 
в 1993 г. [6]. PseFDH до сих пор является наи-
более термостабильным ферментом среди всех 
исследованных формиатдегидрогеназ.

Термотолерантные организмы представля-
ют особый интерес для промышленного про-
изводства, поскольку продуцируют, как пра-
вило, термостабильные ферменты. Большое 
внимание уделяется метилотрофным дрожжам 
Ogataea parapolymorpha DL-1 (прежнее назва-
ние Hansenula polymorpha), которые широко ис-
пользуются для получения различных реком-
бинантных белков. Геном этих дрожжей был 
отсеквенирован в 2012 г. (идентификатор в базе 
данных GenBank: GCA_000187245.3). В  2014  г. 
китайскими исследователями был получен 
синтетический ген ФДГ из O. parapolymorpha 
DL-1 [7]. Ключевой особенностью генно-ин-
женерной конструкции для получения реком-
бинантного фермента было добавление на 
C-конец 6 остатков гистидина (далее OpaFDH_
HisC), однако авторы не учли тот факт, что 
С-конец фермента участвует в формировании 
кофермент-связывающего домена активного 
центра, и это существенно повлияло на кине-
тические параметры. KM

NAD+ OpaFDH с His-
tag на С-конце составлял 83 мкМ, а катали-
тическая константа kcat  – 2,7 c–1[7]. Нами ген 
ФДГ из O. parapolymorpha DL-1 (OpaFDH) был 
клонирован с использованием хромосомной 
ДНК без введения дополнительной последова-
тельности His-tag [8]. KM

NAD+ и каталитическая 
константа kcat для этого фермента составили 
14 мкМ и 4,5 c–1 соответственно [8].

При клонировании гена opafdh в его ну-
клеотидную последовательность после старто-
вого триплета остатка Met нами был добавлен 
кодон остатка  Gly. Полученная конструкция 
получила обозначение OpaFDH_GK  [8]. Тер-
мостабильность фермента была исследована с 
помощью дифференциальной сканирующей 
калориметрии и было показано, что OpaFDH_
GK является ферментом, обладающим самой 
высокой термостабильностью среди ФДГ эука-
риот [9]. Кроме того, по своей температурной 
стабильности OpaFDH совсем немного усту-
пает наиболее стабильным ФДГ из бактерий. 
Для OpaFDH_GK была проведена успешная 
кристаллизация [10].

В настоящей работе описана функциональ-
ная характеристика рекомбинантной OpaFDH_
GK и проведено подробное сравнение с дру-
гими  ФДГ. Проведен анализ N-концевой 
аминокислотной последовательности, полу-
чены несколько мутантных форм с изменен-
ной структурой N-конца. Для этих ферментов 
проведена экспрессия, очистка, определение 
их свойств. Выбрана наиболее интересная 
мутантная форма с модификациями N-конца, 
и на ее основе сделан фермент, содержащий 
последовательность из 6 остатков гистидина и 
изучены его основные свойства.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Для генно-инженерных экс-
периментов использовали реактивы марки 
«Molecular Biology Grade». В микробиологиче-
ских экспериментах применяли бактотриптон, 
дрожжевой экстракт и агар («Difco», США); 
глицерин (99,9%) и хлорид кальция («ultra-
pure»), гидрофосфат калия, дигидрофосфат 
натрия («pure for analysis»), лизоцим («Fluka/
BioChemika», Швейцария); лактозу «analytical 
grade», канамицин и хлорамфеникол («Sigma», 
США); хлорид натрия («pure for analysis»; 
«Хеликон», Россия). Эндонуклеазы рестрик-
ции, ДНК-лигазу фага Т4 и Pfu-ДНК-поли-
меразу фирмы «Thermo» (США) использовали 
для направленного мутагенеза и клонирования 
фрагментов  ДНК. Для очистки ДНК из ага-
розного геля и выделения плазмид из клеток 
Escherichia coli использовали наборы реагентов 
фирмы «Thermo». Олигонуклеотиды для про-
ведения полимеразной цепной реакции были 
синтезированы фирмой «Синтол»  (Россия); 
секвенирование нуклеотидных последова-
тельностей проводили в ЦКП  Геном инсти-
тута молекулярной биологии им. В.А. Энгель-
гардта РАН.
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Таблица 1. Последовательности праймеров, использованных в работе

Название 
праймеров

Последовательность праймеров (5′→3′)

OpaFOR_GK C ATC AAT CAC CAT ATG GGC AAG GTT GTA CTA GTT CTC

OpaREV CAG CTC CTT AAG CTT TTA TTA TTT GTC GGC ACC GTA C

OpaFOR_K GAA GGA GAT ATA CAT ATG AAG GTT GTA CTA GTT C

OpaFOR_AK C ATC AAT CAC CAT ATG GCG AAG GTT GTA CTA GTT CTC

OpaFOR_AK C ATC AAT CAC CAT ATG GCG AAG GTT GTA CTA GTT CTC

OpaFOR_HIS_AK GAA GGA GAT ATA CAT ATG CAC CAC CAC CAC CAC CAC GCC AAG GTT GTA CTA GTT C

Примечание. Подчеркиванием выделены сайты рестрикции – NdeI (CATATG; OpaFOR) и HindIII (AAGCTT; OpaREV).

Все реактивы, использованные для элек-
трофореза белков, произведены фирмой «Bio-
Rad» (США). Для очистки и изучения свойств 
фермента применяли сульфат аммония и ими-
дазол марки «х.ч.» («ДиаМ»,  Россия), моче-
вину марки «ч.д.а.» («РеаХим», Россия), NAD+ 
с чистотой не менее 99% фирмы «AppliChem» 
(Германия), ЭДТА «pure for analysis» и родонит 
аммония фирмы «Merck» (Германия), формиат 
натрия и дигидрофосфат натрия «ч.д.а.» («Реа-
Хим», Россия), азид натрия («Serva», Германия) 
и нитрит калия («PanReac», Испания).

Методы исследования. Получение генетиче-
ских конструкций. Ген формиатдегидрогеназы 
O. parapolymorpha (OpaFDH) клонировали ме-
тодом полимеразной цепной реакции  (ПЦР). 
В  качестве матрицы использовали хромосом-
ную ДНК O. parapolymorpha, которая была лю-
безно предоставлена профессором О.А. Дон-
цовой (НИИ физико-химической биологии 
им. А.Н. Белозерского МГУ). Для получения 
генетических конструкций были синтезирова-
ны праймеры на начало и конец гена (OpaREV 
и OpaFOR_GK). Вначале проводили клониро-
вание гена с дополнительным триплетом, ко-
дирующим остаток глицина. Далее, с исполь-
зованием праймеров OpaFOR_K, OpaFOR_AK 
и OpaFOR_HIS_AK и праймера OpaREV были 
получены конструкции, кодирующие OpaFDH, 
аналогичную природной и с модификациями 
N-концевой последовательности. Последова-
тельности праймеров, использованных в рабо-
те приведены в табл. 1.

Реакционная смесь для проведения ПЦР 
содержала 2,5 мкл 10-кратного буфера для Pfu-
ДНК-полимеразы с магнием, поставляемого 
фирмой-производителем вместе с ферментом; 
2,5 мкл смеси  dNTP (2,5 мМ  каждого); 1 мкл 
ДНК-матрицы (≈10 нг/мкл); по 2 мкл прайме-
ров (10 нмоль/мл); 0,5 мкл Pfu-ДНК-полиме-

разы (2,5 Ед./мкл) и деионизованную воду до 
общего объема смеси 25 мкл. Пробирку про-
гревали в течение 5 мин при 95 °С, и затем 
проводили ПЦР по следующей программе: 
95 °С – 30 с, 62 °С – 60 с, 72 °С – 2 мин, всего 
25–35 циклов. После этого реакционную смесь 
выдерживали еще 10 мин при 72 °С. В  каче-
стве матрицы для получения генов, кодирую-
щих другие последовательности N-конца фер-
мента, была использована плазмидная ДНК, 
содержащая ген opafdh_GK. ПЦР проводили 
аналогично.

Полученные ПЦР-продукты обрабатыва-
ли эндонуклеазами рестрикции NdeI/HindIII 
и очищали электрофоретически в 1%-ном 
агарозном геле. Рестрикционные фрагменты 
лигировали с использованием ДНК-лигазы 
фага Т4 с обработанным теми же эндонуклеаза-
ми рестрикции вектором pET24a+ («Novagen», 
США). Реакционной смесью после лигирова-
ния трансформировали клетки E. coli DH5α и 
высевали их на чашки Петри с агаризованной 
средой, содержащей канамицин (30 мкг/мл), и 
выдерживали 12 ч при 37 °С. Для каждого кло-
на OpaFDH с чашки брали по 2 колонии и из 
них выделяли плазмиды. Для контроля после-
довательности получаемого ДНК-материала 
проводили секвенирование плазмидных  ДНК. 
Полученные нуклеотидные последовательно-
сти анализировали с помощью программы 
ClustlX 1.83.

Экспрессия формиатдегидрогеназ в клетках 
E. coli. Экспрессию генов целевых  ФДГ прово-
дили в клетках E.  coli BL21(DE3) CodonPlus/
pLysS по стандартной методике, разработанной 
в нашей лаборатории с использованием музей-
ных культур. Для получения музейной куль-
туры штамм E. coli BL21(DE3) CodonPlus/pLysS 
трансформировали плазмидной ДНК с подтвер-
жденной последовательностью целевого гена. 
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Полученную после трансформации смесь вы-
севали на чашки с агаризованной средой  2YT, 
содержащей антибиотики канамицин и хло-
рамфеникол, чашки инкубировали в течение 
ночи при 30 °С. Затем с чашки Петри брали 
единичную колонию и помещали в  2 мл сре-
ды  2YT, содержащей антибиотики хлорамфе-
никол (25 мкг/мл) и канамицин (30  мкг/мл). 
Клетки культивировали при 37 °С до дости-
жения поглощения среды при 600 нм  (А600) 
величины 0,7–0,8. Из пробирки стерильно от-
бирали 150 мкл суспензии и помещали в сте-
рильные контейнеры для хранения музейных 
культур с 50 мкл стерильного 50% (v/v) раство-
ра глицерина. Полученную музейную культуру 
хранили при –85 °С и использовали по мере 
надобности. Собственно процесс экспрессии 
включал несколько стадий. 1) 10 мкл музейной 
культуры культивировали в 4 мл среды с анти-
биотиками хлорамфеникол (25 мкг/мл) и ка-
намицин (30 мкг/мл) в течение ночи при 37 °С 
и 180 об./мин в течение 12–14 ч. 2) 20 мкл 
ночной культуры пересевали в 100 мл колбы 
с отбойниками, содержащими 20 мл среды 
2YT с вышеуказанными антибиотиками, и куль-
тивировали на качалке при 37 °С и 120 об./мин. 
3) По достижении культуральной средой зна-
чений поглощения при 600 нм 0,6–0,8 полу-
ченный раствор из колбы на 100 мл переноси-
ли в качалочную колбу с отбойниками объемом 
1 литр, с 200 мл среды 2YT с 1% (v/v) глицери-
ном и культивировали при 30 °С и 120 об./мин. 
После достижения значения поглощения 
A600 = 0,6–0,8 проводили индукцию клеток, 
добавляя 0,1 М  раствор изопропилтиогалак-
тозида  (IPTG) до конечной концентрации 
индуктора  0,1 мМ. Через 2 ч после индук-
ции в колбы добавляли раствор формиата на-
трия (200 г/литр) до конечной концентрации 
1 г/литр и продолжали культивирование еще 
12–14 ч (20 °С, 120 об./мин). 4) Через 14 ч клет-
ки осаждали на центрифуге Eppendorf  5804R 
(«Eppendorf», Германия) в течение 30 мин 
при 6000 об./мин и 4 °С. Полученный осадок 
ресуспендировали (концентрация клеток  – 
20% по массе) в 0,1 М Na-фосфатном буфере, 
рН 8,0 (для очистки ферментов OpaFDH_K, 
OpaFDH_GK, OpaFDH_AK) и в 50 мМ Tris-
HCl-буфере, содержащем 0,5 М  NaCl, 20 мМ 
имидазол, pH 7,5 (для фермента, содержащего 
гистидиновую метку), и подвергали заморозке 
при –20 °С.

Выделение и очистка. Очистка ферментов 
без His-tag. Для очистки ферментов без His-tag 
использовали методику, разработанную для 
получения рекомбинантной PseFDH дикого 
типа  [11]. Полученную на предыдущем этапе 

суспензию подвергали двум циклам замороз-
ки-разморозки, и затем клетки разрушали с ис-
пользованием ультразвукового дезинтегратора 
(«Branson  Sonifier  250», Германия) при посто-
янном охлаждении. Осадок удаляли центрифу-
гированием на центрифуге Eppendorf  5804  R 
(11 000 об./мин, 30 мин), а  к  супернатанту до-
бавляли по каплям насыщенный раствор суль-
фата аммония до концентрации, равной 30% 
от насыщения. Полученный раствор инкуби-
ровали несколько часов при 4 °С. Осадок от-
деляли с помощью центрифугирования на 
центрифуге Beckman  J21 («Beckman Coulter», 
США) при 20 000 об./мин (30 мин, 4 °С), су-
пернатант использовали для гидрофобной 
хроматографии на Phenyl Sepharose Fast Flow 
(«Pharmacia Biotech», Швеция) в нисходящем 
градиенте (30–0%) концентрации сульфата 
аммония в 0,1 М натрий-фосфатном буфере 
(рН 7,0). Собирали активные фракции, содер-
жащие искомый фермент в растворе сульфата 
аммония. Далее, препарат фермента обессоли-
вали на колонке с Sephadex G25 («Pharmacia 
Fine Chemicals», Швеция) в том же буфер-
ном растворе. Контроль чистоты полученных 
препаратов осуществлялся с помощью ана-
литического электрофореза в 12%-ном поли-
акриламидном геле в присутствии 0,1%  доде-
цилсульфата натрия на приборе для электро-
фореза MiniProtean II («Bio-Rad», США).

Очистка фермента, содержащего гисти-
диновую метку. Клетки разрушали ультразву-
ком как описано выше. Полученный раствор 
фермента после экспрессии (50 мМ  Tris-HCl, 
0,5 М  NaCl, 20 мМ  имидазол, pH 7,5) нано-
сили на колонку объемом 1 мл HisTrap FF Ni 
Sepharose 6 Fast Flow («Cytiva», США), урав-
новешенную раствором, содержащим 50 мМ 
Tris-HCl, 0,5 М  NaCl, 20 мМ имидазол, pH 7,5 
(раствор А). После нанесения фермента колон-
ку промывали раствором  А в течение 30 мин 
до исчезновения поглощения при  280 нм. Фер-
мент элюировали с колонки восходящим ли-
нейным градиентом раствора  Б, содержащего 
50 мМ  Tris-HCl, 0,5 М  NaCl, 0,5 М  имида-
зол, pH  7,5. Начальная точка градиента  – 
0%  раствора Б, конечная точка градиента  – 
60%  раствора Б. Объем градиента  – 10 мл. 
Во  время проведения хроматографии собирали 
фракции по  2  мл и измеряли поглощение 
при  280  нм  (A280) и ферментативную актив-
ность  (А340). Фракции с максимальным соот-
ношением (A340/A280) объемом ~2 мл для обес-
соливания наносили на колонку 1 × 10 см 
(объем  – 10 мл) с Sephadex  G25. Для обессо-
ливания использовали раствор, содержащий 
50 мМ Tris-HCl (pH 7,5).
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Измерение активности формиатдегид-
рогеназы. Активность ФДГ определяли спектро-
фотометрически по накоплению NADH 
(NADPH) при длине волны 340 нм (ε340 =
= 6220 М–1·см–1) на спектpофотометpе Schi-
madzu UV  1800  PC («Schimadzu», Япония) 
при 30 °С в  0,1 М натрий-фосфатном буфере 
(рН 7,0). Концентрации формиата натрия и 
NAD+ в кювете составляли 0,6 М и 0,6 мM со-
ответственно. Одна единица активности – это 
количество мкмоль субстрата, превращаемое 
одним мкмоль фермента в мин.

Определение кинетических параметров фор-
миатдегидрогеназ. Константы Михаэлиса по 
NAD+ и формиату определяли из зависимо-
стей активности фермента от концентрации 
(KM  0,4–6) соответствующего субстрата. Кон-
центрация второго субстрата была насы-
щающей (KM > 15). Точные концентрации ис-
ходных растворов NAD+ определяли спектро-
фотометрически при длине волны 260 нм (ε260 =
= 17 800 М–1·см–1). Раствор формиата натрия 
с заданной концентрацией готовили, раство-
ряя нужное количество субстрата в  0,1 М на-
трий-фосфатном буфере (рН 7,0). Объем рас-
твора доводили в мерной колбе. Значения KM 
и Vmax были рассчитаны из экспериментальных 
зависимостей методом нелинейной регрес-
сии с помощью программы Origin  Pro  8.5. 
Значения каталитических констант опреде-
ляли из уравнения Vmax = kcat·[E]. Концентра-
цию белка определяли по формуле Калькара 
(С(г/литр) = 1,45·А280 – 0,74·А260) [12].

Определение параметров кинетики термо-
инактивации. Термостабильность ферментов 
измеряли в 0,1 М натрий-фосфатном буфере 
(pН 7,0) при нескольких температурах. Для каж-
дого эксперимента готовили серию из пласти-
ковых пробирок объемом 0,5 мл, содержащих 
по  100 мкл раствора фермента (0,2 мг/мл) в 
каждой. Пробирки помещали в предваритель-

но прогретый до необходимой температуры 
водный термостат (точность термостатиро-
вания  –  ± 0,1 °С). В  определенные моменты 
времени отбирали по одной пробирке и пере-
носили в лед на 5 мин, после чего пробир-
ку центрифугировали в течение 3 мин при 
12 000 об./мин на центрифуге Eppendorf  5430. 
Остаточную активность ФДГ измеряли, как 
описано выше. Константу скорости термо-
инактивации  kin определяли как тангенс угла 
наклона прямой на графике зависимости на-
турального логарифма величины остаточной 
активности от времени (полулогарифмические 
координаты ln(А/A0) – t) методом линейной 
регрессии, используя программу Origin Pro 8.5.

Моделирование структуры OpaFDH с раз-
личным расположением последовательности 
His-tag. Моделирование проводилось в бес-
платной версии AlphaFold2 на базе Google 
Colab. В  степени олигомеризации устанавли-
вали димер. В качестве модели для msa (multi-
ple sequence alignment, множественное вырав-
нивание последовательностей) использовали 
mmseqs2_uniref_env. В режиме моделирования 
выбирали alphafold2_multimer_v3, количество 
циклов на одну модель – 6. Всего для каждого 
фермента было построено 5  моделей. Из  этих 
моделей была выбрана лучшая по парамет-
ру pLDDT.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор аминокислотных замен. На  рис. 1 
представлено выравнивание N-концевой ча-
сти аминокислотных последовательностей не-
которых ФДГ из дрожжей, растений и бак-
терий. Видно, что N-конец ФДГ из всех ме-
тилотрофных дрожжей (в том числе и натив-
ной OpaFDH) начинается с остатка лизина. 
У  некоторых бактериальных ФДГ на N-конце 

Рис. 1. Сравнение N-концевой части аминокислотных последовательностей ФДГ из различных источников. 
Дрожжи: OpaFDH  − O.  parapolymorpha, CboFDH  − Candida boidinii, CmeFDH  – Candida methylica, PicFDH  – Pichia 
pastoris, SceFDH  − Saccharomyces cerevisiae; растения: SoyFDH  − Glycine max (soya), AthFDH  − Arabidopsis thaliana; 
бактерии: PseFDH – Pseudomonas  sp. 101, MorFDH – Moraxella  sp. C1. Консервативные остатки отмечены полужир-
ным шрифтом и звездой (*). Структурные элементы указаны для PseFDH (PDB: 2NAC). В последовательностях расти-
тельных ФДГ курсивом выделена сигнальная последовательность для транспорта фермента в митохондрии
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имеется остаток  Ala, однако, как следует 
из  рис. 1, структура N-конца бактериальных 
ферментов кардинально отличается от таковой 
у ФДГ из дрожжей и растений. Согласно «пра-
вилу Варшавского», наличие на N-конце белка 
остатка  Lys может неблагоприятно сказывать-
ся на стабильности фермента при его экспрес-
сии [13]. Например, ФДГ из дрожжей C. boidinii 
при экспрессии в клетках E. coli расщепля-
ется протеазами клетки намного быстрее, чем 
фермент из бактерий Pseudomonas sp. 101  [14]. 
В связи с вышесказанным для повышения ста-
бильности рекомбинантной OpaFDH при ее 
экспрессии в клетках E. coli было решено в ген 
фермента после стартового триплета Met вста-
вить дополнительный триплет, кодирующий 
остаток глицина  [8]. В  рамках данной работы 
был получен фермент, соответствующий при-
родному варианту, а также было решено по-
лучить вариант фермента с дополнительным 
остатком аланина на N-конце. Все возможные 
варианты N-концевой последовательности ФДГ 
представлены на рис. 1.

Моделирование структур различных форм 
OpaFDH с His-tag на N- и С-конце. Для выбора 
положения His-tag было проведено моделиро-
вание пространственной структуры OpaFDH с 
помощью алгоритма AlphaFold2. На рис. 2, а и б 
представлены модельные структуры с различ-
ным расположением остатков гистидина. Вид-

но, что при расположении His-tag на N-конце 
OpaFDH остатки гистидина не затрагивают 
полость активного центра, где должны связы-
ваться кофермент и субстрат. При расположе-
нии His-tag на С-конце фермента (рис. 2, б) 
видно, что происходит изменение конформа-
ции кофермент-связывающего домена. С этим, 
возможно, и связано значительное увеличение 
KM по NAD+ для OpaFDH_HisC, полученного 
китайскими коллегами в 2014 г. [7]. Ранее нами 
были проанализированы структуры ФДГ из 
бактерий  [15] и растений  [16] и было показа-
но, что для этих ФДГ более предпочтительным 
является расположение His-tag на N-конце. 
Результаты анализа были подтверждены экс-
периментально. Таким образом, учитывая ре-
зультаты моделирования для OpaFDH, а также 
экспериментальные данные, полученные для 
других ФДГ, было принято решение добавлять 
последовательность из 6 остатков гистидина на 
N-конец OpaFDH.

Создание генно-инженерных конструкций. 
Клонирование гена было проведено с помо-
щью полимеразной цепной реакции с соот-
ветствующими праймерами на начало и конец 
гена вначале без добавления His-tag  [8]. Для 
клонирования гена, кодирующего OpaFDH, 
прямой праймер сконструирован таким обра-
зом, что синтез фермента начинается с остатка 
глицина.

Рис. 2. Модельные структуры OpaFDH с His-tag на N-конце (а) и на C-конце (б)
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Таблица 2. Данные по экспрессии различных форм OpaFDH

Фермент
Выход фермента 
по активности, 
Ед./литр среды

Выход биомассы, 
г/литр среды

Выход фермента 
по массе, 

мг/литр среды

Содержание 
фермента в клетках, 

Ед./г клеток

OpaFDH_K 6030 15,4 1005 390

OpaFDH_GK 6744 18,8 1124 360

OpaFDH_AK 6100 17,2 1017 355

OpaFDH_HisN_AK 6500 14,6 1084 445

Обратный праймер был комплементарен 
3′-концу гена. Кроме того, на С-конец гена 
вместо стоп-кодона  TGA было вставлено два 
стоп-кодона (TAATAA) для более эффектив-
ной терминации синтеза белка. Также в прай-
меры были дополнительно введены сайты 
рестрикции  – NdeI (CATATG; OpaFOR) и 
HindIII (AAGCTT; OpaREV).

В качестве матрицы для клонирования 
использовали хромосомную ДНК дрожжей 
O. parapolymorpha DL-1. В  результате с помо-
щью ПЦР был получен фрагмент, содержащий 
ген, кодирующий OpaFDH с дополнительным 
триплетом остатка глицина. Анализ после-
довательностей показал, что клонированные 
фрагменты содержат открытые рамки считы-
вания, соответствующие последовательности 
гена, кодирующего OpaFDH_GK, и состоят из 
1089  пар нуклеотидов, кодирующих полипеп-
тид из 363 аминокислотных остатков с молеку-
лярной массой 40 051 Да.

Далее, были получены следующие кон-
струкции: 1) содержащая ген, кодирующий 
OpaFDH, полностью аналогичный природно-
му  – OpaFDH_K, 2) содержащая ген, коди-

рующий OpaFDH с дополнительным трипле-
том, кодирующим дополнительный остаток 
аланина на N-конце белка  – OpaFDH_AK, и 
3) содержащая ген, кодирующий OpaFDH_AK 
с дополнительной последовательностью, коди-
рующей 6  остатков гистидина на N-конце  – 
OpaFDH_HisN_AK.

Экспрессия и очистка OpaFDH. Полу-
ченные плазмиды с генами, кодирующими 
OpaFDH, экспрессировали в клетках E. coli 
BL21(DE3) CodonPlus/pLysS, используя в ка-
честве индуктора  IPTG. Данные по экспрес-
сии ферментов представлены в табл. 2.

Выходы целевых белков составили около 
1 г с  одного литра среды, что является очень 
высоким показателем. Для сравнения, экс-
прессия FDH из бактерий Pseudomonas  sp. 101 
и дрожжей C. boidinii в таких же условиях со-
ставляет 0,6 и 0,4 г с одного литра среды соот-
ветственно. Очистку OpaFDH_K, OpaFDH_GK 
и OpaFDH_AK проводили c использованием 
гидрофобной хроматографии по методике, 
описанной в разделе «Материалы и методы». 
На  рис. 3 представлены данные аналитиче-
ского SDS-Na-электрофореза в ПААГ для 

Рис. 3. Аналитический SDS-Na-электрофорез в 12%-ном ПААГ препаратов OpaFDH_GK на различных стадиях 
очистки. Дорожки: 1 и 10 – маркеры молекулярной массы; 2 – бесклеточный экстракт; 3 – бесклеточный экстракт 
после термообработки 55 °С, 10 мин; 4 – фракционирование в 30%-ном сульфате аммония фракции перед гидрофоб-
ной хроматографией; 5–8 – фракции, собранные после гидрофобной хроматографии; 9 – фракция после обессоли-
вания
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Рис. 4. Аналитический SDS-Na-электрофорез в 12%-ном ПААГ очищенных препаратов OpaFDH. Дорожки: М  – 
маркер, 1 – OpaFDH_AK, 2 – OpaFDH_K, 3 – OpaFDH_HisN_AK

OpaFDH_GK на разных стадиях очистки. 
Видно, что субъединица полученного реком-
бинантного белка имеет молекулярную мас-
су ~ 40 кДа и чистота препарата составляет 
не  менее  95%. Очистку OpaFDH_His_AK про-
водили с использованием металл-хелатной 
хроматографии. На  рис. 4 представлены дан-
ные SDS-электрофореза в  ПААГ для препа-
ратов ферментов OpaFDH_AK, OpaFDH_K 
и OpaFDH_His_AK. Видно, что все ферменты 
имеют высокую степень чистоты.

Кинетические параметры OpaFDH. В табл. 3 
представлены значения кинетических пара-
метров для OpaFDH и мутантных форм с мо-
дификациями N-концевой последовательности 
в сравнении с ФДГ из других источников. 
Кинетические параметры были измерены при 
pH 7,0 и 30 °С с использованием различных 
концентраций NAD+ и HCOO–.

Как видно из  табл. 3, OpaFDH по своим 
значениям KM сравнима c растительной ФДГ 
из Glycine  max. Однако за счет высокой ката-
литической константы каталитическая эффек-
тивность по  NAD+ исследуемого фермента 
имеет максимальное значение. Именно ки-
нетические параметры по  NAD+ важны для 
применения ФДГ на практике, поскольку чем 
меньше KM по NAD+, тем меньшее количество 
кофермента необходимо использовать в ре-
альном процессе. Из  табл. 3 также видно, что 
OpaFDH с His-tag на С-конце, полученная 
в работе Yu  et  al.  [7], имеет гораздо большее 
значение  KM

NAD+. Изменения последователь-
ности N-конца OpaFDH, а также введенная 
нами гистидиновая метка на N-конец фер-
мента практически не оказывают влияния 
на кинетические параметры. Таким образом, 

наши предположения о том, что наиболее 
предпочтительным для введения His-tag в по-
следовательность OpaFDH является N-конец 
фермента, выдвинутые после моделирования 
соответствующих структур, являются вер-
ными. Также нами были проведены измере-
ния кинетических параметров в присутствии 
0,5 М  NaCl (добавление NaCl положительно 
сказывается на стабильности белка – см. выше) 
и оказалось, что добавление 0,5 М NaCl прак-
тически не оказывает влияния на кинетиче-
ские параметры.

Температурная стабильность OpaFDH. Тер-
моинактивация OpaFDH_K, OpaFDH_GK, 
OpaFDH_AK и OpaFDH_HisN_AK была из-
учена в диапазоне температур 61–66 °С при 
pH 7,0. На  рис. 5 в качестве примера представ-
лены зависимости величин остаточной актив-
ности OpaFDH_GK от времени при различных 
температурах, а на  рис. 6 представлено срав-
нение зависимостей остаточной активности 
ФДГ из различных источников при одной тем-
пературе. Константа скорости инактивации 
для OpaFDH_GK в  2,7, 5,7 и  24,1  раза выше, 
чем соответственно для ФДГ из Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas sp. 101 и самого стабильно-
го мутанта PseFDH  SM4. OpaFDH_GK срав-
нима по термостабильности с ФДГ из других 
бактериальных источников. Это хорошо согла-
суется с нашими результатами изучения тем-
пературной стабильности методом дифферен-
циальной сканирующей калориметрии  [10]. 
В работе Yu  et al.  [7] термостабильность 
OpaFDH_HisС была измерена при темпера-
турах 50, 55, 60 и 65 °С при  pH 6,5. Константы 
скорости инактивации не определяли, но в ста-
тье приведен график остаточной активности 
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Таблица 3. Кинетические свойства различных форм OpaFDH*

Фермент
kcat, 
с–1

KM
HCOO–, 
мM

KM
NAD+, 

мкM
kcat/KM

HCOO–, 
мМ–1·с–1

kcat/KM
NAD+, 

мкM–1·с–1

PseFDH [1] 7,3 6,5 65 1,1 0,11

SauFDH [8] 25 130 220 0,2 0,11

MorFDH [1] 7,3 7,5 80 1,0 0,09

MycFDH [1] 7,3 6,0 89 1,2 0,08

BstFDH [17] 1,7 55 1430 0,03 0,001

BacFDH [18] 6,7 19,6 91 0,3 0,07

CboFDH [1] 3,7 5,9 37 0,6 0,10

OpaFDH_GK [8] 4,6 ± 0,4 1,3 ± 0,1 14,0 ± 0,6 3,5 0,33

OpaFDH_AK** 4,3 ± 0,3 2,2 ± 0,1 20,5 ± 0,7 2,0 0,21

OpaFDH_K** 4,4 ± 0,6 2,0 ± 0,1 13,0 ± 1,0 2,2 0,34

OpaFDH_HisN_AK** 4,3 ± 0,2 2,2 ± 0,2 17,0 ± 1,0 2,0 0,25

OpaFDH_HisN_AK*** 4,5 ± 0,3 2,5 ± 0,3 20,0 ± 1,0 1,8 0,23

OpaFDH_HisC [7] 2,3 0,8 83 2,8 0,03

SceFDH [8] 6,5 5,5 36 1,2 0,18

AthFDH [8] 3,8 2,8 50 1,4 0,08

SoyFDH [8] 2,9 1,5 13 1,9 0,22

PpaFDH [8] 3,4 2,6 39 1,3 0,09

LjaFDH [19] 1,2 6,1 26 0,2 0,05

Примечание. * Сокращения: PseFDH – ФДГ из бактерий Pseudomonas sp 101; SauFDH – ФДГ из золотистого стафило-
кокка Staphylococcus aureus; MorFDH – ФДГ из бактерий Moraxella sp. C2; MycFDH – ФДГ из бактерий Mycobacterium 
vaccae; BstFDH – ФДГ из бактерий Burkholderia stabilis (проявляет активность c NADP+); BacFDH – ФДГ из бактерий 
Bacillus sp. F1; CboFDH – ФДГ из дрожжей C. boidinii; OpaFDH_HisC – ФДГ из дрожжей O. parapolymorpha; SceFDH − 
ФДГ из дрожжей Saccharomyces cerevisiae; AthFDH – ФДГ из растения A. thaliana; SoyFDH – ФДГ из сои Glycine max; 
PpaFDH – ФДГ из мха Physcomitrella patens; LjaFDH – ФДГ из Lotus japonicus.

** Данная работа.

*** + 0,5 М NaCl.

от времени, на основании которого можно 
оценить остаточную активность. Действи-
тельно, через 2  ч термообработки при 60 °С у 
OpaFDH_HisС остается менее  20% исходной 
активности, что в пределах ошибки согласу-
ется с нашими данными.

На рис. 7 представлены зависимости оста-
точной активности от времени для мутантных 
ферментов при 64 °С. Видно, что добавление 
остатка аланина на N-конец OpaFDH при-
водит к увеличению температурной стабиль-
ности фермента. Поэтому было решено до-
бавлять гистидиновую метку именно к этой 
мутантной форме. Из рис. 7 видно, что добав-

ление His-tag снижает стабильность белка и 
приводит этот параметр примерно на уровень 
фермента без дополнительного остатка или 
же со вставкой остатка глицина. Увеличение 
ионной силы за счет добавления 0,5  М  NaCl 
увеличивает стабильность фермента с His-tag 
до уровня OpaFDH_АК без гистидиновой 
метки. Таким образом, определение темпера-
турной стабильности ферментов показало, что 
добавление His-tag на N-конец OpaFDH_AK 
несколько снижает стабильность, но добав-
ление NaCl нивелирует этот эффект. Ста-
билизирующий эффект ионной силы в слу-
чае OpaFDH хорошо согласуется с данными 
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Рис. 5. Зависимость логарифма остаточной активности OpaFDH_GK от времени при нескольких температурах; 0,1 M 
натрий-фосфатный буфер (рН 7,0)

Рис. 6. Зависимость логарифма остаточной активности FDH из различных источников при 62 °С; 0,1 M натрий-фос-
фатный буфер (рН 7,0)

Рис. 7. Зависимость остаточной активности мутантных OpaFDH и фермента дикого типа OpaFDH_K от времени ин-
кубирования при 64 °C в полулогарифмических координатах (0,1 М натрий-фосфатный буфер, pH 7,0)
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по эффекту стабилизации для растительных 
ФДГ при повышении ионной силы за счет уве-
личения концентрации фосфат-иона. Так, для 
рекомбинантных SoyFDH и AthFDH эффект 
стабилизации за счет увеличения концентра-
ции фосфатного буфера был более чем 5-крат-
ным  [20]. Следует отметить, что в отличие от 
фосфат-иона хлорид-ион снижает темпера-
турную стабильность других исследованных 
формиатдегидрогеназ (собственные неопуб-
ликованные данные). Данный случай явля-
ется первым, когда увеличение концентрации 
NaCl привело к стабилизации ФДГ.

Зависимости величин остаточной фер-
ментативной активности от времени, полу-
ченные при различных температурах, были 
линейны в полулогарифмических координа-
тах ln(A/A0) от  времени. Из тангенса угла 
наклона прямых рассчитываются константы 
скорости инактивации  (k in) первого порядка. 
Изменение концентрации белка в широком 
диапазоне (0,1–2,5 мг/мл) не влияет на вели-
чину k in, т.е. инактивация всех четырех наших 
вариантов OpaFDH при повышенных темпе-
ратурах является истинно мономолекулярным 
процессом. Мономолекулярный механизм 
термоинактивации свидетельствует, что раз-
ворачивание белковой глобулы происходит без 
предварительной диссоциации димерной мо-
лекулы фермента на отдельные субъединицы. 
Полученные значения констант скорости тер-
моинактивации при различных температурах 
представлены в табл. 4.

В случае истинной мономолекулярности 
процесса зависимость константы скорости 
инактивации от температуры может быть опи-
сана с помощью уравнения теории активиро-
ванного комплекса [21]. Линейная форма это-
го уравнения имеет следующий вид:

ln (kin

T ) = ln (kB

h ) + 
ΔS ≠ 

R
 − 

ΔH≠ 

RT
 = const − 

ΔH≠ 

R
 
1

T
, 

const = ln (kB

h ) + 
ΔS ≠ 

R
 , 

где kB и h – это константы Больцмана и План-
ка соответственно, R – универсальная газовая 
постоянная, а ΔH ≠ и ΔS ≠  – активационные 
параметры. Нами были изучены соответствую -
щие зависимости константы скорости термо-
инактивации от температуры для всех мутан-
тов при  pH 7. Из них были рассчитаны акти-
вационные параметры, которые суммированы 
в табл. 5.

Согласно данным табл. 5, высокие значе-
ния активационных параметров для OpaFDH 
говорят о значительном изменении темпе-
ратурной стабильности с температурой: при 
высоких температурах белок будет менее 
стабилен, при низких температурах  – более 
стабилен. В  реальном биотехнологическом 
процессе температуры выше 50 °С не исполь-
зуются, поэтому белок будет активен более 
4–5 ч. Максимальные значения активацион-
ных параметров наблюдаются для фермента 
с  дополнительным остатком аланина. При 
этом добавление His-tag на N-конец белка 
приводит к снижению активационных пара-
метров до уровня OpaFDH_K и OpaFDH_GK. 
Добавление 0,5 М NaCl приводит к значитель-
ному изменению характера зависимости кон-
станты скорости инактивации от температу-
ры – активационные параметры снижаются до 
уровня SoyFDH, т.е. увеличение ионной силы 
приводит к снижению влияния температуры 
на константу скорости термоинактивации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В представленной работе проведено моде-
лирование структуры OpaFDH с различным 
расположением гистидиновой метки и пока-
зано, что наиболее перспективным для ее 

Таблица 4. Константы скорости инактивации различных форм OpaFDH

Фермент
kin

61 °C, 
мин–1

kin
62 °C, 

мин–1

kin
63 °C, 

мин–1

kin
64 °C, 

мин–1

kin
65 °C, 

мин–1

OpaFDH_K 0,0258 0,0524 0,1169 0,2110 –

OpaFDH_GK 0,0261 0,0533 0,1147 0,2060 –

OpaFDH_AK 0,005 0,009 0,03 0,07 0,13

OpaFDH_HisN_AK 0,0239 0,0483 0,0951 0,1894 0,3351

OpaFDH_HisN_AK + 0,5 M NaCl 0,0298 0,0433 0,0633 0,0924 0,1451
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введения является N-концевая последователь-
ность. Получены рекомбинантные OpaFDH с 
измененной последовательностью на N-конце. 
Все ферменты получены в активной и раство-
римой форме с выходом более чем 1 г с одного 
литра среды. Показано, что изменение N-кон-
ца, в том числе введение гистидиновой метки, 
не оказывает значительного влияния на кине-
тические параметры OpaFDH. При этом вве-
дение остатка аланина на N-конце приводит к 
увеличению температурной стабильности фер-
мента. His-tag на N-конце OpaFDH_His_AK 
негативно влияет на температурную стабиль-
ность, но этот эффект можно скомпенсировать 
увеличением ионной силы. Фермент, полу-
ченный в рамках данной работы, демонстри-
рует высокую температурную стабильность, 
превосходя все известные в настоящее время 
эукариотические  ФДГ. OpaFDH может быть 
эффективно использована в качестве биоката-
лизатора в процессах регенерации кофактора, 

а также для детекции NAD+ в биологических 
жидкостях за счет своих высоких значений 
каталитической эффективности и температур-
ной стабильности.
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NAD+-DEPENDENT FORMAT DEHYDROGENASE 
FROM THE THERMOTOLERANT YEAST Ogataea parapolymorpha: 

PROPERTIES AND PROTEIN ENGINEERING 
OF THE N-TERMINAL SEQUENCE

A. A. Pometun1,2*, L. A. Shaposhnikov1,2, S. A. Zubanova2, R. P. Kovalevskii2, 
D. L. Atroshenko1,2, E. V. Pometun3, S. S. Savin2, and V. I. Tishkov1,2*



ПОМЕТУН и др.1680

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

1 Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology” 
of the Russian Academy of Sciences, 119071 Moscow, Russia; 

e-mail: aapometun@gmail.com, vitishkov@gmail.com
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3 Sechenov First Moscow State Medical University, 119991 Moscow, Russia

Previously, the gene of formate dehydrogenase (FDH, EC 1.2.1.2) from the thermotolerant methylotrophic 
yeast Ogataea parapolymorpha DL  1 (OpaFDH) was cloned in our laboratory. The recombinant enzyme 
with an additional glycine amino acid residue (OpaFDH_GK) was obtained in Escherichia coli cells in 
an active and soluble form with a yield of more than 1 g per liter of medium. In the present work, a de-
tailed comparison of this enzyme with FDH from other sources was carried out. Among eukaryotic formate 
dehydrogenases, OpaFDH has the highest thermal stability. To elucidate the effect of the N-terminal res-
idue on the properties of the enzyme, OpaFDH_K (identical to natural) and OpaFDH_AK variants con-
taining an additional Ala residue at the N-terminus were also obtained. It was shown that the addition of 
an Ala residue to the N-terminus reduces the rate constant of thermal inactivation four times compared with 
the addition of a Gly residue. The addition of six more histidine residues to the N-terminus of OpaFDH_AK 
leads to an acceleration of purification, practically does not affect the kinetic parameters, but somewhat 
reduces the temperature stability, which, however, can be restored to the level of OpaFDH_AK by adding 
0.5 M NaCl.

Keywords: formate dehydrogenase, Ogataea parapolymorpha DL  1, thermotolerant yeast, expression in E.  coli, 
catalytic properties, purification, temperature stability, site-directed mutagenesis



БИОХИМИЯ, 2023, том 88, вып. 9, с. 1681 – 1697

1681

УДК 577.2

СВЕРХБЫСТРАЯ ХРОМАТОМАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ 
В БИОХИМИИ РАСТЕНИЙ: ПРОТЕОМНЫЙ ОТВЕТ 

ОЗИМОЙ ПШЕНИЦЫ НА ПРЕДПОСЕВНУЮ ОБРАБОТКУ 
ПРЕПАРАТАМИ ЖЕЛЕЗА

© 2023 Т.Т. Кусаинова1,2, Д.Д. Емекеева1,2, Е.М. Казакова1,2, В.А. Горшков3, 
Ф. Кьелдсен3, М.Л. Кусков1, А.Н. Жигач1, И.П. Ольховская1, 

О.А. Богословская1, Н.Н. Глущенко1, И.А. Тарасова1*

1 Федеральный исследовательский центр химической физики им. Н.Н. Семенова РАН, 
Институт энергетических проблем химической физики им. В.Л. Тальрозе, 

119334 Москва, Россия; электронный адрес: iatarasova@yandex.ru
2 Московский физико-технический институт (национальный исследовательский университет), 

141700 Долгопрудный, Московская обл., Россия
3 Университет Южной Дании, кафедра биохимии и молекулярной биологии, 5230 Оденсе, Дания

Поступила в редакцию 05.05.2023
После доработки 06.08.2023

Принята к публикации 09.08.2023

В последние годы для биохимических исследований активно разрабатываются методы ультра-
быстрого хроматомасс-спектрометрического профилирования протеомов. Данные методы пред-
назначены для экспресс-мониторинга ответа клеток на биотический стимул, соотнесения моле-
кулярных изменений с биологическими процессами и изменениями фенотипа. Для повышения 
рентабельности сельского хозяйства внедряют новые биотехнологии, в том числе с применением 
наноматериалов. При этом необходимы комплексные испытания новых препаратов и исследо-
вание механизмов биотического действия на показатели всхожести, роста и развития растений. 
Целью данной работы являлась адаптация разработанного нами метода ультрабыстрой хромато-
масс-спектрометрии DirectMS1 для быстрого количественного профилирования молекулярных 
изменений в 7-дневных проростках пшеницы, возникающих в ответ на обработку семян препа-
ратами железа. Экспериментальный метод позволяет анализировать до 200 образцов в сутки, его 
практическая ценность заключается в возможности осуществлять протеомную экспресс-диа-
гностику биотического действия новых препаратов, в том числе и для нужд сельского хозяйства. 
При обработке семян препаратами, содержащими полимерный пленкообразователь (ПЭГ-400, 
Na-КМЦ, Na2-ЭДТА), наночастицы железа (II,  III) или сульфат железа  (II), показаны измене-
ния в процессах фотосинтеза, биосинтеза хлорофилла, порфирин- и тетрапиррол-содержащих 
соединений, расщепления глюкозы в тканях побегов и метаболизма полисахаридов в тканях кор-
ней. Наблюдения на уровне протеома согласуются с результатами морфометрии и подтверждены 
измерениями активности супероксиддисмутазы и микроэлементным анализом проросших семян 
и тканей побегов и корней 7-дневных проростков. Предложена характеристическая молекулярная 
сигнатура для определения регуляции процессов фотосинтеза и расщепления глюкозы на уровне 
белков. Такая сигнатура рассматривается в качестве потенциального маркера биотического эффек-
та обработки семян препаратами железа и будет подтверждаться дальнейшими исследованиями.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: протеомика растений, наночастицы, биоинформатика, масс-спектрометрия.

DOI: 10.31857/S032097252309018X, EDN: WUBPDY

Принятые сокращения: ГО – генные онтологии; НЧ – наночастицы; ПП – полимерный пленкообразователь; СОД – 
супероксиддисмутаза; FC  – кратное изменение концентрации белка (англ. Fold Сhange); FDR  – статистическая зна-
чимость с корректировкой на множественные сравнения методом Бенджамини–Хохберга (англ. false discovery rate); 
p-value – статистическая значимость с корректировкой на множественные значения методом Бонферрони.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Последние разработки хроматомасс-спек-
трометрических методов для протеомных 

исследований направлены на решение двух 
основных проблем: сокращение времени ана-
лиза образцов и увеличение покрытия про-
теома [1–5]. Часовое хроматографическое 
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разделение и сбор масс-спектрометрических 
данных, подразумевающий последовательную 
изоляцию и фрагментацию пептидов, накла-
дывают существенные ограничения на произ-
водительность анализа (~10 образцов в сутки) 
и его чувствительность  (⅓ или  ¼ часть белок-
кодирующего генома, для которого половина 
белков идентифицирована по одному амино-
кислотному фрагменту из 10–15 аминокислот). 
Одним из возможных подходов к решению 
обозначенных проблем является использова-
ние коротких хроматографических градиен-
тов и измерение масс ионов пептидов без их 
фрагментации  [2]. На основе этих принципов 
нами был разработан метод DirectMS1, в кото-
ром реализуется 5-минутное хроматографиче-
ское разделение и регистрация масс-спектров 
пептидов с высоким разрешением  (120 000 
при отношении массы к заряду (m/z), равном 
200 томсон  (Th)), а белки идентифицируются 
непосредственно в пространстве поиска (m/z; 
хроматографическое время удерживания) с ис-
пользованием алгоритмов машинного обуче-
ния [6]. На  данный момент метод продемон-
стрировал возможность идентифицировать 
более 2000 белков протеома клеток человека в 
5-минутных анализах  [6] и высокую точность 
сравнительного количественного анализа, в 
том числе на примере клеточных моделей зло-
качественных заболеваний  [7]. Важным пре-
имуществом метода DirectMS1 является вы-
сокая производительность (~200  образцов в 
сутки) и высокое покрытие аминокислотных 
последовательностей идентифицированных 
белков (~10 фрагментов длиной 10–15 амино-
кислот на белок), что способствует более точ-
ным количественным оценкам по сравнению 
со стандартными подходами  [7]. Метод пред-
ставляется перспективным для протеомной 
экспресс-диагностики биоматериалов и может 
являться молекулярным базисом для контро-
ля биохимических процессов при проведе-
нии биологических экспериментов. В  данной 
работе DirectMS1 был впервые применен для 
протеомного анализа тканей растительного 
происхождения на примере лабораторного 
исследования эффектов от применения нано-
частиц железа (НЧ Fe) в составе биопрепарата 
для предпосевной обработки семян мягкой 
озимой пшеницы.

Озимая пшеница широко культивируется 
как ценный и основной продукт питания  [8]. 
Основными дестабилизирующими факторами 
в производстве озимой пшеницы являются 
неблагоприятные погодные условия, потери 
урожая от вредителей и болезней, отсутствие 
полноценного питания, обеспечивающего нор-

мальный рост и развитие растений. Для реше-
ния этих проблем в сельском хозяйстве актив-
но разрабатываются новые биотехнологии, в 
том числе на основе наноматериалов  [9]. Ос-
новные области применения нанотехнологий в 
растениеводстве включают использование на-
номатериалов на основе пестицидов для защи-
ты растений, создание наносенсоров для кон-
троля роста растений и разработку удобрений 
с учетом потребностей растений [10]. Эффект 
от применения наноматериалов зависит от 
многих факторов, включая вид элемента, его 
концентрации, физико-химических парамет-
ров наночастиц  (НЧ), биологических особен-
ностей растений, фазы роста, почвенных и 
геофизических характеристик произрастания 
культур [9]. Многочисленные обзоры по лабо-
раторным и полевым испытаниям наномате-
риалов в растениеводстве демонстрируют как 
положительное, так и отрицательное влия-
ние НЧ на рост и развитие различных культур, 
вплоть до проявления фитотоксичности [9, 11–
13]. Однако при тщательном исследовании кон-
центрационных зависимостей, учете особенно-
стей растения, фазы роста, элементного состава 
почв использование нанотехнологий способно 
обеспечить прогресс в защите растений [9].

Предпосевная обработка семян озимой 
пшеницы фунгицидами и стимуляторами роста 
является важным этапом ее производства [14]. 
Показано, что введение в препарат для обра-
ботки семян НЧ различных микроэлементов 
(TiO2, FeS2, CuO, коллоидного Ag, ZnO и  др.) 
также способствует увеличению всхожести и 
активному росту растений  [9, 15–16]. Наблю-
даемые эффекты, как правило, коррелируют 
с особенностями строения НЧ и их физико-
химическими характеристиками (размер, фа-
зовый и элементный состав). Применение 
наноматериалов рассматривается как способ 
адресной и контролируемой доставки микро-
элементов, необходимых для роста растений, 
соответственно, наиболее заметные эффекты 
можно ожидать в условиях, когда имеется не-
достаток макро- и микронутриентов. В  связи 
с этим, разрабатывая состав нанобиопрепа-
рата, необходимо учитывать не только свой-
ства НЧ, но и микроэлементный состав почвы, 
особенности сорта и потребность в отдельных 
микроэлементах. Так, например, дефицит в 
почве железа приводит к развитию хлороза, 
который проявляется в пожелтении и опада-
нии листьев, ухудшении состояния корневой 
системы, ослаблении роста растений и, как 
следствие, снижении урожая. Возникновение 
дефицита обусловлено тем, что биодоступной 
формой железа для растений является (Fe2+), 
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в то время как сельскохозяйственные почвы 
содержат железо в форме (Fe3+), которое тре-
бует либо химического восстановления, либо 
восстановления микробиотой почвы, либо фер-
ментативными системами самого растения. 
Для предотвращения хлороза сельскохозяй-
ственных растений применяют органические 
и минеральные удобрения, которые включают 
жизненно важные элементы, в том числе желе-
зо в ионной или хелатной формах. Было пока-
зано, что при корневой подкормке Capsicum 
annuum питательной средой с НЧ Fe в концен-
трации 0,05 мМ, содержащих α-Fe и магнетит 
FeO·Fe2O3, наблюдалось улучшение морфо-
метрических и физиологических показателей 
по сравнению с применением Fe2+ в концен-
трации 0,1 мМ  [17]. В  связи с этим имеются 
экспериментальные основания предполагать, 
что при дефиците железа такой состав НЧ  Fe 
может являться эффективным источником био-
доступных форм железа, однако механизм 
высвобождения микроэлемента остается пред-
метом дискуссии. Показано, что аккумуляция 
НЧ в тканях растений возможна и зависит от 
концентрации [17, 18]. Так, при корневой под-
кормке C. annuum питательной средой с НЧ Fe 
в концентрации 0,05 мМ единичные  НЧ на-
блюдались в наружных слоях клеток эпидер-
миса, а высокие концентрации НЧ  Fe (2 мМ) 
приводили к визуализации НЧ в клетках эпи-
дермиса и в эндодерме [17].

Разработка новых комплексных препа-
ратов требует наличия точных методик моле-
кулярной экспресс-диагностики, способных 
в короткие сроки оценить по совокупности 
маркеров перспективность состава. Так, на-
пример, литературные данные об исследова-
нии морфофизиологических характеристик и 
протеомного ответа зерновых культур на об-
работку НЧ  металлов в настоящий момент 
немногочисленны  [19, 20]. Имеются работы, 
в которых исследовали протеомный ответ на 
обработку НЧ различных металлов в тканях 
пшеницы (корнях и листьях). Нанопрепарат в 
лабораторных или тепличных условиях либо 
вносится в почву после прорастания, либо 
наносится на  зерна перед культивированием, 
либо на 5-дневные или 6-дневные проростки. 
Протеомный анализ разных сортов пшеницы, 
дополненный измерением морфометрических, 
физиологических показателей и ферментатив-
ной активности, показал, что при обработке 
препаратами НЧ различных металлов, как пра-
вило, наблюдается увеличение среднего ко-
личества зерен в колосе и массы 1000  зерен, 
увеличение содержания сахара, активности 
супероксиддисмутазы  (СОД), пероксидазы и 

каталазы, в то время как молекулярный ответ 
и регуляция белков, а также результаты мик-
роэлементного анализа зависят от сорта пше-
ницы, вида элемента и способа применения. 
Показано, что в первую очередь на молекуляр-
ном уровне использование наночастиц железа 
при обработке пшеницы влияло на регуляцию 
белков, вовлеченных в фотосинтез, метабо-
лизм белков  [14], гликолиз, разложение крах-
мала и цикл трикарбоновых кислот [21].

Метод ультрабыстрой хроматомасс-спек-
трометрической идентификации и количествен-
ного анализа протеомов (экспресс-протеоми-
ка) [1, 6, 7] дает возможность в короткие сроки 
оценить по совокупности маркеров результат 
применения нового препарата для предпосев-
ной обработки семян. В  данной работе была 
продемонстрирована применимость метода для 
полуколичественного профилирования про-
теомов растений. Также показано, что полу-
ченной информации достаточно для того, что-
бы составить воспроизводимый молекулярный 
портрет, характеризующий изменения проте-
омного отклика в растительных клетках спе-
цифично внешнему стимулу, и проанализиро-
вать корреляцию этих изменений с внешним 
воздействием.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Синтез наночастиц железа. НЧ Fe получали 
левитационно-струйным методом [22]. Желез-
ная проволока чистотой 99,8% и диаметром 
0,5 мм («Advent Research Materials  Ltd», Ан-
глия) подавалась в кварцевую трубку со скоро-
стью 5,88 г/ч к противоточному высокочастот-
ному (440 кГц) индуктору, где она плавилась 
и испарялась в потоке инертного газа (аргон 
высокой чистоты при давлении 0,2 атм и рас-
ходе газа 3000 см3/мин). Затем пар охлаждался, 
конденсировался в наночастицы и при темпе-
ратуре ниже 150 °С обрабатывался кислородом 
высокой чистоты (расход газа  – 118 см3/мин). 
Затем частицы охлаждали, упаковывали в кон-
тейнер и хранили при комнатных условиях до 
использования. Физико-химические свойства 
НЧ  Fe характеризовали методами рентгено-
фазового анализа  (РФА) и просвечивающей 
электронной микроскопии  (ПЭМ), согласно 
которым частицы имели сферическую форму 
со средним диаметром 55 нм, структура пред-
ставляла собой ядро из металлического желе-
за α-Fe (70,1% вес.) с оболочкой из магнетита 
FeO·Fe2O3 (29,9% вес), следовательно, массо-
вые доли Fe2+ и  Fe3+ в магнетите составляли 
приблизительно 24% и 48% соответственно.

16*
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Обработка семян. Семена пшеницы 
(Triticum aestivum  L., сорт Таня, Националь-
ный зерновой центр им.  П.П. Лукьяненко, 
Краснодар, Россия) обрабатывали раствором 
химически чистого сульфата железа (II) («Хим-
мед», Россия) или суспензиями НЧ  Fe. Плен-
кообразующий раствор  А (0,56%  натриевой 
соли карбоксиметилцеллюлозы (Na-КМЦ); 
1,4% полиэтиленгликоля 400 (ПЭГ-400); 0,0037% 
динатриевой соли ЭДТА (Na2-ЭДТА) и раствор Б 
(водная суспензия НЧ  Fe или раствор  FeSO4) 
смешивали в соотношении 9/1  (v/v). Семена 
замачивали в смеси растворов А и Б (5 мл рас-
твора на 10 г семян) на 10 мин, откидывали на 
сито, давая стечь избытку раствора в течение 
10  мин, затем отправляли на проращивание. 
Контрольную группу семян обрабатывали рас-
твором  А и  водой, смешанными в соотноше-
нии 9/1  (v/v) без добавления железа. Вторым 
контролем были необработанные семена. 
Всего для проращивания было подготовлено 
5 групп (G1–G5) по 150 семян в каждой груп-
пе: G1 – необработанные семена; G2 – семе-
на, обработанные раствором А с водой; G3  – 
семена, обработанные суспензией НЧ Fe 10–5% 
в растворе А; G4 – семена, обработанные сус-
пензией НЧ Fe 10–7% в растворе А; G5 – семе-
на, обработанные FeSO4 10–7% в растворе А.

Проращивание семян. Семена проращива-
ли рулонным способом (ГОСТ 12038-84, РФ) в 
течение 7 дней. Пятьдесят семян располагали в 
линию на полоске стерилизованной фильтро-
вальной бумаги размером 10 × 100  см на рас-
стоянии 2–3 см от верхнего длинного края, на-
крывали влажной бумагой такого же размера, 
свободно скручивали и помещали вертикаль-
но в стерильные стаканы емкостью 0,5  литра. 
В  стаканы наливали 70 мл дистиллированной 
воды и помещали в термостат ТС-1/80 ЦП 
(«Смоленское СКТБ СПУ», Россия) при тем-
пературе 20 ° ± 1 °С на 7 суток.

Микроэлементный анализ. Концентрации 
химических элементов были проанализиро-
ваны в проросших семенах на третьи сутки 
(по  100  штук в каждой группе); в корнях 
(от  500  проростков в каждой группе)  – на 
7-е сутки прорастания; в зеленых ростках 
(от  500  проростков в каждой группе)  – на 7-е 
сутки прорастания. Всего для микроэлементного 
анализа было подготовлено 4  группы (G1, G2, 
G4 и G6) по 50 семян в каждой группе: G1 – не-
обработанные семена; G2 – семена, обработан-
ные раствором А с водой; G4 – семена, обрабо-
танные суспензией НЧ  Fe  10–7% в растворе А; 
G6 – семена, обработанные пленкообразовате-
лем с НЧ Fe 10–6%. Измерения были выполне-
ны ООО «Микронутриенты» (Россия) методом 

масс-спектрометрии с индуктивно связанной 
плазмой на квадрупольном масс-спектрометре 
Nexion  300D («Perkin Elmer», США), образцы 
проанализированы в двух повторах.

Измерение активности супероксиддисму-
тазы. Активность  СОД была измерена при 
использовании гидроксиламинового метода 
(Hydroxylamine Method) с помощью коммер-
ческого набора Total Superoxide Dismutase 
(T-SOD) Activity Assay Kit («Elabscience Bio-
technology», США) в свежих тканях корней и 
побегов 7-дневных проростков пшеницы в не 
менее двух и не более четырех повторах. Всего 
для анализа активности СОД было подготовле-
но 5 групп (G1–G4 и G6) по 50 семян в каждой 
группе: G1 – необработанные семена; G2 – се-
мена, обработанные раствором А с водой; G3 – 
семена, обработанные суспензией НЧ Fe 10–5% 
в растворе А; G4 – семена, обработанные сус-
пензией НЧ Fe  10–7% в растворе  А; G6  – се-
мена, обработанные пленкообразователем с 
НЧ Fe  10–6%. Побеги и корни проростков за-
мораживали в жидком азоте и измельчали в 
криомельнице CryoMill M-400, («Retsch», Гер-
мания) (3 криоцикла: 30 с – 30 Гц/30 с – 5 Гц). 
К  навеске 200 мг размолотой ткани добавляли 
1 мл натрий-фосфатного буфера (pH 7,4) и ин-
кубировали при 30 °С в течение 30 мин. Затем 
смесь центрифугировали и отбирали супер-
натант, содержащий белки в нативной форме. 
Концентрации белков измеряли с помощью 
коммерческого набора Pierce BCA Protein Assay 
Kit («Thermo Scientific», Германия) и спектро-
фотометрии на SPECTROStar Omega microplate 
reader («BMG LABTECH», Германия).

Морфометрия. Семидневные проростки из-
влекали из рулонов и вручную измеряли длину 
побега, длину максимального корня и суммар-
ную длину всех корней у 50 растений, выбран-
ных случайным образом из каждой группы 
G1–G5. Статистический анализ выполнялся 
с помощью библиотеки функций SciPy языка 
программирования Python  [23]. Для опреде-
ления статистически значимых различий в 
средних значениях морфометрических пара-
метров использовался критерий Манна–Уит-
ни с поправкой Бонферрони, порог отбора: 
p-value < 0,05. Нормальность распределения 
данных определяли с помощью критерия Ша-
пиро–Уилка.

Экстракция и ферментативный гидролиз 
белков для протеомного анализа. На  7-е сутки 
проростки были заморожены в жидком азоте 
и подвержены диссекции на корни и  побеги. 
Для масс-спектрометрического анализа было 
подготовлено по  6  проб для каждой группы 
G1–G5 (2  технических повтора подготовки 
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проб × 3 биологических повтора). Биологичес-
ким повтором называем число бумажных ру-
лонов с семенами для проращивания. В  на-
шем случае в каждой группе было 3  рулона 
по  50  растений. Бумажный рулон с семенами 
рассматривается как сильно упрощенная лабо-
раторная модель поля. Для экстракции белков 
отдельно корни и отдельно побеги каждого 
биоповтора измельчили в криомельнице. Из по-
лученных гомогенатов приготовили навески 
по  200 мг. Аликвоты измельченной ткани ли-
зировали в растворе 50 мМ аммония бикарбо-
ната (pH 7,8), содержащем 8 М  мочевины и 
2%  натрия додецилсульфата, с использованием 
ультразвуковой гомогенизации (40%  амплиту-
да; 20 с  ВКЛ. × 10 с  ВЫКЛ.; 2 мин рабочего 
времени) («QSonica Q125», США). Осаждение 
белков выполняли с использованием хлоро-
форм-метанольной экстракции  [21]. Концен-
трации белков измеряли колориметрическим 
методом, основанным на Биуретовой реакции, 
используя набор Pierce («Thermo Scientific», 
Германия). Белковый осадок растворяли в 
50 мМ растворе аммония бикарбоната (pH 7,8); 
дисульфидные связи восстанавливали с помо-
щью 10 мМ  дитиотреитола и алкилировали с 
помощью 10 мМ  йодацетамида, затем обраба-
тывали в течение 18 ч трипсином («Promega», 
США; для ВЭЖХ-МС), добавленным в соот-
ношении 1/50 (w/v).

ВЭЖХ-МС1-анализ. Данные ВЭЖХ-МС1 
были получены с использованием масс-спек-
трометра Orbitrap Fusion Lumos, оснащенного 
интерфейсом FAIMS Pro («Thermo Scientific», 
США), в сочетании с нанопоточной системой 
ВЭЖХ UltiMate 3000 («Thermo Fisher Scientific», 
Германия). Короткие хроматографические гра-
диенты были реализованы, как описано ра-
нее  [6]. Для хроматографического разделения 
использовали предколонку μ-Precolumn  C18 
PepMap100 (неподвижная фаза диаметром 
5 мкм и размером поры 100 Å, внутренний диа-
метр – 300 мкм, длина – 5 мм («Thermo Fisher 
Scientific»)) и самодельную аналитическую ко-
лонку (неподвижная фаза Reprosil-Pur диа-
метром 3 мкм, внутренний диаметр  – 75 мкм, 
длина – 5 см). Подвижные фазы имели следую-
щий состав: (A)  – 0,1%  муравьиной кисло-
ты  (МК) в воде; (B)  – 80%  ацетонитрила и 
0,1% МК в воде. Для элюции пептидов исполь-
зовали градиент  В (5–35%) за 4,8 мин при 
скорости потока 1,5 мкл/мин. Общее время 
эксперимента, включая промывку колонки и 
уравновешивание, составляло 7,5 мин. Сбор 
данных выполнялся в режиме сбора только 
MS1-спектров в диапазоне 375–1500 m/z при 
разрешении 120 000 (m/z = 200 Th), максималь-

ном значении накопленного заряда (Automatic 
Gain Control, AGC) 4·105 и максимальном вре-
мени накопления заряда 50 мс. Гидролизаты, 
растворенные в фазе А, вводили в хроматограф 
в количестве 1 мкг.

Обработка протеомных данных. Для обра-
ботки данных ВЭЖХ-МС1 использовали про-
грамму ms1searchpy  [1] для идентификации 
и постпоисковой валидации белков. Поиск 
был выполнен с использованием канониче-
ской базы белков UniProt TrEMBL (организм 
T. aestivum, идентификатор  4565), соединен-
ной с базой заведомо ложных белков, создан-
ной путем случайной перестановки амино-
кислот в последовательностях белков из базы 
UniProt TrEMBL. Точность измерения массы 
иона в МС1 составляла ±8 ppm, пропущенные 
сайты гидролиза не допускались, все цистеины 
предполагались карбоксиамидометилирован-
ными. Список идентифицированных белков 
был отфильтрован до 5% ложноположительных 
идентификаций методом «target-decoy» [24]. 
Программы Diffacto [25] и DirectMS1Quant  [7] 
использовали для статистического анализа 
белков на основе интенсивностей ионов пеп-
тидов в масс-спектрах. Для результатов, по-
лученных с помощью программы  Diffacto, 
дифференциально регулированные белки отби-
рали согласно следующим критериям: FDR <
< 10–10 и |log2FC| ≥ 3,0 (сравнение побеги/кор-
ни); FDR < 5∙10–3 и  |log2FC| ≥ 1,32 (сравнение 
побеги/побеги и корни/корни), где FDR – зна-
чение p-value с корректировкой на множествен-
ные сравнения методом Бенджамини–Хохбер-
га [26], FC – кратное изменение концентрации 
белка. Для результатов, полученных с помощью 
DirectMS1Quant, дифференциально-регулиро-
ванными считались белки, удовлетворяющие 
|log2FC ≥ 3,0 и  FDR ≤ 0,05 (сравнение побеги/
корни); |log2FC| ≥ 0,6 и  FDR ≤ 0,05 (сравнение 
побеги/побеги и корни/корни). Визуализацию 
результатов количественного анализа выполня-
ли с помощью программы QRePS  [27], расчет 
метрики активности биологических процес-
сов, GO  Score, на основе протеомных данных 
выполняли, как описано ранее [27]. Аннотация 
функций белков была выполнена с использова-
нием DeepGOPlus [28]. Для анализа генных он-
тологий (ГО) с пользовательской базой аннота-
ций использовали программу GOATOOLS [29].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проростки из семян, обработанных 
НЧ Fe 10–5% в полимерном пленкообразователе, 
характеризовались уменьшением средней длины 
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стеблей и корней. На рис. 1, а, в и д показаны ре-
зультаты измерения длины стебля, длины мак-
симального корня и суммарной длины корней 
в контрольных группах (G1  – необработанное 
зерно, G2 – зерно, обработанное раствором А) 
и опытных группах растений (G3  – НЧ  Fe в 
концентрации 10–5% в растворе А; G4 – НЧ Fe в 
концентрации 10–7% в растворе А; G5 – FeSO4 в 
концентрации 10–7% в растворе А). Для началь-
ной оценки статистически значимых различий 
между группами был применен многомерный 
ранговый тест Краскела–Уоллиса без поправки 
на множественные сравнения. Тест показал, 
что медианы выборок отличаются (статисти-
ческая значимость: побеги  – pKW = 3,22·10–5; 
максимальный корень – pKW = 2,95·10–19; сумма 
корней  – pKW = 1,39·10–20). Далее было выпол-
нено попарное сравнение выборок с помощью 
рангового теста Манна–Уитни с поправкой на 
множественные сравнения методом Бонфер-
рони (рис. 1, б, г и е). Результаты попарного 
сравнения показали, что обработка зерна по-
лимерным пленкообразователем  (ПП) в соста-
ве ПЭГ-400, Na-КМЦ и Na2-ЭДТА привела к 
статистически значимому увеличению средней 
длины стебля, максимального корня и суммар-
ной длины корней по сравнению с необрабо-
танным зерном  (G1). Добавление FeSO4 в  ПП 
для обработки зерна не сказалось на измене-
нии длин стеблей и корней 7-дневных про-
ростков  (G5 по сравнению с контролем  G2). 
При этом обработка зерна суспензией НЧ  Fe 
в составе  ПП показала статистически значи-
мое уменьшение средней длины стебля, мак-
симального корня и суммарной длины корней 
(G3 и G4 по сравнению с контролем G2).

Молекулярная диагностика задержки роста 
проростков, по данным ультрабыстрой хрома-
томасс-спектрометрии DirectMS1. Определение 
маркерных процессов биотического действия 
препаратов железа. Маркерными будем назы-
вать обогащения воспроизводимо регистрируе-
мых биологических процессов, для которых, 
по возможности, наблюдается зависимость 
от концентрации железа в препарате и обога-
щение которого не зависит от метода анализа 
данных. В данной работе количественный ана-
лиз был выполнен двумя вычислительными ал-
горитмами: DirectMS1Quant [7] и Diffacto [25], 
чтобы убедиться в воспроизводимости резуль-
татов. DirectMS1Quant разработан специально 
для работы с данными ультрабыстрой хро-
матомасс-спектрометрии DirectMS1 и заре-
комендовал себя как точный метод оценки 
кратных изменений концентраций белков. Ал-
горитм Diffacto отличается высокой чувстви-
тельностью к изменениям в протеомах, но за 

счет более высокой доли ложноположительных 
результатов [30].

DirectMS1Quant: сравнение протеомов по-
бегов относительно корней. На  рис. 2 показа-
ны результаты сравнения протеомов побегов 
относительно корней 7-дневных проростков 
пшеницы из одной и той же опытной группы. 
Данное сравнение выявило существенные от-
личия в регуляции белков, что является зако-
номерным при сравнении тканей разных орга-
нов. Протеомные отличия между двумя типами 
тканей описывались дифференциальной регу-
ляцией примерно 700  белков. Среди белков с 
повышенной регуляцией были найдены шапе-
ронины, рибосомальные белки и АТP-синтазы 
хлоропластов, субъединицы митохондриальных 
АТP-синтаз, АТP-зависимые цинк-металлопро-
теазы, хлорофилл-связывающие белки, фак-
торы элонгации митохондрий и хлороплас-
тов, ферредоксины и многие другие. Белки с 
пониженной регуляцией были представлены 
альфа- и бета-амилазами, ингибиторами ами-
лаз, различными белками защитного ответа на 
патогены, пероксидазами и др.

Анализ ГО для белков с повышенной регу-
ляцией (log2FC ≥ 3 и  FDR < 0,05) не выявил 
зависимости обогащений биологических про-
цессов от состава препарата для обработ-
ки семян, в том числе от концентрации же-
леза  (рис. 3, а). Рис. 3, а показывает, что в 
побегах обогащены процессы, связанные с 
фотосинтезом, регуляцией активности  СОД, 
биосинтезом хлорофила, образованием соеди-
нений железа в комплексе с порфириновым 
(тетрапиррольным) кольцом из менее сложных 
предшественников, а также гликолиз и про-
цессы из цикла трикарбоновых кислот. Обра-
ботка семян препаратом с  FeSO4  (G5) соот-
ветствует наибольшим значениям GO  Score 
для процессов, связанных с фотосинтезом 
и регуляцией активности  СОД, образова-
нием хлорофила и соединений с порфирино-
вым/тетрапиррольным кольцом, однако при-
мерно на том же уровне это обогащение вид-
но и в контрольных группах (G1  и  G2). Для 
процессов, связанных с поглощением све-
та фотосистемами I и II, наибольшими зна-
чениями GO  Score характеризуется обработ-
ка НЧ Fe 10–5%  (G3) и необработанный кон-
троль (G1).

На рис. 3, б показаны биологические про-
цессы, обогащенные на белках, чья регуляция 
в корнях выше, чем в побегах (log2FC ≤ –3,0 
и FDR < 0,05 на рис. 2). Среди них можно выде-
лить группы процессов, связанные с ответом на 
токсичные вещества и метаболизм дисахари-
дов и полисахаридов (сахароза, крахмал и др.). 
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Рис. 1. Отличия морфометрических показателей (средние значения длины побега, длины максимального корня и сум-
марной длины корней) в 7-дневных проростках озимой пшеницы вследствие обработки препаратами железа. Сред-
ние значения и значения стандартных отклонений рассчитаны для значений из середины распределения, с 25-го 
по 75-й процентиль включительно (панели а, в и д). Статистический анализ выполняли с использованием критерия 
Манна–Уитни с поправкой Бонферрони, p-value (панели б, г и е). Обозначения: G1 – необработанное зерно; G2 – 
зерно, обработанное раствором А; G3 – НЧ Fe в концентрации 10–5% в растворе А; G4 – НЧ Fe в концентрации 10–7% 
в растворе А; G5 – FeSO4 в концентрации 10–7% в растворе А
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Рис. 2. Диаграммы рассеивания для попарных сравнений протеомов 7-дневных проростков озимой пшеницы при об-
работке семян препаратами на основе наночастиц и сульфата железа (обработка данных методом DirectMS1Quant [7]). 
Дифференциально регулированные белки удовлетворяют критериям |log2FC| ≥ 3,0 и FDR < 0,05. Обозначения: G1 – 
необработанное зерно; G2  – зерно, обработанное раствором  А; G3  – НЧ  Fe в концентрации  10–5% в растворе  А; 
G4 – НЧ Fe в концентрации 10–7% в растворе А; G5 – FeSO4 в концентрации 10–7% в растворе А; FDR – статисти-
ческая значимость с корректировкой на множественные сравнения методом Бенджамини–Хохберга, рассчитанная 
DirectMS1Quant; FC  =  T/R, где FC  – кратное изменение количественного содержания белка в побегах  (T) относи-
тельно корней (R)
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Рис. 3. Результаты анализа обогащений биологических процессов при различных типах обработки семян для генов, 
кодирующих дифференциально регулированные белки (метод DirectMS1Quant): а – процессы, обогащенные в побе-
гах; б – процессы, обогащенные в корнях. GO Score =  log10(E) ×  |log10(FDR)|, где E – обогащение биологического 
процесса, FDR  – статистическая значимость обогащения с корректировкой на множественные сравнения методом 
Бенджамини–Хохберга
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Рис. 4. Диаграммы рассеивания для попарных сравнений протеомов 7-дневных проростков озимой пшеницы при 
обработке семян препаратами на основе наночастиц и сульфата железа (обработка данных методом Diffacto). Диффе-
ренциально регулированные белки удовлетворяют критериям: FDR < 10–10 и |log2FC| ≥ 3,0. Обозначения: G1 – необра-
ботанное зерно; G2 – зерно, обработанное раствором А; G3 – НЧ Fe в концентрации 10–5% в растворе А; G4 – НЧ Fe 
в концентрации 10–7% в растворе А; G5 – FeSO4 в концентрации 10–7% в растворе А; FDR – статистическая значи-
мость (рассчитанно программой Diffacto [25]) с корректировкой на множественные сравнения методом Бенджамини–
Хохберга [26]; FC = T/R, где FC – кратное изменение количественного содержания белка в побегах (T) относительно 
корней (R)

Для обработки НЧ  Fe  10–5%  (G3) обогащение 
процесса, снижающего токсичность вещества 
(detoxification на рис. 3, б) оказалось на порядок 
выше, чем в контрольных группах (G1  и  G2). 
Кроме того, для этого процесса наблюдалась 
концентрационная зависимость от процент-
ного содержания железа в препарате от макси-
мальной к минимальной (НЧ 10–5%, соль 10–7%, 
НЧ  10–7%, 0%,  0%). По обогащению метабо-
лизма полисахаридов в опытных и контроль-
ных группах концентрационной зависимости 
не наблюдалось.

DirectMS1Quant: побеги и корни с обработ-
кой НЧ и сульфатом железа относительно необ-
работанного контроля. Попарное сравнение 
протеомов побегов, принадлежавших расте-
ниям из опытных групп  G2, G3, G4 и  G5, с 
контрольной группой  G1 показало полное 
отсутствие статистически значимых отличий 
(рис.  П1,  а–г в  Приложении). Малый отклик 
был зарегистрирован при сравнении протео-
мов корней из опытных групп G2, G3, G4 и G5 

с контрольной группой G1: 3↑ и 32↓ (G2/G1), 
9↓  (G3/G1), 7↓  (G4/G1), 55↑  и  8↓  (G5/G1), 
где ↑ и ↓ обозначают повышенную и понижен-
ную регуляцию соответственно (рис.  П1,  д–з 
в Приложении). Среди дифференциально регу-
лированных белков были представлены альфа- 
и бета-амилазы, субъединицы ингибиторов 
амилаз, регуляторы активности ферментов, 
пероксиредоксины, белки теплового шока и 
стресса. Анализ  ГО выявил обогащение ме-
таболизма дисахаридов и полисахаридов, в 
том числе крахмала, для белков с повышен-
ной регуляцией в сравнении G5/G1 и  G2/G1 
(рис. П1, и в Приложении). Данный результат 
может свидетельствовать о том, что отклик на 
предпосевную обработку препаратами железа 
в 7-дневных проростках достаточно слабый, 
чтобы при таком выборе относительного кон-
троля применяемый экспериментальный ком-
плекс (DirectMS1 [1]) или метод количествен-
ного анализа интенсивностей ионов пептидов 
(DirectMS1Quant  [7]) могли зарегистрировать 
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Рис. 5. Результаты анализа обогащений биологических процессов при различных типах обработки семян для генов, 
кодирующих дифференциально регулированные белки (метод Diffacto): а  - побеги, б - корни. GO Score = log10(E) × 
× |log10(FDR)|, где E – обогащение биологического процесса, FDR – статистическая значимость обогащения с кор-
ректировкой на множественные сравнения методом Бенджамини–Хохберга
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изменения в числе молекул белков. По этой 
причине количественный анализ интенсивно-
стей также был выполнен более чувствитель-
ным методом: Diffacto [25].

Diffacto: сравнение протеомов побегов отно-
сительно корней. На  рис. 4 и  рис. 5 показаны 
результаты обработки данных ультрабыстрого 
хроматомасс-спектрометрического профилиро-
вания протеомов побегов относительно кор-
ней 7-дневных проростков пшеницы методом 
Diffacto. Диаграммы рассеивания, построен-
ные для попарных сравнений протеомов по-
бегов относительно корней 7-дневных про-
ростков пшеницы из одной и той же опытной 
группы (рис. 4), также показали существенную 
разницу в протеомах, что соответствует срав-
нению разных типов тканей. Анализ ГО для 
белков с log2FC ≥ 3,0 и  FDR < 10–10 показал 
обогащение таких же процессов, как и в слу-
чае с DirectMS1Quant: фотосинтез, регуляция 
активности СОД, синтез хлорофила и соедине-
ний с порфириновым/тетрапиррольным коль-
цом и др. (рис. 5, а). При этом топовые обога-
щения процессов, отсортированные по значе-
ниям GO  Score, совпадали для разных типов 
обработки семян (photosynthesis, regulation of 
superoxide dismutase activity, chlorophyll biosynthet-
ic process и др.). Вероятную зависимость от кон-
центрации железа можно отметить только для 
гликолиза и родственных ему процессов (G5 – 
FeSO4  10–7%, G4  – НЧ  10–7%, G2  – 0%, G1  – 
0%), однако для G3 – НЧ 10–5% обогащение не 
обнаружилось. При этом в группах с обработ-
кой НЧ Fe (G3 и G4) по сравнению с контроля-
ми (G2 и G1) и FeSO4 (G5) процессы фотосин-
теза имеют меньшие значения GO  Score, что 
трактуется, скорее, как «негативный» эффект.

На рис. 5, б показаны результаты анализа 
обогащений биологических процессов, в кото-
рые вовлечены белки, чья регуляция в корнях 
выше, чем в побегах (log2FC ≤ –3,0 на рис. 4). 
Здесь также, как и на  рис. 3, б, отметим вос-
производимость обогащения метаболизма поли-
сахаридов и ответа на токсичные вещества, для 
которого наблюдается зависимость от состава 
препарата и концентрации железа (НЧ  10–5%, 
НЧ 10–7%, 0%, FeSO4 10–7%, 0%).

Diffacto: сравнение протеомов побегов от-
носительно необработанного контроля. Срав-
нение протеомов побегов с помощью Diffacto 
выявило следующее число дифференциаль-
но регулированных белков: 21↑  (G2/G1), 35↑ 
и  23↓  (G4/G1), 213↑  и  48↓  (G5/G1), где  ↑ и  ↓ 
обозначают повышение и понижение относи-
тельной концентрации белков соответствен-
но (рис.  П2,  а–г в  Приложении). Анализ  ГО 
показал отсутствие пересекающихся обога-

щений между опытными и контрольными 
группами растений, а значения GO  Score у 
обогащений не превышали  20, что тракту-
ется как слабое обогащение, похожее на слу-
чайный шум (рис. П3, а и б в  Приложении). 
Единственным значимым обогащением может 
считаться защитный отклик в побегах груп-
пы  G5 на присутствие грамположительных 
бактерий (рис. П3, а в Приложении). В целом, 
данный результат хорошо согласуется с ре-
зультатами анализа методом DirectMS1Quant 
(рис. П2 в Приложении).

Diffacto: сравнение протеомов корней отно-
сительно необработанного контроля. Сравне-
ние протеомов корней выявило следующее 
число дифференциально регулированных бел-
ков: 54↑ и 83↓ (G2/G1), 169↑ и 291↓ (G3/G1), 
225↑  и  158↓  (G4/G1), 532↑  и  278↓  (G5/G1), 
где ↑ и ↓ обозначают повышенную и понижен-
ную регуляцию соответственно (рис. П2, д–з 
в Приложении). Анализ ГО на белках с повы-
шенной регуляцией показал для корней обо-
гащение биологических процессов, связанных 
с метаболизмом полисахаридов и дисахаридов 
(G4/G1, G5/G1 и  G3/G1), регуляцией актив-
ности эндопептидазы (G2/G1, G5/G1,  G4/G1) 
и ответом на воспаление и цитокины (G2/G1, 
G4/G1) (рис. П3, в в Приложении). На белках с 
пониженной регуляцией был зарегистрирован 
защитный отклик на бактерии и фосфорили-
рование белков (G3/G1) (рис. П3, г в Приложе-
нии). Данный результат согласуется с результа-
тами, представленными на рис. 3, б и рис. 5, б. 
При этом метаболизм полисахаридов в корнях 
может быть рассмотрен как маркер биотиче-
ского действия предпосевной обработки зерна 
препаратами железа в рамках введенных ранее 
определений. Отметим также, что, по совокуп-
ности полученных данных, ответ на токсичные 
вещества, наиболее ярко выраженный в группе 
с обработкой НЧ Fe 10–5% (рис. 3, б и рис. 5, б), 
может быть связан с прорастанием колоний 
микроорганизмов в субстрате для проращива-
ния семян, что требует дополнительных иссле-
дований.

Реакция на токсины в корнях подтвержда-
ется измерением активности СОД. Из протеом-
ных данных следует, что эффекты от обработки 
семян могут быть связаны с изменениями фер-
ментативных систем, участвующих в поддер-
жании окислительно-восстановительного ста-
туса клетки. Для независимого подтверждения 
этого наблюдения в побегах и корнях 7-днев-
ных проростков пшеницы была измерена ак-
тивность СОД, ферментного антиоксиданта, 
обеспечивающего защиту растения от пов-
реждающего действия активных форм кисло-
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Рис. 6. Активность СОД в свежих побегах и корнях 
7-дневных проростков пшеницы. Обозначения: G1  – 
необработанное зерно; G2  – зерно, обработанное рас-
твором  А; G3  – НЧ  Fe в концентрации  10–5% в раство-
ре  А; G4  – НЧ  Fe в концентрации  10–7% в растворе  А; 
G6 – НЧ Fe в концентрации 10–6% в растворе А. Актив-
ность  СОД (в  отн.  ед. на  мг белка) вычисляли, согласно 
рекомендациям производителя (T-SOD activity assay, 
«Elabscience»)

рода (АФК), которые, в том числе, образуются 
в результате работы фотосистем  I и  II и не-
благоприятных факторов окружающей среды. 
Измерения показали, что независимо от обра-
ботки семян активность СОД в корнях выше, 
чем в побегах, как минимум на один порядок. 
При этом в проростках, полученных из семян, 
обработанных ПП и  НЧ  Fe, активность  СОД 
увеличилась относительно необработанного 
контроля  G1 (побеги G2–G4; корни G2–G3 
на рис. 6). Снижение активности СОД по срав-
нению с контролем  G1 наблюдалось в тканях 
корней, проростков из семян, обработанных 
более низкими концентрациями НЧ  Fe  10–6% 
и НЧ Fe 10–7% (корни G4 и G6 на рис. 6).

По совокупности данных мы полагаем, что 
высокие значения активности СОД в корнях 
и разброс значений относительно контроль-
ной группы (отсутствие корреляции с типом 
обработки семян) могут быть связаны с окис-
лительным стрессом в корнях, который возник 
в результате действия неблагоприятных факто-
ров внешней среды.

Обработка семян препаратами с НЧ  Fe не 
влияла на содержание железа в растительных 
тканях. Сравнительный анализ концентраций 
микроэлементов в растительных тканях (про-
росшее зерно на третьи сутки, побеги и корни 
7-дневных проростков) показал, что с тече-
нием времени наблюдается увеличение содер-
жания микроэлементов (проанализировано 
25 элементов, в том числе железо) (табл. П1, а 
в  Приложении). По количественным показа-
телям такое накопление микроэлементов воз-

можно только из окружающей среды (субстрат, 
использованный для проращивания, и вода 
для полива) и не коррелирует с обработкой се-
мян. При сравнении разных типов обработки 
для одного и того же типа ткани (табл.  П1,  а 
в  Приложении) видно, что введение НЧ  Fe в 
полимерный пленкообразователь для обработ-
ки семян перед проращиванием не приводило 
к достоверному увеличению содержания железа 
по сравнению с необработанным контролем 
ни в проросших семенах, ни в побегах и кор-
нях 7-дневных проростков. Обратим внима-
ние, что средние концентрации микроэлемен-
тов Na, Pb, Cd, Co, Sn, Hg, As увеличились в 12 
и более раз в корнях по сравнению с содержа-
нием этих элементов в проросших семенах. 
Сравнение концентраций Pb, Cd и Hg (среднее 
по G1–G6 для каждого типа ткани) с гигиени-
ческими требованиями СанПин 2.3.2.1078-01 
(табл.  П1,  б в  Приложении) дает основание 
предполагать, что накопленные в корнях кон-
центрации токсичных элементов могли стать 
причиной окислительного стресса. Отметим, 
что это наблюдение коррелирует с высокими 
значениями активности  СОД, которые в кор-
нях на один порядок выше, чем в побегах, 
и с обогащением процессов детоксикации в 
корнях, согласно протеомным данным.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В работе был апробирован метод ультра-
быстрого хроматомасс-спектрометрического про-
филирования  [1, 6, 7] для количественного 
анализа протеомов растительных тканей. Объ-
ектами исследования были побеги и корни 
7-дневных проростков мягкой озимой пше-
ницы, семена которой были обработаны пе-
ред проращиванием препаратами наночастиц 
железа (II, III) или сульфата железа (II). В тка-
нях побегов была показана дифференциаль-
ная регуляция белков, вовлеченных в процес-
сы фотосинтеза, регуляции активности СОД, 
гликолиза, биосинтеза хлорофилла, а также 
процессов из цикла трикарбоновых кислот. 
Полученные результаты согласуются с ранее 
опубликованными данными. В  частности, в 
недавнем исследовании влияния наночастиц 
железа на рост побегов засухоустойчивых и 
солеустойчивых сортов было показано, что 
при однократном внесении в почву раствора 
наночастиц дифференциальная экспрессия 
белков в побегах обоих сортов в основном свя-
зана с фотосинтезом и зависела от сорта куль-
туры  [14]. Также было показано увеличение 
количества белков, связанных с деградацией 
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крахмала, гликолизом и циклом трикарбо-
новых кислот при корневой подкормке  [21]. 
По нашим данным, увеличение количества 
белков, вовлеченных в метаболизм дисахари-
дов и полисахаридов, в том числе крахмала, 
наблюдалось в тканях корней.

Результаты морфометрии показали, что 
группы с обработкой ПП, FeSO4  10–7% и 
НЧ Fe 10–7% характеризовались одинаковой 
средней длиной стебля и максимального кор-
ня по сравнению с необработанным контро-
лем и обработкой препаратом с НЧ  Fe  10–5% 
(рис.  1,  в–е). Соответственно, группа с обра-
боткой  ПП в среднем выросла лучше, чем не-
обработанный контроль, а добавление соеди-
нений железа в  ПП для обработки семян либо 
не сказывалось на росте растений (FeSO4 10–7% 
и  НЧ  Fe  10–7%), либо способствовало умень-
шению длины стеблей и корней (НЧ Fe 10–5%). 
Возможно, имеются другие причины, повли-
явшие на развитие проростков. Так, протеом-
ный анализ не выявил зависимость обогаще-
ния биологических процессов от содержания 
железа в составе препаратов, за исключением 
ответа на токсичные вещества в корнях. Однако 
остальные процессы регистрировались вос-
производимым образом (рис. 3, б и  рис. 5, б), 
что дает основание предположить наличие сла-
бых эффектов от обработки, на грани чув-
ствительности метода. Обработка семян пре-
паратами железа в составе  ПП потенциально 
способствует фотосинтезу, регуляции активно-
сти СОД и гликолизу в побегах и метаболизму 
дисахаридов и полисахаридов в корнях. Про-
теомный анализ также выявил, что при срав-
нении НЧ  Fe  10–5% относительно необрабо-
танного контроля наблюдался защитный ответ 
на присутствие микроорганизмов (рис. П3, д 
в  Приложении). Защитный ответ представ-
лен сигнатурой белков-гомологов, среди ко-
торых Powdery mildew resistance protein и Rx 
N-terminal domain-containing protein, контро-
лирующие распознавание патогенов и защит-
ный отклик на них. В группах с обработкой ПП 
и НЧ  Fe  10–7% при сравнении с необработан-
ным контролем наблюдался ответ на воспа-
ление, представленный сигнатурами авенин-
подобных белков, обладающих антигрибковой 
активностью  [31]. При этом защитный ответ 
на токсичные вещества сильнее всего был вы-
ражен в группах с обработкой НЧ Fe 10–5% 
и НЧ Fe 10–7%, что на данный момент не под-
дается однозначной трактовке и требует допол-
нительных экспериментов. Например, необхо-
димо сравнение с 7-дневными проростками из 
семян, подвергшихся обработке противогриб-
ковыми препаратами, так как не исключено, 

что малый эффект от обработки мог быть скрыт 
влиянием фитопатогенов. С этой точки зрения 
интерес также представляет протеомный ана-
лиз семян на третьи сутки прорастания, так 
как такой эксперимент даст представление о 
биологических процессах при прорастании 
корешка, когда с момента обработки семян 
пройдет меньше времени и будет минимизиро-
вано возможное влияние фитопатогенов, даже 
если полностью от них избавиться не удастся. 
Отметим, что измерения активности СОД под-
тверждают наличие в корнях окислительного 
стресса для всех контрольных и тестовых групп 
растений, а анализ общего содержания микро-
элементов в тканях растений выявил вероят-
ную контаминацию токсичными элементами 
(Cd, Pb, Hg среди наиболее вероятных канди-
датов) как еще одну возможную причину акти-
вации в корнях процессов детоксикации, пред-
ставленных гомологами пероксидаз.

Тем не менее воспроизводимое детекти-
рование белков, вовлеченных в обогащенные 
процессы, предполагает, что их можно исполь-
зовать в качестве молекулярных маркеров при 
тестировании новых составов препаратов для 
обработки семян, листовой и корневой под-
кормки. Мы проанализировали совокупно-
сти белков, на которых, по нашим данным, 
наблюдалось обогащение процессов фото-
синтеза, биосинтеза порфирин-содержащих 
соединений и хлорофилла, регуляции активно-
сти СОД, гликолиза, метаболизма полисахари-
дов и др. (табл. П2 в Приложении). Совокупно-
сти белков, зарегистрированные хотя бы в трех 
из пяти групп образцов, рассматриваются нами 
как потенциальная молекулярная сигнатура, 
по экспрессии которой возможно отслеживать 
влияние состава препарата на фотосинтез, гли-
колиз и регуляцию активности СОД в побегах 
(табл.  П2 в  Приложении). Также хотелось бы 
обратить внимание на белки, вовлеченные в 
процессы биосинтеза соединений с порфири-
новым/тетрапирольным кольцом. Обогаще-
нию данных процессов сопутствовало также 
обогащение процессов, связанных с биосинте-
зом гема (https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/
GO:0006783). Биосинтез гема был зарегистри-
рован слабо, зависимости от концентрации же-
леза не наблюдалось (рис. 3, б), однако процесс 
имеет непосредственное отношение к составу 
испытываемых препаратов и может представ-
лять собой интерес. Терминальным ферментом 
пути биосинтеза гема является феррохелатаза, 
широко распространенная в природе, в том 
числе в хлоропластах и митохондриях выс-
ших растений (http://www.ebi.ac.uk/interpro/
entry/InterPro/IPR019772/) [32–34]. Фермент 
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катализирует присоединение двухвалентного 
железа в кольцо протопорфирина с образова-
нием протогема. Целенаправленное исследо-
вание активности феррохелатазы в зависимо-
сти от особенностей сорта злаковой культуры, 
условий роста и состава препарата для предпо-
севной обработки также представляется инте-
ресным направлением. В  дальнейших иссле-
дованиях планируется расширить коллекцию 
протеомных данных по различным сортам 
пшеницы и типам обработки семян, чтобы 
проверить и подтвердить результаты текуще-
го исследования, а также дополнить молеку-
лярные данные для биосинтеза хлорофилла, 
гема, тетрапиррол- и порфирин-содержащих 
соединений.

Метод ультрабыстрого протеомного про-
филирования DirectMS1 продемонстрировал 
высокий потенциал для молекулярной диа-
гностики процессов, происходящих в расти-
тельных тканях, включая не только влияние 
обработки препаратами, но и определение 
возможной контаминации. В  комбинации с 
другими методами исследования предложен-
ный подход является важным источником ин-
формации при исследовании молекулярных 
механизмов действия препаратов и факторов 
внешней среды на живые системы.
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ULTRA-FAST MASS SPECTROMETRY FOR PLANT BIOCHEMISTRY: 
PROTEOMICS RESPONSE OF WINTER WHEAT 

TO IRON PRE-SOWING TREATMENT

T. T. Kusainova1,2, D. D. Emekeeva1,2, E. M. Kazakova1,2, V. A. Gorshkov3, F. Kjeldsen3, 
M. L. Kuskov1, A. N. Zhigach1, I. P. Olkhovskaya1, O. A. Bogoslovskaya1, 

N. N. Glushchenko1, and I. A. Tarasova1*

1 V. L. Talrose Institute for Energy Problems of Chemical Physics, 
N. N. Semenov Federal Research Center of Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, 

119334 Moscow, Russia
2 Moscow Institute of Physics and Technology (National Research University), 

141701 Dolgoprudny, Moscow Region, Russia
3 Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of Southern Denmark, 

DK-5230 Odense M, Denmark

In recent years, ultrafast chromatography-mass spectrometry profiling of proteomes has been actively devel-
oped for biochemical studies. These methods are intended for fast/rapid monitoring of cell response to a biotic 
stimulus, correlation of molecular changes with biological processes and phenotype changes. To increase 
agricultural production, new biotechnologies are being introduced, including the use of nanomaterials. 
At the same time, thorough testing of new fertilizers and investigation of mechanisms of biotic effects on 
the germination, growth, and development of plants are required. The aim of this work was to adapt the 
method of ultrafast chromatography and mass spectrometry for rapid quantitative profiling of molecular 
changes in 7-day-old wheat seedlings that occur in response to pre-sowing seed treatment with iron com-
pounds. The experimental method is capable of analyzing up to 200 samples per day; its practical value lies 
in carrying out the proteomic express diagnostics of the biotic action of new treatments, including those for 
agricultural needs. The regulation of photosynthesis, biosynthesis of chlorophyll, porphyrin- and tetrapy-
rrole-containing compounds, glycolysis in shoot tissues, and polysaccharide metabolism in root tissues were 
shown after seed treatments with suspensions containing a polymeric film former (PEG-400, Na-CMC, 
Na2-EDTA), iron (II, III) nanoparticles or iron  (II) sulfate. Observations at the protein level were con-
sistent with the results of morphometry, measurements of superoxide dismutase activity and microelement 
analysis of 3-day-old germinated seeds and shoots and roots of 7-day-old seedlings. A characteristic molec-
ular signature has been proposed to determine the regulation of photosynthesis and glycolytic process at the 
protein level. Such a signature is considered as a potential marker of the biotic effect of seed treatment with 
iron compounds and will be confirmed by further studies.

Keywords: plant proteomics, nanoparticles, bioinformatics, mass spectrometry
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Гепатоэнцефалопатия (ГЭ) как медицинский термин нервно-психического расстройства, развиваю-
щегося у пациентов с тяжелым нарушением функции печени, известна уже более века, однако 
патогенетические механизмы дисфункции головного мозга при заболеваниях печени до сих пор 
полностью не выяснены. Концептуально, основной причиной  ГЭ является накопление аммиака 
в головном мозге вследствие нарушения детоксикационной функции печени или возникнове-
ния портосистемного шунта. Доказано, что токсическое действие аммиака опосредовано гипер-
активацией глутаматных NMDA-рецепторов (NMDA-R) и распространяется на многие процессы 
аэробного метаболизма, обеспечивающего энергией мириады специфических функций и жизне-
способность нервных клеток. Недавнее открытие функциональных NMDA-R в эритроцитах и от-
клонения от нормы многих гематологических параметров, свидетельствующих о нарушении гемо-
динамики и снижении кислородтранспортной функции эритроцитов у большинства пациентов 
с ГЭ, указывали на наличие взаимосвязи между повреждением эритроцитов и дисфункцией мозга. 
Чтобы понять, как в условиях гипераммониемии (ГА) прогрессирование аэробного энергетичес-
кого кризиса мозга приводит к энцефалопатии, необходимо определить вклад в эту патологию 
аммоний-индуцированного окислительного стресса в эритроцитах, приводящего к нарушению их 
кислородтранспортной функции. Для обнаружения вышеуказанного недостающего звена актив-
ность антиокислительных ферментов и концентрация GSH, GSSG и H2O2 были измерены в эри-
троцитах животных с ГА в присутствии неконкурентного антагониста NMDA-R, МК-801. Было вы-
явлено, что аммиак, содержащийся в крови гипераммониемированных животных, накапливается 
в значительном количестве в эритроцитах крыс и делает эти клетки, лишенные аммиак-обезврежи-
вающих ферментов, наиболее восприимчивыми к его прооксидантному действию, проявляюще-
муся по развитию окислительного стресса, показатели которого полностью или частично восста-
навливаются МК-801. Полученные данные обеспечивают основу для выявления дополнительных 
факторов риска в развитии когнитивных нарушений и неблагоприятного прогноза, связанного 
с гипоперфузией у пациентов с повышенной концентрацией аммиака в крови.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гипераммониемия, гепатоэнцефалопатия, эритроциты, NMDA-рецепторы, 
окислительный стресс.

DOI: 10.31857/S0320972523090191, EDN: YADLJQ

Принятые сокращения: ГА – гипераммониемия; ГП – глутатионпероксидаза; ГР – глутатионредуктаза; ГТ – глута-
тионтрансфераза; ГЭ – гепатоэнцефалопатия; Г6ФДГ – глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа; СОД – супероксиддисмутаза; 
NMDA-R – глутаматные NMDA-рецепторы.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Гепатоэнцефалопатия (ГЭ)  – это нервно-
психическое расстройство, развивающееся у 
пациентов с тяжелым нарушением функции 
печени. Клинические симптомы патологии 
варьируют от легких поведенческих наруше-
ний до полного угнетения сознания, пере-

ходящего в кому, которая часто заканчивается 
смертью  [1]. Хотя «гепатоэнцефалопатия» как 
медицинский термин заболевания известна 
уже более века  [2] и концептуально отражает 
взаимосвязь между повреждением печени и 
патологией головного мозга, патогенетические 
механизмы дисфункции головного мозга при 
заболеваниях печени до сих пор полностью 
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не выяснены. Общепризнано, однако, что по-
вышенный уровень аммиака в крови, вызван-
ный нарушением детоксикационной функции 
печени или портокавальным шунтированием, 
позволяющим аммиаку, образуемому в желу-
дочно-кишечном тракте (не обезвреживаясь 
в печени или минуя печень), беспрепятствен-
но проникать в мозг, является основным фак-
тором, способствующим накоплению аммиака 
в  ЦНС, токсический эффект которого отве-
чает как за церебральную дисфункцию, так и 
за клинические симптомы ГЭ [3, 4].

Механизмы нейротоксичности аммиака 
до конца не ясны, но, согласно литературным 
данным, его токсическое действие распростра-
няется на многие метаболические процессы, 
обеспечивающие специфические энергозави-
симые функции нервной ткани. Так, нами 
было показано, что аммиак нарушает энер-
гетический обмен в клетках мозга животных, 
тормозит поток электронов в дыхательной 
цепи митохондрий, приводя к нарушению окис-
лительного фосфорилирования, производства 
АTP [5] и нарушению гомеостаза Ca2+ [6], зна-
чительному усилению образования активных 
форм кислорода и азота [7], подавлению актив-
ности антиоксидантных ферментов и активно-
сти глутаминсинтетазы, что является причина-
ми возникновения окислительного стресса [8], 
уменьшения скорости детоксикации аммиака 
в мозге и быстрой гибели животных [9]. Наши 
исследования показали также, что глобальные 
нарушения жизненно важных биохимических 
процессов в головном мозге и гибель живот-
ных с острой гипераммониемией  (ГА) почти 
полностью предотвращались различными ан-
тагонистами глутаматных NMDA-рецепторов 
(NMDA-R), действующими на разные центры 
рецепторов, и в частности, MK-801  – некон-
курентным антагонистом рецепторов [10]. Эти 
данные убедительно подтвердили ключевую 
роль нейромедиатора глутамата как основного 
эффектора, вызывающего аммоний-индуци-
рованный каскад патологических реакций, 
опосредованный гиперактивацией NMDA-R, 
приводящий к гибели нервных клеток и орга-
низма в целом.

Недавнее открытие функциональных 
NMDA-R вне ЦНС в различных перифери-
ческих тканях, включая печень, сердце, под-
желудочную железу, а также эритроциты  [11], 
позволило предположить, что полиорганная 
недостаточность может быть неотъемлемой 
частью ГЭ [12], а токсические эффекты аммиа-
ка при  ГЭ, опосредованные NMDA-R, могут 
быть более разрушительными и опасными, 
чем считалось ранее. Однако, несмотря на 

то что концепция о ведущей роли аммиака в 
развитии полиорганной патологии далеко не 
нова  [13], в настоящее время не известна ни 
степень накопления аммиака в перифериче-
ских тканях (за исключением ранних единич-
ных статей), ни роль NMDA-R в механизме его 
токсического действия, и сделать однознач-
ный вывод о том, насколько не нейрональные 
периферические ткани восприимчивы к ток-
сическому действию аммиака, также не предо-
ставляется возможным.

Тем не менее отклонения от нормы мно-
гих гематологических параметров  [14], нали-
чие анемии у большинства пациентов  [15], 
сопровождающейся появлением эритроцитов 
с атипичной морфологией [16], с измененным 
поверхностным зарядом [17] и другими анома-
лиями [18], приводящими к нарушению гемо-
динамики, снижению кислородтранспортной 
функции крови  [19], дают возможность пред-
положить, что ГЭ является системной пато-
логией, при которой мультиорганная гипок-
сия и, в частности, гипоксия мозга может быть 
неотъемлемой частью заболевания и может 
играть важную роль в патогенезе ГЭ.

Эритроциты – единственные клетки в ин-
тегрированной системе транспорта кислорода 
(помимо сердечно-сосудистой и дыхательной 
систем), способные переносить кислород и 
поддерживать аэробное окисление глюкозы 
в тканях и жизнедеятельность организма в 
целом. Для мозга, в отличие от других орга-
нов, необходим достаточно высокий уровень 
окислительного метаболизма. При этом, как 
это ни парадоксально, мозг имеет ограничен-
ные запасы кислорода  [20] и поэтому нужда-
ется в постоянном снабжении насыщенной 
кислородом кровью. Поэтому неудивитель-
но, что нерегулярная подача кислорода даже 
на короткий период вызывает повреждение 
головного мозга  [21], приводящее к потере 
сознания, а хроническая кислородная недос-
таточность (независимо от этиологии забо-
левания) может привести к гипоперфузии и 
необратимому повреждению клеток голов-
ного мозга и энцефалопатии [22, 23], что ука-
зывает на некоторую общую биохимическую 
основу неврологических симптомов при раз-
личных заболеваниях. Отсюда очевидно, что в 
условиях  ГЭ, сопровождающейся  ГА, помимо 
известной взаимосвязи «заболевания пече-
ни  ↔  дисфункция мозга»  [24], прослежива-
ется дополнительная промежуточная причин-
но-следственная взаимосвязь «заболевания 
печени  ↔  повреждение эритроцитов  ↔  дис-
функция мозга». Из  чего следует, что для 
понимания того, как нарушения энергетиче-

17*
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ского обмена в мозге, имеющем ограниченные 
запасы кислорода и нуждающемся в посто-
янном снабжении насыщенной кислородом 
кровью, в условиях  ГА приводят к энцефало-
патии, крайне важно определить вклад в эту 
патологию аммоний-индуцированного окис-
лительного стресса в эритроцитах, приводяще-
го к повреждению их кислородтранспортной 
функции.

В свою очередь, кислородтранспортная 
функция эритроцитов регулируется их внутри-
клеточным метаболизмом в первую очередь 
за счет энергетического обмена и системы 
антиоксидантной защиты  [25], метаболиты и 
ферменты которых контролируют сродство 
гемоглобина к кислороду  [26], которое для 
связывания максимально возможного количе-
ства кислорода в легких должно быть высоким 
и низким  – для беспрепятственного высво-
бождения необходимого количества кислоро-
да в ткани. К  сожалению, взаимосвязь между 
нарушением внутриклеточных биохимических 
процессов и кислородтранспортной функцией 
эритроцитов не вызывает особого интереса 
среди исследователей, а нормативная инер-
ция замедляет включение имеющихся дан-
ных в повседневную клиническую практику, 
что, естественно, занижает и ценность иссле-
дований, направленных на выявление ран-
них маркеров, которые могут предшествовать 
гипоксическому повреждению мозга, наблю-
даемому при ГЭ.

Поэтому в настоящее время все еще неиз-
вестно, может ли токсический эффект аммиа-
ка, накопившегося в крови, распространяться 
на эритроциты и объяснять изменения, обна-
руженные в гликолитической и антиоксидант-
ной системах и лежащие в основе нарушения 
транспортной функции этих клеток и, как 
следствие этого, быть причиной гипоперфузии 
и энцефалопатии у пациентов с заболевания-
ми печени.

Для выявления вышеуказанного недо-
стающего звена, принимая во внимание на-
личие глутаматных NMDA-R (характерных 
для  ЦНС) в эритроцитах, мы провели специ-
альные исследования. Учитывая то, что одним 
из ведущих звеньев патологического каскада, 
запускаемого гиперактивацией NMDA-R в 
головном мозге ГА-животных и пациентов 
с  ГЭ  [27], является окислительный стресс, 
активность антиокислительных ферментов, 
концентрация GSH и GSSG, а также концен-
трация H2O2 были измерены в эритроцитах 
ГА-животных в присутствии неконкурентного 
антагониста NMDA-R, МК-801.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В  работе были использованы 
следующие реактивы: МК-801, ацетат аммо-
ния, NAD+, NАDН, NADP+, NADPH, Tris, 
ТЭА, ATP, ADP, фосфоенолпируват, фрукто-
зо-6-фосфат, глюкозо-6-фосфат, глюкоза, пи-
руват натрия, карбонат натрия, GSH, GSSG, 
ксантин, п-нитротетразолиевый синий, пиру-
ваткиназа, лактатдегидрогеназа, глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназа, глутаматдегидрогеназа, 
каталаза, ксантиноксидаза, глутатионредук-
таза, ЭГТА, ЭДТА, 1-хлор-2,4-динитробензол, 
2-винилпиридин  – фирмы «Sigma-Aldrich» 
(США). Все остальные реагенты были отече-
ственного производства квалификации «особо 
чистые».

Животные. В  экспериментах использова-
лись крысы линии Wistar массой 210–230 г, 
содержащиеся в виварии при комнатной тем-
пературе, естественном режиме освещения 
и свободном доступе к корму и воде. Каждая 
экспериментальная группа состояла из 10 жи-
вотных. Животным группы 1  («ацетат аммо-
ния») вводили ацетат аммония в виде одно-
кратной внутрибрюшинной инъекции  (в/б) в 
сублетальной дозе 7 ммоль/кг, декапитацию 
производили, как и в ранее выполненных ис-
следованиях, через 15 мин после инъекции, 
обычно после прохождения двух судорож-
ных эпизодов  [9]. Животным группы 2  («кон-
троль») вводили в/б 0,9%  (w/v)  NaCl в том же 
объеме, что и ацетат аммония. Декапитацию 
животных производили через 15 мин после 
инъекции. Физиологический раствор в каче-
стве контрольного раствора был выбран на 
основании наших предыдущих исследований, 
показавших, что введение ацетата натрия, так 
же, как и введение физиологического рас-
твора, не оказывает влияния на измеряе-
мые показатели. Животным группы 3  («группа 
МК-801») вводили МК-801 в дозе 2,0 мг/кг, 
необходимой для полной блокировки рецеп-
торов; декапитацию животных проводили 
через 30 мин после инъекции  [8]. Животным 
группы 4  («МК-801 + ацетат аммония») вна-
чале вводили МК-801 в дозе 2,0 мг/кг и че-
рез 15 мин  – раствор ацетата аммония в дозе 
7 ммоль/кг. Декапитацию производили через 
15 мин после введения ацетата аммония.

Получение плазмы крови и очищенных 
эритроцитов. Для получения плазмы и сус-
пензии очищенных эритроцитов собранную 
при декапитации кровь (в качестве антикоа-
гулянта использовали 130 мМ 3Na-цитрат, 
рН 7,4), делили на 2  части. Для получения 
плазмы крови форменные элементы удаляли 
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центрифугированием в течение 10 мин при 
1000 g (+4 °С). Одна часть плазмы использова-
лась для определения активности ферментов, 
другая была депротеинизирована охлажденной 
смесью 6% HClO4/40%  C2H5OH при  –20 °C 
и нейтрализована 30%  (w/w)  КОН (–20 °C) 
до  pH 6; после осаждения кристаллов  KClO4 
(1000 g, 10 мин,  +4 °С) полученный суперна-
тант немедленно использовали для измерения 
концентрации аммиака.

Для очищения эритроцитов от лейко-
цитов и тромбоцитов вторую часть крови 
пропускали через колонку, заполненную 
α-целлюлозой и гемикристаллинцеллюлозой 
тип  50 в соотношении 1 : 1 и уравновешен-
ную 0,9%  (w/v)  NaCl  [28]. Кровь элюировали 
(1 : 5) при комнатной температуре раство-
ром, содержащим 10 мМ  KH2PO4 (pH 7,4) и 
150 мМ  NaCl. Эритроциты осаждали центри-
фугированием при +4 °С в течение 10 мин при 
1000 g и дважды промывали раствором, содер-
жащим 10 мМ  KH2PO4 (pH 7,4), 140 мМ  NaCl, 
5 мМ  KCl, 2,8 мМ  глюкозы, 0,5 мМ  K-ЭДТА 
(10 мин, +4 °С, 1500 g, 2000 g) и суспендиро-
вали в этом же растворе в соотношении 1 : 5.

Получение лизатов эритроцитов для опре-
деления активности ферментов. Очищенные 
от тромбоцитов и лейкоцитов эритроциты 
(1 мл) лизировали 2 мл гипоосмотического 
буфера (50 мМ  ТЭА, рН 7,4/0,15 мМ  К-ЭГТА, 
3 мМ β-меркаптоэтанол), содержащего 0,2% са-
понина.

Получение экстрактов эритроцитов для опре-
деления концентрации аммиака. Очищенные 
эритроциты смешивали с холодной смесью 
(–20 °С) 6% HClO4/40% C2H5OH в соотноше-
нии 1 : 10. Центрифугировали 5 мин при тем-
пературе  +4 °С при 10 000 g. Осадок удаляли, 
рН  супернатанта доводили до значения  5–6, 
используя 30%  (w/w)  КОН и сухой  КНСO3. 
Осадок перхлората калия удаляли центрифуги-
рованием при тех же режимах. Прозрачный су-
пернатант немедленно использовали для опре-
деления концентрации аммиака (ммоль/литр) 
с помощью микрофлуориметрического метода, 
как описано Kosenko et al. [29]. Концентрация 
аммиака в плазме крови была измерена анало-
гичным способом и выражалась в ммоль/литр.

Определение пероксида водорода в эрит-
роцитах. Концентрацию H2O2 в эритроци-
тах определяли спектрофотометрическим 
методом  [30] в глутатионредуктазной  (ГР) 
реакции по окислению NАDPН при 340  нм 
в присутствии GSSG, образуемого из  GSH 
под действием глутатионпероксидазы  (ГП). 
Поскольку ГП является неспецифическим 
ферментом и взаимодействует как с перокси-

дом водорода, так и с гидропероксидами, в 
экстрактах первоначально измерялось сум-
марное содержание пероксида водорода и 
гидропероксида, а после добавления в реак-
ционную среду каталазы отдельно измеря-
лось содержание гидропероксида. Свободная 
концентрация пероксида водорода рассчи-
тывалась вычитанием концентрации гид-
ропероксидов из суммарного содержания 
пероксида водорода + гидропероксидов и вы-
ражалась в мкмоль/литр. Реакционная смесь 
(1  мл) состояла из 100 мМ Tris-HCl (рН 7,6); 
0,2 мМ Na-ЭДТА; 5 мМ GSH; 25 мкл экстрак-
та эритроцитов; 250 мкМ NАDPН; 0,3 ед. ГП; 
± 28 ед. каталазы и 0,5 ед. ГР.

Определение восстановленного и окисленно-
го глутатиона в эритроцитах. Для стабилизации 
GSH и GSSG кровь (20  мкл) быстро смеши-
вали со 100 мкл 10 мМ HCl. После осаждения 
белков сульфосалициловой кислотой (конеч-
ная концентрация  – 1%) пробы центрифу-
гировали 5 мин, 10 000 g,  +4 °C. Прозрачный 
супернатант использовали для определения 
суммарного глутатиона (GSH + GSSG) спек-
трофотометрическим методом, основанным на 
системе рециркуляции GSH, который в при-
сутствии  ГР образует комплекс с 5,5′-дитио-
бис-2-нитробензойной кислотой, регистри-
руемый при 412 нм [31]. Расчет концентрации 
суммарного глутатиона проводили с использо-
ванием калибровочной кривой. Определение 
концентрации GSSG проводили в присутствии 
2-винилпиридина, ингибитора, препятствую-
щего окислению GSH в  GSSG. Получение 
проб и измерение концентрации GSSG прово-
дили вышеуказанным способом. Концентра-
цию выражали в мкмоль/литр. Концентрацию 
GSH рассчитывали путем вычитания GSSG 
из суммы GSH + GSSG.

Определение активности ферментов в эрит-
роцитах. Активность супероксиддисмутазы 
(СОД, КФ  1.15.1.1) определяли спектрофото-
метрически по снижению скорости восста-
новления красителя п-нитротетразолиевого 
синего  (NTB) в ксантин-ксантиноксидазной 
системе при  550  нм и  25 °С  [32]. За  единицу 
активности принимали количество фермента, 
которое вызывало 50%-ное торможение реак-
ции восстановления  NTB. Активность глута-
тионпероксидазы (ГП, КФ 1.11.1.9) определяли 
спектрофотометрически по снижению свето-
поглощения при  340 нм и  25 °С при окисле-
нии NАDPН окисленным глутатионом  [33]. 
Активность фермента выражали в мкмоль/мин 
на 1 мл клеток. Активность глутатионредук-
тазы (ГР, КФ  1.6.4.2) определяли по скорости 
окисления NАDPН при 340 нм под действием 
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окисленного глутатиона [34]. Активность фер-
мента выражали в мкмоль/мин на  1 мл кле-
ток. Активность каталазы (КФ  1.11.1.6) опре-
деляли по снижению величины поглощения 
при  240  нм в реакции с пероксидом водоро-
да  [35]. Активность фермента выражали в ве-
личинах константы скорости реакции первого 
порядка (с–1 на 1 мл клеток). Активность глута-
тионтрансферазы (ГТ, КФ 2.5.1.18) определяли 
по скорости связывания GSH с 1-хлор-2,4-ди-
нитробензолом при  340 нм  [36]. Активность 
фермента выражали в мкмоль/мин на 1 мл кле-
ток. Активность глюкозо-6-фосфатдегидро -
геназы (Г6ФДГ, КФ 1.1.1.49) определяли спек-
трофотометрически по увеличению свето-
поглощения при восстановлении NАDP+ 
при  340 нм, 37 °С  [37]. Активность фермента 
выражали в мкмоль/мин на 1 мл клеток.

Все показатели плазмы крови и эритро-
цитов были измерены на спектрофотометре 
СФ-2000 (Россия) и спектрофлуориметре Cary 
Eclipse («Varian», Австралия) с использовани-
ем стандартных методов, разработанных меж-
дународным комитетом по стандартизации 
в гематологии  [28], и при помощи методов, 
описанных в Methods of enzymatic analysis под 
ред. Bergmeyer [38].

Статистический анализ выполняли с по-
мощью компьютерной программы Prizm  5.00 
(«GraphPad Software», США). Результаты вы-
ражали в виде среднего значения и стандарт-
ной ошибки среднего. Нормальность распре-
деления переменных подтвердили с помощью 

критерия Колмогорова–Смирнова. Различия 
между группами анализировали с использо-
ванием t-теста Стьюдента, а при множествен-
ных сравнениях – метода ANOVA с поправкой 
Бонферрони.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние MK-801 на концентрацию аммиака 
в плазме и эритроцитах крыс с острой гиперам-
мониемией. Мы показали ранее, что MK-801 
в значительной степени снижал уровень ам-
миака в мозге крыс с аммиачной интоксика-
цией  [39]. Для выявления аналогичной роли 
NMDA-R в циркулирующих эритроцитах мы 
исследовали влияние MK-801 на уровень ам-
миака в эритроцитах и в плазме животных всех 
исследуемых групп (рис. 1).

Как видно из рис. 1, а, содержание аммиака 
в плазме крыс контрольной группы составляло 
0,166 ± 0,021  ммоль/литр, что входит в допу-
стимый диапазон значений, соответствующих 
физиологической норме для этих животных [3, 
4, 39]. После введения ацетата аммония кон-
центрация аммиака в плазме крыс достоверно 
повышалась до 2,335 ± 0,190  мМ (р < 0,001), 
а у животных, получавших MK-801,  – не  от-
личалась от контрольных значений. При  со-
вместном введении MK-801 с ацетатом ам-
мония концентрация аммиака уменьшалась 
до 1,875 ± 0,019  мМ (р < 0,001), то есть ча-
стично и всего лишь на 20% по сравнению 

Рис. 1. Концентрация аммиака в плазме  (а) и эритроцитах  (б) животных из разных экспериментальных групп. 
Животным контрольной группы вводили физиологический раствор. Животным группы «ацетат аммония» вводили 
ацетат аммония в дозе 7 ммоль/кг, животным группы «МК-801» вводили МК-801 в дозе 2,0 мг/кг. Животным груп-
пы «МК-801 + ацетат аммония» вводили МК-801 в дозе 2,0 мг/кг и через 15 мин – ацетат аммония в дозе 7 ммоль/кг. 
Все инъекции производили  в/б. Декапитация животных, получение проб и метод определения концентрации ам-
миака указаны в разделе «Материалы и методы». Результаты представлены в виде «среднее ± SEM». ***  p  <  0,001  – 
по сравнению с животными контрольной группы; a – p < 0,05, aa – p < 0,01 – по сравнению с животными группы 
«ацетат аммония»
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с  концентрацией, обнаруженной у ГА-живот-
ных (рис.  1,  а). Из рис.  1,  б видно, что кон-
центрация аммиака в эритроцитах животных 
всех исследуемых групп выше, чем в плазме. 
В  эритроцитах контрольных крыс содержание 
аммиака составляло 0,300 ± 0,038 ммоль/литр. 
После введения ацетата аммония уровень ам-
миака в эритроцитах возрос до 3,602 ± 0,126 мМ 
(р < 0,001), тогда как в эритроцитах живот-
ных, получавших MK-801, этот показатель 
не отличался от нормы (0,237 ± 0,023 мМ), 
а после введения MK-801 в сочетании с ацета-
том аммония концентрация аммиака незначи-
тельно, но достоверно (р < 0,05) снизилась до 
3,320 ± 0,06  мМ. Полученные результаты сви-
детельствуют о том, что активация NMDA-R 
в эритроцитах или, точнее, активация путей 
передачи сигнала NMDA-R в незначительной 
степени влияет на накопление аммиака в эрит-
роцитах. Это частично согласуется с литера-
турными данными, указывающими на то, что 
внутриэритроцитарная концентрация аммиака 
зависит от многих факторов, в частности, от 
скорости его пассивной диффузии (NH3, не-
заряженная форма)  [40], пропорциональной 
его концентрации в крови, активности спе-
цифических транспортеров аммиака, локали-
зованных на мембране эритроцитов  [41], рН, 
температуры [42], а также от активности фер-
ментов, катализирующих эндогенные аммиак-
образующие реакции  [43]. Выявленное нами 
наличие градиента аммиака между плазмой и 
эритроцитами (концентрация аммиака в эрит-
роцитах выше, чем в плазме) у контрольных 
животных (рис. 1) соответствует нормальному 
распределению аммиака в крови человека и 
крыс [44]. Сохранение же этого градиента при 
значительном накоплении аммиака в эритро-
цитах ГА-животных (рис. 1) свидетельствовало 
о том, что эритроциты являются временным 
депо аммиака [45], что может иметь ряд пато-
логических последствий как для самих эрит-
роцитов, так и для всего организма в целом. 
И  в  первую очередь из-за того, что эритро-
циты  – это самые многочисленные клетки 
крови и высвобождение ими накопившегося 
аммиака, зависящее от многих факторов  [43], 
непредсказуемым образом может увеличивать 
его концентрацию в крови и, соответственно, 
приводить к ошибочным выводам относитель-
но степени его накопления в мозге и невоз-
можности оказания своевременной лечебной 
помощи пациентам. Кроме того, эритроциты 
крыс и человека не содержат ни глутаминсин-
тетазу, ни глутаматдегидрогеназу (в отличие 
от других тканей), которые могли бы снизить 
аммиачную нагрузку на сами клетки, превра-

щая накопленный аммиак в глутамин и глу-
тамат соответственно. И именно этим может 
объясняться особенная чувствительность эрит-
роцитов к токсическому действию аммиака, 
которое проявляется в виде более серьезных 
функциональных нарушений, включая те, ко-
торые влияют на доставку кислорода в ткани, 
зависящую в первую очередь от энергетиче-
ского обмена и системы антиоксидантной за-
щиты  [25], метаболиты и ферменты которых, 
как уже было сказано, контролируют сродство 
гемоглобина к кислороду  [26]. Однако не ис-
ключено, что быстрое накопление NH3 в эрит-
роцитах, вызывающее защелачивание внутри-
клеточной среды  [46], дополнительно может 
приводить к увеличению сродства гемоглобина 
к кислороду, что тоже будет способствовать 
ограниченному переходу кислорода в ткани [47].

Влияние аммиака и MK-801 на антиокси-
дантный статус эритроцитов крыс. Учитывая 
положительную корреляцию между накопив-
шимся аммиаком в клетках мозга и окисли-
тельным стрессом, который полностью подав-
лялся МК-801 [48], в настоящем исследовании 
мы оценили, связано ли накопление аммиака 
в эритроцитах, имеющих NMDA-R на поверх-
ности мембран, с нарушением антиоксидант-
ной защиты клеток. Мы измерили активность 
антиоксидантных ферментов СОД, каталазы, 
ГР, ГП, ГТ, Г6ФДГ в эритроцитах крыс всех 
исследуемых групп. Кроме того, мы измерили 
содержание GSH и GSSG, а также пероксида 
водорода в эритроцитах и оценили действие 
MK-801 на эти показатели. Как показано на 
рис.  2  (а–в  и  д), введение ацетата аммония в 
разной степени снижало ферментативную ак-
тивность антиоксидантных ферментов в эрит-
роцитах животных. Так, активность СОД, ка-
талазы, ГП, ГТ снижалась на 69%  (р < 0,001), 
25%  (р < 0,05), 29%  (р < 0,05) и 20%  (р < 0,01) 
соответственно, тогда как активность ГР при 
аммиачной интоксикации не отличалась от 
контрольных значений (рис. 2, г).

Активность всех указанных ферментов, 
измеренная после введения МК-801, не отли-
чалась от контрольных значений. При со-
вместном введении МК-801 и ацетата аммония 
только активность СОД повышалась на 144% 
(p < 0,001) (рис. 2, а) при сравнении с активно-
стью, обнаруженной в эритроцитах ГА-живот-
ных, но при этом не достигала контрольного 
значения. Полученные результаты свидетель-
ствовали о том, что аммоний-индуцированное 
торможение указанных антиоксидантных фер-
ментов не связано исключительно с эффекта-
ми, опосредованными активацией NMDA-R, 
хотя очевидно, что активация этих рецепторов 
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Рис. 2. Активность антиоксидантных ферментов СОД (а), каталазы (б), ГП (в), ГР (г) и ГТ (д) в эритроцитах животных 
из разных экспериментальных групп. Животным контрольной группы вводили физиологический раствор. Животным 
группы «ацетат аммония» вводили ацетат аммония в дозе 7 ммоль/кг, животным группы «МК-801» вводили МК-801 
в дозе 2,0 мг/кг. Животным группы «МК-801 + ацетат аммония» вводили МК-801 в дозе 2,0 мг/кг и через 15 мин – 
ацетат аммония в дозе 7 ммоль/кг. Все инъекции производили в/б. Декапитация животных, получение проб и методы 
определения активности антиоксидантных ферментов указаны в разделе «Материалы и методы». Результаты представ-
лены в виде «среднее ± SEM». * p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0 ,001 – по сравнению с животными контрольной группы; 
aаa – p < 0,001 – по сравнению с животными группы «ацетат аммония»

является важным этапом в развитии аммоний-
индуцированного нарушения антиоксидант-
ного статуса эритроцитов, предшествующего 
развитию окислительного стресса.

Ранее мы показали, что сниженная актив-
ность СОД, каталазы, ГП и ГТ в митохон-
дриях, выделенных из неокортекса и печени 
крыс c ГА, восстанавливалась до контрольных 
значений ингибитором NО-синтазы, нитро-
аргинином, введенным совместно с ацетатом 
аммония  [49]. Эти данные указывали на то, 
что главным ингибитором антиоксидантных 
ферментов в мозге и печени в условиях ГА яв-
ляется NO-радикал  (NO•), образование кото-
рого усиливается в клетках в результате Ca2+-
зависимого сигнального каскада, запускаемого 
гиперактивированными NMDA-R [6]. Следует 
отметить, что патологическая роль NMDA-R 
эритроцитов полностью не определена, что 
частично объясняется наличием в крови мно-
жества агонистов и антагонистов, концентра-
ция которых непредсказуемым образом может 
меняться при каждом конкретном заболева-
нии. Однако если учесть наличие в эритроци-
тах взаимосвязи между активацией NMDA-R 
и Ca2+-зависимым образованием NO•  [11], то, 
согласно нашим данным, только сниженная 

активность СОД в эритроцитах ГА-живот-
ных (которая восстанавливалась при совмест-
ном введении МК-801 и ацетата аммония) 
может объясняться указанным сигнальным 
каскадом, запускаемым активированными 
NMDA-R. Причины аммоний-индуцирован-
ного торможения эритроцитарных ГТ, ГП и 
каталазы (их активность не восстанавлива-
лась сочетанным введением МК-801 и ацетата 
аммония) в настоящее время неизвестны, хотя 
не исключено, что их торможение тоже может 
быть Ca2+/NO-зависимым, как, например, в 
случае разрушения тетрамерной структуры 
мембранного спектрина индукторами окисли-
тельного стресса, делающими мембрану эрит-
роцитов проницаемой для Ca2+  [50]. Кроме 
того, учитывая потребность ГТ, ГП и каталазы 
в NADPH и в GSH [51], можно предположить, 
что именно недостаток этих факторов в эрит-
роцитах ГА-животных (рис.  4,  а  и  5,  б) лежит 
в основе торможения вышеуказанных фермен-
тов, хотя очевидно, что причины торможения 
могут быть множественными и для их выявле-
ния требуются дополнительные исследования.

Изменение концентрации пероксида водорода 
в эритроцитах ГА-животных, влияние MK-801. 
При сниженной нейтрализующей активности 
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Рис. 3. Концентрация H2O2 в эритроцитах животных раз-
ных экспериментальных групп. Животным контрольной 
группы вводили физиологический раствор. Животным 
группы «ацетат аммония» вводили ацетат аммония в дозе 
7 ммоль/кг, животным группы «МК-801» вводили МК-801 
в дозе 2,0 мг/кг. Животным группы «МК-801 + ацетат ам-
мония» вводили МК-801 в дозе 2,0 мг/кг и через 15 мин – 
ацетат аммония в дозе 7 ммоль/кг. Все инъекции про-
изводили  в/б. Декапитация животных, получение проб 
и метод определения концентрации H2O2 указаны в раз-
деле «Материалы и методы». *** p < 0,001 – по сравнению 
с животными контрольной группы; a  – p < 0,05  – по 
сравнению с животными группы «ацетат аммония»

внутриклеточных антиоксидантных фермен-
тов пероксид водорода, поступающий в эрит-
роциты из экзогенных источников  [52] и об-
разуемый в клетках эндогенно  [53], является 
главным прооксидантом, который иниции-
рует развитие окислительного стресса, при-
водящего к нарушению кислородтранспорт-
ной функции эритроцитов [54]. Обнаруженное 
нами достоверное уменьшение активности 
основных антиоксидантных ферментов, раз-
рушающих пероксид водорода, каталазы и ГП 
(рис. 2, б и в) в эритроцитах крыс с ГА, указы-
вало на возможность избыточного накопле-

ния пероксида водорода в эритроцитах этих 
животных.

Действительно, концентрация перокси-
да водорода резко возрастала в эритроцитах 
крыс с  ГА (100,1 ± 14,23 мкМ; р < 0,001) при 
сравнении с концентрацией, обнаруженной в 
эритроцитах животных контрольной группы 
(24,19 ± 1,801 мкМ) (рис. 3).

Значения, полученные после введения 
МК-801, достоверно не отличались от кон-
трольных, а при совместном введении МК-801 
и ацетата аммония уровень пероксида водоро-
да в эритроцитах животных снижался в 2 раза 
(54,07 ± 9,59 мкМ) по сравнению с уровнем, 
измеренным в эритроцитах животных с аммо-
нийной интоксикацией, но оставался в 2 раза 
завышенным по сравнению с контрольным 
значением (24,19 ± 1,801 мкМ). Это указывало 
на то, что и нарушение гомеостаза пероксида 
водорода в эритроцитах ГА-животных, как 
и торможение активности антиоксидантных 
ферментов (рис. 2), частично зависит от гипер-
активации NMDA-R, и подтверждало наличие 
других многочисленных факторов, регулирую-
щих внутриклеточную концентрацию перок-
сида водорода в эритроцитах [53, 55].

Изменение концентрации восстановлен-
ного и окисленного глутатиона в эритроцитах 
ГА-животных, влияние MK-801. Поскольку 
одной из важных причин, приводящих к на-
коплению пероксида водорода в эритроцитах, 
является значительное истощение GSH и на-
копление GSSG  [56], мы измерили концен-
трацию обеих форм глутатиона в эритроцитах 
животных всех исследуемых групп. Как видно 
из рис. 4, а, концентрация GSH в эритроцитах 
животных после введения им ацетата аммония 

Рис. 4. Концентрация GSH  (а) и GSSG  (б) в эритроцитах животных разных экспериментальных групп. Живот-
ным контрольной группы вводили физиологический раствор. Животным группы «ацетат аммония» вводили аце-
тат аммония в дозе 7 ммоль/кг; животным группы «МК-801» вводили МК-801 в дозе 2,0 мг/кг. Животным группы 
«МК-801 + ацетат аммония» вводили МК-801 в дозе 2,0 мг/кг и через 15 мин  – ацетат аммония в дозе 7  ммоль/кг. 
Все инъекции производили  в/б. Декапитация животных, получение проб и метод определения концентрации GSH 
и GSSG указаны в разделе «Материалы и методы». * p < 0,05, ** p < 0,01 – по сравнению с животными контрольной 
группы; a – p < 0,05, аа – p < 0,01 – по сравнению с животными группы «ацетат аммония»
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Рис. 5. Отношение GSH/GSSG  (а) и отношение NADPH/NADP+  (б) в эритроцитах животных разных эксперимен-
тальных групп. Животным контрольной группы вводили физиологический раствор. Животным группы «ацетат ам-
мония» вводили ацетат аммония в дозе 7 ммоль/кг; животным группы «МК-801» вводили МК-801 в дозе 2,0 мг/кг. 
Животным группы «МК-801 + ацетат аммония» вводили МК-801 в дозе 2,0 мг/кг и через 15 мин  – ацетат аммония 
в дозе 7  ммоль/кг. Все инъекции производили  в/б. Декапитация животных и получение проб указаны в разделе 
«Материалы и методы». Отношение [NADPH]/[NADP+] рассчитывали по компонентам реакции, катализируе-
мой Г6ФДГ ([NADPH]/[NADP+] = [глюкозо-6-фосфат]/[6-фосфоглюконолактон]) [58], константа равновесия кото-
рой равна 1,3 [59]. * p < 0,05, *** p < 0,001 – по сравнению с животными контрольной группы; a – p < 0,05 – по сравне-
нию с животными группы «ацетат аммония»

достоверно снижалась на 22%  (p < 0,01) по 
сравнению с контролем. Показатели, получен-
ные после инъекции МК-801, не отличались 
от контрольных значений, а при совместном 
введении МК-801 с ацетатом аммония концен-
трация GSH увеличивалась на 21% по отноше-
нию к значениям, измеренным в эритроцитах 
ГА-животных, и достоверно не отличалась от 
контрольного значения (рис. 4, а).

Концентрация GSSG в эритроцитах 
ГА-животных, напротив, достоверно увели-
чивалась в 2  раза по сравнению с контро-
лем (р < 0,05; рис. 4, б), но после инъекции 
МК-801 – не отличалась от контрольных зна-
чений. Предварительная инъекция MK-801 
достоверно снижала содержание GSSG 
(18,86 ± 3,111 мкМ; p < 0,05), увеличенное вве-
дением ацетата аммония (35,74 ± 6,644 мкМ) 
до контрольного значения (17,37 ± 3,815 мкМ). 
В соответствии с этими показателями изменя-
лось и отношение GSH/GSSG в эритроцитах 
животных всех исследуемых групп. Из рис. 5, а 
видно, что введение ацетата аммония живот-
ным уменьшало отношение GSH/GSSG почти 
в 3  раза, тогда как блокада NMDA-R с помо-
щью МК-801 не только полностью и досто-
верно (p < 0,05) предотвращала аммоний-
индуцированное снижение отношения, но и 
восстанавливала его значение до контрольного 
уровня (рис. 5, а). Из этого следует, что аммо-
ний-индуцированное нарушение окислитель-
но-восстановительного баланса эритроцитов, 
определяемого отношением GSH/GSSG, опо-
средованно активацией NMDA-R.

Окислительно-восстановительный статус 
эритроцитов, в свою очередь, зависит от до-
ступности NADPH, регулирующего рецирку-
ляцию GSH  [57], необходимого для разру-
шения пероксида водорода в глутатионпер ок-
идазной/редуктазной реакциях. Из  рис. 5, б 
видно, что отношение NADPH/NADP+ в эрит-
роцитах контрольных животных составляло 
4,570 ± 0,421, а при введении животным ацета-
та аммония это отношение достоверно умень-
шалось до 1,891 ± 0,188 (р < 0,001). Отношение, 
рассчитанное для эритроцитов крыс c инъек-
цией МК-801, не отличалось от контрольного 
значения, а при совместном введении МК-801 
с ацетатом аммония это отношение повыша-
лось до 3,774 ± 0,513 и достоверно не отлича-
лось от отношения, рассчитанного для эрит-
роцитов животных контрольной группы. Это 
свидетельствовало о том, что сниженное про-
изводство NADPH в эритроцитах животных с 
аммонийной интоксикацией полностью пред-
отвращалось МК-801 и что стационарная кон-
центрация главного кофактора, регулирующего 
доступность GSH, необходимого для разруше-
ния  H2O2 в глутатионпероксидазной/редуктаз-
ной реакциях, зависит от активации NMDA-R.

Влияние ацетата аммония на активность 
Г6ФДГ в эритроцитах крыс, роль МК-801. 
NADPH образуется в эритроцитах исклю-
чительно в пентозофосфатном пути, первую 
реакцию которого катализирует  Г6ФДГ. Со-
гласно литературным данным, снижение ак-
тивности этого фермента в эритроцитах, при-
чем независимо от степени его торможения, 



АНТИОКСИДАНТНЫЙ СТАТУС ЭРИТРОЦИТОВ ПРИ ГА 1707

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

Рис. 6. Активность Г6ФДГ в эритроцитах живот-
ных из разных экспериментальных групп. Животным 
контрольной группы вводили физиологический рас-
твор. Животным группы «ацетат аммония» вводили 
ацетат аммония в дозе 7 ммоль/кг; животным группы 
«МК-801» вводили МК-801 в дозе 2,0 мг/кг. Животным 
группы «МК-801 + ацетат аммония» вводили МК-801 
в дозе 2,0 мг/кг и через 15 мин – ацетат аммония в дозе 
7 ммоль/кг. Все инъекции производили в/б. Декапитация 
животных, получение проб и метод определения актив-
ности Г6ФДГ указаны в разделе «Материалы и мето-
ды». Результаты представлены в виде «среднее ± SEM». 
*** p < 0,001 – по сравнению с животными контрольной 
группы; a – p < 0,05 – по сравнению с животными груп-
пы «ацетат аммония»

приводит к развитию окислительного стресса 
из-за недостатка NADPH [60]. Для выявления 
подобной взаимосвязи в эритроцитах крыс с 
острой  ГА мы измерили активность Г6ФДГ в 
эритроцитах животных всех эксперименталь-
ных групп (рис. 6).

Было обнаружено, что активность Г6ФДГ 
в эритроцитах животных с аммонийной ин-
токсикацией достоверно уменьшалась (20%; 
р < 0,001) при сравнении с контрольными 
показателями  (рис.  6). Значения, получен-
ные после введения МК-801, не отличались от 
контроля, а при совместном введении МК-801 
с ацетатом аммония активность фермента 
на  14% (р < 0,05) превысила активность, из-
меренную в эритроцитах крыс с  ГА, и досто-
верно не отличалась от контрольных значений. 
Полученные результаты показали, что актив-
ность Г6ФДГ, главного фермента эритроцитов, 
определяющего чувствительность клеток к 
действию прооксидантов, зависит от функции 
NMDA-R и подтвердили известную точку зре-
ния о том, что повышенная чувствительность 
эритроцитов к агентам-прооксидантам и, как 
в нашем исследовании, к прооксидантному 
действию аммиака, наблюдаемая даже при 
незначительном дефиците Г6ФДГ (20%)  [61], 
возникает как прямое следствие снижения 
концентрации NADPH, которая, как было 
сказано выше, тоже регулируется активностью 
NMDA-R эритроцитов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты впервые показали, 
что при ГА большая часть аммиака накаплива-
ется не в плазме, а в эритроцитах, что делает 
эти клетки, лишенные аммиак-обезвреживаю-
щих ферментов, наиболее восприимчивыми 
к его прооксидантному действию. Аммиак- 
индуцированный окислительный стресс в эрит-
роцитах животных с  ГА, выявленный по по-
вышенному содержанию пероксида водорода и 
сниженной активности антиоксидантных фер-
ментов, частично или полностью предотвра-
щался блокатором NMDA-R, МК-801 (рис. 7).

Полученные результаты дают возможность 
предположить, что патогенез ГЭ является мно-
гофакторным и что аммоний-индуцирован-
ный окислительный стресс в эритроцитах, 
ле жащий в основе нарушения кислородтранс-
портной функции этих клеток [54] и приводя-
щий к гипоксическому повреждению мозга [22, 
62], может указывать на существование до-
полнительной причинно-следственной взаи-
мосвязи: «заболевания печени ↔ повреждение 
эритроцитов ↔ дисфункция мозга».

Следовательно, можно ожидать, что ток-
сические эффекты аммиака при  ГЭ могут 
быть более глобальными, чем это считалось 
ранее. Мы уверены, что тщательное изучение 
показателей метаболических/энергетических 
путей в эритроцитах, модулирующих их кисло-
родтранспортную функцию, помогут выявить 
дополнительный фактор риска в развитии 
когнитивных нарушений и неблагоприятного 
прогноза, связанного с гипоперфузией и энце-
фалопатией у пациентов с повышенной кон-
центрацией аммиака в крови и особенно у 
людей старшего поколения, для эритроцитов 
которых характерны возрастные наруше-
ния многих биохимических процессов, про-
текающих в мембранах и внутри клеток  [23]. 
Кроме того, во избежание ошибок при поста-
новке диагноза у пациентов с заболеваниями 
печени, уровень аммиака должен измеряться 
одновременно и в плазме крови, и в эритро-
цитах особенно в тех случаях, когда клиниче-
ские симптомы заболевания не коррелируют 
с измеренной концентрацией аммиака в плаз-
ме [63, 64].

В целом, проведенные исследования рас-
ширят наше понимание роли аммиака в пато-
генезе энцефалопатии, которая может быть го-
раздо шире (с вовлечением в патологический 
процесс эритроцитов, главных компонентов 
интегрированной системы транспорта кисло-
рода), чем это прогнозируется на основании 
принятой в научном мире гипотезы, согласно 
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которой повышение концентрации аммиака 
в крови из-за неспособности печени выпол-
нять детоксикационную функцию является 
основной причиной исключительно поврежде-
ния мозга.

Рис. 7. Гипотетическая схема опосредованного NMDA-
рецепторами аммоний-индуцированного нарушения 
антиоксидантного статуса в эритроцитах. При  ГА ам-
миак накапливается в эритроцитах. Отсутствие аммиак-
обезвреживающих ферментов в эритроцитах делает эти 
клетки наиболее восприимчивыми к прооксидантному 
действию аммиака, которое выявляется по повышен-
ному содержанию пероксида водорода и сниженной 
активности антиоксидантных ферментов. Этот эффект 
частично или полностью предотвращается блокатором 
NMDA-R, МК-801

ОГРАНИЧЕНИЯ ИССЛЕДОВАНИЯ

Существует ряд ограничений нашего ис-
следования, которые должны быть упомянуты. 
Во-первых, мы не провели корреляционный 
анализ между концентрацией аммиака в эрит-
роцитах крыс с  ГА и показателями антиокси-
дантной системы, что, очевидно, ограничивает 
получение более полной картины связей ме-
жду анализируемыми метаболитами и фермен-
тами в эритроцитах и аммиаком, накопившим-
ся в этих клетках. Во-вторых, мы не провели 
сравнительный анализ Ca2+-зависимого сиг-
нального каскада, запускаемого гиперактив-
ными NMDA-R в мозге и в эритроцитах, в ре-
зультате чего роль NО-радикала в торможении 
ферментов антиокислительной защиты в эрит-
роцитах крыс с  ГА осталась только предполо-
жительной. Мы полагаем, что исследования, 
проведенные in  vivo и in  vitro в присутствии 
ингибиторов NО-синтазы и генераторов NO•, 
позволят получить более точную картину од-
нотипности или различий между NMDA-R-
зависимым каскадом в мозге и в не нейро-
нальных тканях и, в частности, в эритроцитах. 
Очевидно, что для более полного понимания 
роли аммиака и NMDA-R в повреждении эрит-
роцитов при  ГА, приводящей к энцефалопа-
тии, необходимо проведение дальнейших ис-
следований.
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IMPAIRED ENZYMATIC ANTIOXIDANT DEFENSE 
IN ERYTHROCYTES OF RATS WITH AMMONIA-INDUCED 

ENCEPHALOPATHY: ROLE NMDA RECEPTORS

E. Kosenko*, G. Alilova, and L. Tikhonova

Institute of Theoretical and Experimental Biophysics of Russian Academy of Sciences, 
142290 Pushchino, Russia; e-mail: eakos@rambler.ru

Hepatic encephalopathy (HE), a medical term that deals with a neuropsychiatric disorder seen in patients 
with severe hepatic dysfunction, has been known for more than a century, however, pathogenetic mecha-
nisms underlying cerebral dysfunction during conditions of liver disease are still not entirely understood. 
There is a consensus that an accumulation of ammonia in brain as a result of impaired detoxification capaci-
ty of the liver or the appearance of a portosystemic shunt is a primary cause of HE. Current evidence suggests 
that ammonia toxicity is mediated by hyperactivation of glutamate receptors, mainly N-methyl-D-aspartate 
receptors (NMDA-R) and affects many processes of aerobic metabolism that provides energy for a myriad 
of specific functions and viability of nerve cells. Recent reports on the presence of functional NMDA recep-
tors in erythrocytes and deviations from normal ranges in many blood test parameters that was indicative of 
impaired hemodynamics and reduced carrying capacity for oxygen in erythrocytes in most patients with HE 



КОСЕНКО и др.1712

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

implicate the relationship between “erythrocyte damage” and cerebral dysfunction. In order to understand 
how, during hyperammonemia, disturbances in energy metabolism in brain that needs a constant supply 
of a high level of oxygen in the blood lead to encephalopathy, it is necessary to reveal ammonia-induced 
disorders in energy metabolism and antioxidant defense system of erythrocytes and explore the potential 
role of ammonia in reduced brain oxygenation. To detect the said missing link, the activities of erythrocyte 
antioxidant enzymes and concentrations of GSH, GSSG and H2O2 were measured in animals with hyper-
ammonemia by using MK-801, a powerful noncompetitive NMDA receptor antagonist. It was found that 
the accumulation of ammonia in the blood of animals with hyperammonemia occurs within rat erythrocytes 
in large amounts and makes these cells which do not contain enzymes for the removal of ammonia, more 
susceptible to a prooxidant environment of ammonia created during oxidative stress that was completely 
or partially inhibited with the help of MK-801. Data obtained provide a support to identification of ex-
tra risk factors in cognitive disorders and in the prediction of unfavorable outcome with hypoperfusion 
in patients with elevated concentrations of ammonia in the blood.

Keywords: hyperammonemia, hepatoencephalopathy, erythrocytes, NMDA receptors, oxidative stress
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